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RESUMO

CRUZ, Wellington Oliveira. Caracterizacdo bioquimica de proteases digestivas em larvas
de Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae). 2019. 168p Tese (Doutorado em
Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,

RJ, 2019.

O Alphitobius diaperinus é considerado uma praga importante em ambiente aviario. O estudo
do seu comportamento, habitos alimentares e enzimas digestivas, podem indicar alvos
importantes no seu controle. O controle do A. diaperinus é considerado dificil, seus inimigos
naturais sdo pouco conhecidos e sendo o uso de inseticidas quimico o principal método de
controle. Proteases digestivas de insetos catalisam a producdo de peptideos e aminoacidos a
partir de uma dieta protéica e sdo encontradas na regido do intestino médio dos insetos. As
atividades proteoliticas no trato digestivo das larvas e adultos de A. diperinus foram
determinadas utilizando azocaseina e substratos especificos apds alimentarem-se de diferentes
dietas. O extrato bruto do homogeneizado do trato digestivo das larvas A. diaperinus mostrou
atividade sobre azocaseina e Abz-Phe-Arg-MCA e foi inibida em mais de 50% pelo inibidor
da cisteino protease E-64 e foi ativado por DTT 2,0 mM em pH acido. Nove bandas foram
detectadas com atividade proteolitica e massa molecular na faixa 10 kDa — 100 kDa através de
zimograma, utilizando gelatina 0,1% como substrato. Diferentes classes de proteases foram
identificadas na presenca de inibidores de proteases classicos como E-64, iodoacetamida e
acido iodoacético, PMSF, SBTI, aprotinina ¢ TLCK. Foi observado maior nivel de atividade
proteolitica em pHs entre 5 e 6. Embora tenham sido observadas combinac¢des de proteases de
serina e cisteina, as proteases acidas apresentaram niveis mais altos de atividade proteolitica.
O calcio aumentou a atividade proteasica em concentragdes maiores que 2,0 mM. Analises de
nano-HPLC bidimensional ¢ ESI-MS/MS resultaram na identificagdo de proteases como
tripsina, catepsinas, metaloproteases, aminopeptidases, peptidases e dipeptidases. Foi
observado alto potencial inibitério de diferentes séries de imidazolonas sobre atividade

cisteino proteases, a qual pode ser utilizada como ferramentas de controle do A. diaperinus.

PALAVRAS CHAVES: (Inseto, Dietas, Proteases, Alphitobius diaperinus).
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ABSTRACT

CRUZ, Wellington Oliveira. Biochemical caracterization of digestive proteases in
Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) larvae. 2018. 168p Tese (Doutorado
em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ, 2019.

Alphitobius diaperinus is considered an important issue in the avian environment. Studying
your behavior, eating habits and digestive enzymes may indicate important targets in your
control. Control of A. diaperinus is considered difficult, its natural enemies are little known,
and the use of chemical insecticides is the main method of control. Insect digestive proteases
catalyze the production of peptides and amino acids from a protein diet and they are found in
the midgut region of insects. Proteolytic activities in the digestive tract of A. diperinus larvae
and adults were determined using azocasein and specific substrates after feeding on different
diets. The crude extract of the digestive tract of A. diaperinus larvae showed activity on
azocasein and Abz-Phe-Arg-MCA. It was inhibited by more than 50% by E-64 and activated
by 2.0 mM DTT at acid pH. Nine bands were detected with proteolytic activity and molecular
mass in the range 10 kDa - 100 kDa through zymogram, using 0.1% gelatin as substrate.
Different classes of proteases were identified in the presence of classical protease inhibitors
such as E-64, iodoacetamide and iodoacetic acid, PMSF, SBTI, aprotinin and TLCK. A
higher level of proteolytic activity was observed at pHs between 5 and 6. Although
combinations of serine and cysteine proteases have been observed, acid proteases showed
higher levels of proteolytic activity. Calcium ion increased the protease activity at
concentrations greater than 2.0 mM. Two-dimensional nano-HPLC and ESI-MS / MS
analyzes resulted in the identification of proteases such as tripine, cathepsins,
metalloproteases, aminopeptidases, peptidases and dipeptidases. High inhibitory potential of
different series of imidazolone on cysteine protease was observed, what can be used as control

tools of A. diaperinus.

KEY WORDS: (Insect, Diets, Proteases, Alphitobius diaperinus).
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1. INTRODUCAO.

Estima-se que os insetos representam em torno de 62% de todas as espécies vivas na
terra (WIENS et al., 2015). Insetos pragas em sistemas agricolas sdo uma das principais
causas de danos a producdo agricola e armazenamento em todo o mundo (DANGLES et al.,
2009). Com o aumento da globalizagdo e conexao através do comércio mundial, espera-se que
a ameaca de espécies invasoras cheguem aos paises em que estavam ausentes anteriormente
aumente (PAINE, 2016). Uma das hipdteses que deve ser considerada a este aumento
populacional destes insetos pragas ¢ o desenvolvimento de mecanismos fisiologicos ligados a
processos adaptativos e comportamentais, que desenvolveram durante sua evolugdo
(SCHOWALTER et al., 2016). Insetos pragas em sistemas agricolas sdo uma das principais
causas de danos a producdo e armazenamento de culturas (THOMAS, 1999). Nos paises
tropicais, acredita-se que essas pragas causem perdas proximas de 60 a 70%, principalmente
em produtos armazenados (NWILENE ef al., 2008). Para o Brasil as perdas de grios
atingiram um indice de 10%, ou seja, cerca de 9,8 milhdes de toneladas na safra 2016/2017
(MAPA, 2018). A agricultura ha muito enfrenta um desafio consideravel ao gerenciar varias
espécies de pragas em uma unica colheita. Resultando no desenvolvimento de pesquisas com
varias pragas, programas e estratégias especificas de manejo integrado de pragas
(WILLOCQUET et al., 2008).

O desenvolvimento de agro-ecossistemas voltados ao setor produtivo, do qual a
presenca de agua, alimento e temperaturas favoraveis podem ser avaliadas como fatores
primordiais e responsaveis pelo aumento dessas populagdes (VERHOEF, 1977). Programas
de monitoramento vém sendo desenvolvidos para coletar informagdes sobre o comportamento
na dindmica populacional desses insetos pragas, na detec¢do precoce de infestagdes e
consequentemente iniciar medidas preventivas de controle. Em geral os insetos de
importancia estruturais, urbana e agricola sdo responsaveis por danos econdmicos,
contaminacdes, desagregando valor final do produto (LEE et al., 2012). Varias praticas
agricolas utilizadas no controle desses insetos pragas passam por transformagdes, pois
existem necessidades de desenvolver novas tecnologias, ambientalmente mais aceitaveis.
Como parte disso ha uma diminuicdo no uso de produtos quimicos ou petroquimicos para tais
medidas, em contra partida, um crescente aumento no desenvolvimento de bioprodutos,
bioprocessos, e assim estabelecer uma agricultura renovavel e sustentdvel (MONICA et. al
2016).

A classe Insecta possue a capacidade de adaptarem-se nos mais diversos tipos de

ambientes ¢ estabelecer habitos alimentares bem diversificados (WIELKOPOLAN et al.,
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2016). Essa diversificagdo se reflete na habilidade de expressar diferentes enzimas digestivas
como: lipases, carboidrases, amilases, celulases, pectinases, xilanases e proteases (TERRA e
FERREIRA, 1994). Consequentemente estudos relacionados na identificagdo e caracterizacdo
das diferentes classes de proteases digestivas em um mesmo inseto, foram atribuidos a
compartimentalizagdo do intestino médio, que proporciona aos insetos utilizarem mais
eficientemente as proteases para a digestdo das proteinas, em que a variagdo do nivel de pH,
caracteriza a presenga de diferentes regides, em que diferentes proteases atuam em pH 6timo
de atividade enzimatica, em um Unico tubo digestivo (THIE e HOUSEMAN, 1990).
Mudancas morfologicas e adaptacdes fisiologicas do sistema digestivo possibilitaram a
presenca de diferentes mecanismos de catalise por proteases (HERNANDEZ et al., 2003). A
digestdo das proteinas por proteases intestinais de insetos foi demostrada em estudos
anteriores e claramente descrita em diversas espécies de insetos, tais como: Helicoverpa
armigera (KUWAR et al, 2015); Trogoderma granarium (BORZOUI et al., 2015);
Dysdercus  peruvianus (PIMENTEL et al., 2017), Rhynchophorus ferrugineus,
(HERNANDEZ et al., 2003). Em diferentes espécies de coledpteras foram encontrados uma
grande diversidade de proteases digestivas, que estdo subdivididas em endopeptidases e
exopeptidases e sdo responsaveis pela quebra de proteinas derivadas das dietas, que sao
utilizadas pelos insetos como importante fonte de aminodcidos (THIE E HOUSEMAN,
1990).

Os inibidores de proteases vegetais inibem as proteases do intestino médio em insetos
(BRIOSCHI et al., 2007) influenciando no aumento da secrecdo de proteases digestivas das
células do intestino médio, para suprir a disponibilidade dietética insuficiente de aminoacidos
necessario para sintese enzimatica (WEIDLICH et al., 2012). Em Oulema melanopus,
(Coleoptera: Chrysomelidae), foram detectados até quatro mecanismos distintos de diferentes
tipos de proteases. Tais respostas sdo devidas a familias de genes que codificam proteases que
diferem em sua sensibilidade aos inibidores de proteases (WIELKOPOLAN et al., 2015).
Considerando o crescente estudo para caracterizacdo do sistema digestivo de insetos, 0s
inibidores de proteases sdo utilizados como uma importante ferramenta no processo de
identificacdo das proteases digestivas presente no intestino médio dos insetos. A
especificidade e a seletividade da inibicdo ¢ uma caracteristica importante nos estudos das
interacdes entre enzima-inibidor, ocorre através da utilizagdo de sitios de reconhecimento do
substrato pela enzima, sendo determinada pela dindmica das interagcdes envolvidas e pela
estrutura nativa do inibidor e da enzima (LAWRENCE et al., 2002). Os inibidores de

proteases sdo classificados em diferentes familias, baseado na similaridade de suas sequéncias
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de aminoacidos, sendo especificos quanto os tipos de proteases que inibem, podendo ser
inibidores de serino, cisteino, aspartato ou metalo-proteases (HABIB et al., 2007). Neste
trabalho sera dada énfase nas proteases digestivas do homogeneizado do trato digestivo das

larvas e adultos de Alphitobius diaperinus.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.
2.1. Pragas primarias e secundarias.

O conhecimento dos habitos alimentares das diferentes pragas constitui como uma
importante ferramenta para definir o manejo mais adequado a ser praticado durante o periodo
de armazenamento de produtos alimenticios como grdos e sementes (LAMONICA e IDE,
2002). Essas observagdes nos permitem levarmos em consideragdo a subdivisdo dessas pragas
em duas classes distintas (LORINI et al., 2010).

Pragas primarias: Possuem habito de alimentar-se de sementes e grios sadios e sdo
classificadas de acordo com a parte que atacam nas sementes € nos graos, sendo nomeados
como pragas primdrias internas ou externas. As pragas primdrias internas perfuram as
sementes ou os graos, onde passam maior parte do seu desenvolvimento, alimentando-se de
todo o tecido de reserva, como exemplo deste grupo pode destacar Lasioderma. serricone
(Coleodptera: Bostrychidae). Essas infestagdes possibilitam o aparecimento de outros agentes
de deterioragdo (LORINI, 2008). As pragas primarias externas destroem a parte exterior do
grao ou semente posteriormente, alimentam se da parte interna. Entretanto esses insetos nao
passam todo seu ciclo de desenvolvimento no interior dos mesmos (LORINI, 2008). Podemos
destacar como exemplo de praga primdrias Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae)
(LORINE, 2008).

Pragas secunddrias: S3o aquelas que ndo conseguem alimentar-se de sementes e graos
sadios. Essas pragas sdo oportunistas, ocorrem quando as sementes ou os graos estdo
trincados, quebrados ou mesmo danificados por pragas primdrias. O proprio processo de
beneficiamento, transporte e recebimento desses graos e sementes, sdo alguns dos fatores
determinantes para o aparecimento desses graos e sementes defeituosos, como exemplo de
pragas secundarias, podemos destacar o Tribolium castaneum (Coleodptera: Tenebrionidae)

(LORINI, 2008).
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2.2. Sistema de producio de aves.

Devido a uma grande demanda no volume de producdo, exigidas pelo setor
agroindustrial, a pratica de produ¢do de frango de corte, submetem estes animais a condi¢des
extremas de criagdo, aumentando os riscos de problemas sanitarios, que inclusive podem
comprometer essa atividade (AMARAL et al., 2014). Esse confinamento favorece o
desenvolvimento de pragas oportunistas, algumas espécies de roedores, moscas e outros
artropodes que se adaptaram a este ambiente com oferta continuam de abrigo, agua e
alimentos. Neste ambiente modificado, destacam-se os dipteros muscoides, conhecido como
moscas. Estes insetos quando adultos sdo vetores de inimeros patogenos (MCKAY et al.,
2007). O inseto Alphitobius diaperinus, conhecido como cascudinho é considerado uma das
principais pragas que afetam a avicultura moderna, (OURO FINO, 2013). Este inseto ¢
responsavel por grandes prejuizos na avicultura, participando na transmissdo de diversas
doengas, contribuindo para a desuniformidade do lote ¢ piora da conversdo alimentar, assim

como, contribui para o desperdicio de ragdo e danos as instalacdes (BAYER, 2010).

2.3. Alphitobius diaperinus.

A familia Tenebrionidae compreende cerca de 1.700 géneros e 18.000 espécies
(BOOTH et al., 1990), destas, aproximadamente 100 t€m sido registradas em associagdo com
produtos armazenados e diversas espécies sdo reconhecidas como importantes pragas
secundarias (PREISS et al., 1970). O género Alphitobius, ¢ composto pelas espécies
Alphitobius diaperinus; Alphitobius piceus; Alphitobius punctatus e Alphitobius ulomoides.
(DOYEN et al., 1989).

O A. diaperinus ¢ um inseto da ordem Coledptera (familia Tenébrionidae),
denominado vulgarmente de cascudinho da cama das aves, sdo causadores de problemas
sanitarios, comumente infestando sistemas de producdo de aves, quando associados a esses
agroecoessistemas, alimentam—se de aves moribundas, das carcagas, fezes e racdo das aves
(LESCHEN et al., 1988). Em funcdo disso torna-se um transmissor de diversos patogenos,
destacando-se bactérias, protozodrios e virus que causam imunossupressdo das aves,
(CHERNAKI E ALMEIDA, 2001). No campo, o adulto de A. diaperinus vive
aproximadamente um ano, podendo viver mais de dois anos em condi¢des experimentais
(FALOMO, 1986). O ciclo de vida do A. diaperinus, dura entre 40 a 100 dias. Em

temperatura em torno de 27°C e 80% UR de umidade relativa (figura 1).
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Ovos

Adultos

Ciclo de vida do
A. diaperinus

Larvas

Pulpa

Figura 1. Ciclo de vida do Alphitobius diaperinus. (DUNFORD ¢ KAUFMAN, 2011). O
ciclo de vida do 4. diaperinus. Fase de ovos: Eclodem entre 4 a 7 dias, com aproximadamente
1,5 mm de comprimento; Fase de larvas: 35 a 65 dias (seis a onze instar) com 7 mm - 11 mm
de comprimento no ultimo instar; Fase de pulpa: 5 a 8 dias, com 6 mm - 8 mm de

comprimento; Fase Adulta: 40 a 100 dias, 5,8 mm - 6,3 mm de comprimento.
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As fémeas produzem ovos durante a maior parte da vida, com aproximadamente cinco
dias de intervalo e chegam a por 2000 ovos. Os ovos eclodem entre quatro a sete dias € o
desenvolvimento completo de larva ao estagio adulto ¢ dividido em aproximadamente seis a
onze “instar,” que pode durar entre 35 e 65 dias, (DUNFORD e KAUFMAN, 2011). A fase de
pupa ¢ de aproximadamente cinco dias, emergindo adultos, iniciando o processo reprodutivo
apos 20 dias a emergéncia (SCHAFER, 2005).

Devido a grande capacidade reprodutiva, o A. diaperinus, ¢ considerado um dos
principais obstaculos associados a criagdes comerciais de aves, causando prejuizos e grandes
problemas sanitarios. Larvas e adultos de A. diaperinus lesionam a pele e tecidos da ave
ocasionando stress, hemorragia, anemia, infeccdes secundarias e morte. As aves acabam por
ingerir os insetos em lugar da ragdo balanceada, prejudicando o seu desenvolvimento
(GAZONI et al.,2012). Estudos sobre enzimas de insetos, em particular aquelas que
participam na digestdo dos alimentos, sdo de importancia 6bvia para a compreensao das suas
necessidades nutricionais e dos processos metabolicos.

Diante da necessidade de se minimizar os problemas causados pelo inseto, medidas de
controle sdo necessarias, sendo o uso de inseticidas quimicos a mais utilizada. No entanto,
piretrdides e organofosforados, que sdo os inseticidas mais utilizados para este fim, possuem
alta toxidade para carmne das aves invibializando a sua comercializagdo, ndo sendo
recomendado para consumo humano. Além de ndo ser eficiente, o uso de inseticidas tem
levado ao surgimento de populacdes resistentes, e ocasionando contamina¢do do ambiente
(CHERNAKI et al., 2011).

As enzimas digestivas em insetos geralmente estdo relacionadas a dieta e a partir da
natureza da alimentagdo predita pelo intestino médio, constituindo fatores essenciais para
ocorréncias de diferentes enzimas digestivas, tanto em aspectos qualitativo como no
quantitativo, formando um unico grupo de inseto no reino animal, dentro dessas
caracteristicas, o A. diaperinus possui habitos alimentares bem diversificados, demostrando
uma combinagdo de insetos fitéfagos e onivoros, onde presenca ou auséncia de uma enzima
determina o consumo de certos alimentos (MATHUR, 1969).

Neste sentido, pesquisas em biotecnologia tém procurado cada vez mais um controle
bioquimico com a finalidade de diminuir ou evitar a exposi¢cdo da populagdo a esses agentes
prejudiciais a saude. Um exemplo alternativo no controle de pragas como agente pesticida € o
uso de inibidores protéicos, pois as proteases intestinais de insetos representam um
interessante alvo, ja que a presenga dessas enzimas digestivas ¢ indispensavel aos processos

de digestdo e absor¢do de nutrientes (FRANCO et al., 1999).
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Em se tratando de uma importante praga da industria alimenticia, estudos relacionados
ao controle do A. diaperinus tém aumentado nos tltimos anos, os adultos em condi¢des gerais
sdo comedores, enquanto as larvas sdo adaptadas para alimentar-se em ragdo a base de
linhaga, algoddo, produtos oleaginosas, tabaco (DUNFORD e KAUFMAN, 2011). Por causa
da sua importancia econdmica estudos sobre comportamento, sobrevivéncia e metabolismo
tém sido realizados na tentativa de se descobrir formas de controle desta espécie
(CHERNAKI e ALMEIDA, 2001). Em estudo de avaliagdo do efeito da temperatura foi
constatado que houve desenvolvimento do A. diaperinus em todas as temperaturas estudadas
(22°C, 25°C, 28°C e 31°C), sendo que a 22°C houve desenvolvimento lento e menor
sobrevivéncia. A temperatura de 31°C mostrou-se a mais favoravel para o desenvolvimento
com alta sobrevivéncia (SILVA et al., 2001), observou-se que as larvas necessitam de
elevados teores de umidade (maiores que 80%) para seu desenvolvimento, porém umidades
relativa maior que 80% favorecendo o aparecimento de fungos nas camas aviarias o que
aparentemente, ndo alterara o ciclo do coledptero. Além disso, existe registro de correlagdo
positiva entre a presenca do fungo Aspergillus ¢ bom desenvolvimento do A4. diaperinus
(WILSON et al., 1968).

Outras caracteristicas do 4. diaperinus é apresentar-se como disseminador das bactérias
Salmonella Thyphimurium, Salmonella sp, Escherichia coli, Bacillus sp, Streptococcus sp,
dos protozoarios Eimeria sp, Gregarina alphitobii, Histomonas meliagridis, dos virus
Gumboro, Leucose e Reovirus, dos Helmintos Choetaenia infundibulum, Raillietina
cesticillus, Hymenolepis carioca, H. cantiana, Heterakis gallinae e dos fungos Fusarium sp,
Aspergillus sp, Candida sp (SNEDEKER et al., 1967). Além disso, o A. diaperinus prejudica
a conversao alimentar, no ganho de peso, pois as aves desenvolvem o habito de se alimentar

das larvas do inseto no lugar da racdo balanceada (GOODWIN et al., 1996).

2.4, Impacto econdomico e medidas de controle do Alphitobius diaperinus na producéo de
aves.

No setor avicola, as pragas aumentam o custo de producdo e ¢ um dos principais fatores
na propaga¢ao de doencas avidrias. A biologia, comportamento, controle de ectoparasitas e
pragas sdo descritos em relacdo a habitacdo e diferentes praticas de producdo para os
criadores de frangos (AXTELL et al, 1999). Como descrito no item anterior, o inseto A.
diaperinus € o responsavel pela transmissdo de inimeros agentes patoldgicos, causadores de

enfermidades, podendo comprometer a producdo de todo um rebanho avicola (CHERNAKY e
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LEFFER et al, 2002). Isso traz enormes impactos econdmicos para a avicultura, para a
manutengdo do negodcio, em fungdo das perdas por mortalidade, redugdo dos resultados de
desempenho, aviarios vazios durante quarentena, comprometimento da evolucdo da atividade,
imposic¢do de barreiras sanitarias e reducdo de vendas de produtos (BONATTI et al., 2008).

Além de responsavel pela proliferacdo de doengas, o 4. diaperinus, pode provocar danos
nas instalacdes avicolas ao destruirem a protecdo de poliuretano usada para isolamento
térmico dos galpdes, o que implica na reducdo da eficiéncia da estrutura, necessitando de
troca a cada dois ou trés anos (DESPINS et al., 1987). Os danos supracitados sdo ocasionados
pela acdo das larvas que escavam tineis no material isolante para empuparem (DESPINS et
al., 1987) (figura 2). O contato direto das aves com o A. diaperinus propicia a mudangas
comportamentais em sua alimentagdo, substituindo a ragdo balanceada, pelas larvas e os
adultos em movimento presentes no ambiente, levando a uma perda significativa no peso
médio corporal das aves (DESPINS e AXTELL, 1995).

Diante deste ambiente favoravel na proliferacdo do A. diaperinus, medidas de controle se
tornam necessarias para amenizar as perdas e os prejuizos ocasionados pelo inseto praga.
Devido sua distribuicdo populacional apresentar alta heterogeneidade, em uma granja
agricola, o controle do 4. diaperinus se torna um verdadeiro desafio (JAPP et al., 2010). O
ambiente de produgdo avicola habitado pelo 4. diaperinus dificulta a utilizagdo de inseticidas
quimicos em seu controle, pois esses insetos possuem o habito de se inserir no interior da
cama aviaria, entre as cortinas de protecdo e nas frestas dos galpdes, obtendo resultados
poucos expressivos na aplicagdo do produto (ARENDS, 1987).

A utilizacdo de diferentes praticas de manejo, associado a aplicagdo de produtos quimicos
sintéticos como Piretroides e organofosforados, sdo os métodos de controles comumente
utilizados (CHERNAKI et al., 2002). Piretroide como cipermetrina sdo lipossoluveis,
penetram facilmente nos insetos (BOOTH et al., 1988); Organofosforados diclorvés, atuam
como inibidor de acetilcolinesterase resultando no acumulo de acetilcolina, promovendo
hiperexcitabilidade e hiperatividade do inseto, seguidas de incoordengdo muscular,
convulsdes ¢ morte (STEELMAN, 2008). Porém um dos principais entraves sdo os altos
niveis de contaminacdo gerados por esses inseticidas quimicos, tratando-se de um produto de
origem animal utilizado na alimenta¢cdo humana, problemas como o acumulo de residuos no
ambiente de producdo, no desenvolvimento de populagdes resistentes, riscos de contaminagdo

tanto do produtor como das aves (KAUFMAN et al., 2008).

23



Figura 2: Cascudinhos sobre muretas e pilares. (Fotos: Renato Teixeira ¢ Andrea

Panzardi) (http://www.ourofinosaudeanimal.com/blog/cascudinho-x-salmonelose/).
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2.5. Organizacao do sistema digestivo nos insetos.

Muitos insetos herbivoros possuem um intestino posterior tubular, e a presenga de
varios compartimentos dilatados ou camara de fermentacdo, que abrigam uma densa
microbiota, que auxiliam na digestdo, prolongando o tempo de permanéncia dos alimentos e
sua degradagdo por simbiontes microbianos (BRUNE et al., 2015).

Morfologicamente, o tubo digestorio dos insetos ¢ subdivido em trés partes distintas
anterior, médio e posterior (figura 3). O intestino anterior inicia se na cavidade bucal, faringe,
esofago e no papo (CHAPMAN, 1985). O intestino anterior € revestido por uma cuticula e em
alguns insetos ele € reduzido a um tubo reto. As glandulas salivares podem ser localizadas na
cabega e no torax, sdo responsaveis por auxiliar na digestdo, pela producdo de enzimas
adicionadas aos alimentos através da saliva, além disso, a saliva ¢ responsavel pelo
umedecimento do substrato, limpar as pegas bucais, ou no caso de insetos hematofagos
produzirem substancias anticoagulantes (PEREIRA et al., 1996). O papo em muitos insetos ¢
um compartimento que tem a fun¢do de armazenamento e serve também como local para
outros tipos de digestio (CROWSON, 1981). O proventriculo em alguns insetos é um 6rgéo
triturador e em algumas espécies possuem uma valvula controladora que permite a passagem
de alimento para o intestino médio, principal regido de digestdo e absor¢do de nutrientes
(CHAPMAN, 1985).

O intestino médio consiste em uma forma de tubo simples, a partir do qual a presenca
de cecos gastricos, geralmente ramificados a partir da extremidade anterior do intestino
médio, sendo revestido por uma membrana peritrofica. A membrana peritroéfica ¢ composta
por quitina e proteinas, tem origem nas células do anel imaginal situado logo apds a valvula
cardiaca, seguindo pelo mesentério na regido do piloro, com seus tubos de malpighi e logo
depois do ileo e o reto, abrindo este para o exterior através do anus (BARTH et al., 1954),
evitando que as células epiteliais entre em contato direto com o alimento, envolvendo todo
alimento ingerido, pelo qual separa o bolo alimentar em dois compartimentos distintos, o
espaco endoperitrofico e o espago ectoperitrofico (figura 3).

O epitélio do intestino médio é composto por células colunares ¢ sdo encontradas em
grandes quantidades, e uma das principais virtudes destas células colunares ¢ assumir varias
formas, estdo envolvidas na absor¢do e na excregdo de agua, secrecdo de enzimas digestivas
(RIBEIRO et al., 1990). O intestino posterior inclui o ileo e o reto, que estdo envolvidos na
absorcdo de ions e agua. O intestino posterior e revestido por uma cuticula, sendo reduzido a

um tubo reto, entretanto em alguns insetos o intestino posterior possui seu interior modificado
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Figura 3. Diagrama esquematico da estrutura do sistema digestivo de um tipo de
inseto (LINAN, 1998).
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como uma camara de fermentacdo, essas estruturas sdo responsaveis por abrigar
microrganismos que podem auxiliar na digestdo, como por exemplo, a digestdo da celulose

(TERRA e FERREIRA, 1994).

2.6. Organizacio do sistema digestivo em Coledptera.

O intestino médio da ordem Coleodptera apresenta certas variacdes que dependem do
grupo taxondmico e dos seus habitos alimentares. Em termos gerais, mantém o mesmo padrao
morfologico caracteristicos de outros insetos, com trés regioes distintas estomodeu, meséntero
e proctodeu (CROWSON, 1981). Em coledpteros o processo digestivo parece ocorrer no
espaco endoperitrofico das larvas de Attagenus megatoma (Coledptera; Dermestidae),
(BAKER, 1981) e de Tenébrio molitor (Coledptera: Tenebrionidae), (TERRA et al., 1985), e
a fase final da digestdo de proteinas ocorre na superficie de células do intestino médio, sob a
acdo de aminopeptidases microvilar (FERREIRA et al., 1990). Em algumas espécies de
coleopteras o papo geralmente ¢ ausente ou se apresenta pouco desenvolvido (CROWSON,
1981). Segundo BAKER, (1984) as larvas de Cylas formicarius (Coleoptera: Brentidae), nao
possuem papo ¢ a digestdo dos oligossacarideos e oligopeptideos ocorrem principalmente em
células da superficie do intestino médio. Estudos realizados em larvas de Pyrearinus
termitilluminans (Coledptera: Elateridae), o processo inicial da digestdo ocorre fora das
larvas, por enzimas presentes em fluidos que sdo regurgitados sobre o alimento. Na parte
anterior do intestino médio das larvas de 7. molitor o pH varia entre 5.2 - 5.6 na parte
posterior do intestino médio variam entre 7.8 - 8.2. Estudos identificaram a atividade de
cisteino proteases na parte anterior do intestino médio, com o meio levemente acido, devido a
o baixo potencial redox a atividade das tripsinas foram determinadas na parte posterior do
intestino médio, predominantemente alcalino, similarmente ao que ocorre com a
quimotripsina, também foram identificadas na parte posterior do intestino médio, pois essas
serino proteases apresentam maior eficiéncia em pH mais alcalinos (VINOKUROV et al,
2006a) sugerindo um padrdo universal no processo da digestdo em Coledpteras. Em adultos
de T. molitor as enzimas estdo distribuidas nas regides do intestino médio e sdo semelhante ao

de suas larvas (TERRA et al., 1985)

2.7. Digestiao em insetos.
Uma das principais caracteristicas da Classe Insecta ¢ a capacidade de adaptarem-se

aos mais diversos tipos de ambientes ¢ possuir habito alimentar bem diversificado. Para o
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desenvolvimento de meios de controle biolégico deve-se ter conhecimento a cerca dos
sistemas e processos digestivos de insetos (SILVA et al., 2012). Por causa disso os estudos
relacionados a digestdo de insetos desenvolveram-se muito nas ultimas décadas. Os
mecanismos digestivos de insetos t€ém mostrado uma ampla variedade informag¢des, uma vez
que esta classe apresenta uma multiplicidade de habitats alimentares altamente adaptadas
desde espécies fitofagas até as espécies hematofagas (SILVA et al., 2012).

Polimeros como amido, celulose, hemicelulose e proteinas, fazem parte dos principais
constituintes dos alimentos utilizados pelos insetos que requer digestdo. Em consequéncia
dessa diversidade de alimentos, esses animais desenvolveram a habilidade de expressar
diferentes enzimas digestivas (WIGGLESWORTH, 1972). Grande parte das dietas desses
insetos, também ¢ utilizada como importante fonte de alimento para humanos, exemplo disso
sdo as sementes de leguminosas ricas em proteinas, carboidratos e lipideos, que deste modo
sofrem predacdo. Por possuirem essas habilidades alguns podem ser classificados como
pragas em culturas agricolas, em estocagem de alimentos e graos (TERRA et al., 1996). A
degradacgdo desses alimentos ingeridos pelos insetos ocorre em trés etapas distintas, pelo qual
todo processo digestivo ocorrem em diferentes compartimentos do intestino médio,
responsaveis por executa uma unica funcdo fisioldgica e age como integrante metabdlico,
digestivo e unidade imunologica, tais caracteristicas sdo responsaveis pela expressdo de
algumas enzimas digestivas em regido especifica no intestino (BUCHON et al., 2015).

A primeira fase ocorre no compartimento anterior do intestino médio, em que as enzimas
estdo envolvidas na digestdo de macromoléculas, tais como amido, lipidios, e grandes
proteinas; a por¢do intermediaria do intestino médio € responsavel pela segunda fase da
digestdo, exibe um ambiente mais acido, necessario no processamento de algumas moléculas
mais simples, como agucares, aminoacido e acidos graxos, o pH baixo também auxilia na
reducdo dos ions metalicos, que sdo posteriormente absorvidos na regido proximal do
intestino médio posterior e finalmente o intestino médio posterior que ¢ responsavel pela
absorcdo maxima de nutrientes, que sdo utilizados imediatamente ou destinados ao
armazenamento, (BUCHON et al., 2015).

O pH do conteudo intestinal ¢ uma das principais propriedades que comprometem
diretamente o desempenho dessas enzimas e na digestdo, inimeros estudos tém relatado que
dentre as diferentes regides do intestino médio dos insetos, apresentam diferentes valores de

pH (TERRA et al., 1994).
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2.8. Enzimas proteoliticas e proteases em insetos.

As hidrolases peptidicas sdo enzimas que catalisam a quebra de ligagoes peptidicas de
proteinas, sendo conhecidas como proteases. Em comum com outras hidrolases em reacdes
proteoliticas, também ha o envolvimento de moléculas de 4gua na formagdo de produtos
(WHITAKER, 1994). Proteases regulam o destino, localizacdo e atividade de varias
proteinas, modulam as interagcdes proteina-proteina, produzem novas moléculas bioativas,
contribuem para o processamento da informagdo celular, geram, traduzem e amplificam os
sinais moleculares. Por causa dessa diversidade de fungdes, as proteases estdo implicadas,
além dos processos digestivos, nos mecanismos de replicagdo e transcrigdo, proliferacdo
celular, morfogénese e remodelagdo tecidual, eventos de “heat shock™, angiogenese,
neurogenese, ovulacdo, fertilizacdo, hemostasia, reparo celular, coagulacdo sanguinea,
inflamagao e apoptose (OTIN ¢ BOND, 2008).

As proteases sdo inicialmente divididas em endopeptidases e exopeptidases, que se
diferenciam em fungdo da regido onde atuam entre as ligagdes peptidicas (HOOPER, 1990).
As endopeptidases sdo enzimas que iniciam o processo de digestdo das proteinas, quebrando
as ligagdes internas ao longo da cadeia peptidica; as exopeptidases catalisam a quebra das
ligacdes peptidicas, nas extremidades N ou C terminal das cadeias polipeptidicas e, assim
podem ser denominadas aminopeptidases ou carboxipeptidases (SIMONE et al, 2001). A
variabilidade de informagdo estrutural e mecanistico das proteases levam as diferentes
possibilidades de classificacdo. Com base nos mecanismos de catalise, proteases podem ser
classificadas em seis classes distintas, proteases asparticas, glutdmicas, metaloproteases,
cisteino proteases, serino proteases e treonina proteases (NEURATH, 1984). As trés primeiras
classes utilizam a agua ativada como nucleofilo para atacar a ligagdo peptidica do substrato,
enquanto nas outras classes o nucle6filo ¢ o residuo de aminoacido cisteina (Cys), serina (Ser)
ou treonina (Thr) localizada no sitio ativo das enzimas pertencentes as classes cujos nomes
sdo derivados desses aminoacidos (OTIN e BOND, 2008).

Atualmente as enzimas proteoliticas estdo distribuidas em diferentes familias
(www.merops.sanger.ac.uk). Estas familias estdo subdivididas em clas, representados por

letras, AA, AC, AD, SC, SB (RAWLINGS et al., 2010) de acordo a sua origem evolutiva,

estrutura terciaria, ou ainda pela presenca de sequéncias conservadas proximas ao sitio
catalitico.

Insetos herbivoros apresentam uma grande diversidade de proteases digestivas, em que
insetos pertencentes as ordens Lepidoptera e Diptera, geralmente utilizam serino proteases na

digestdo das proteinas, enquanto os da ordem coledptera utilizam cisteino proteases
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(MURDOCK et al., 1987). No entanto ¢ importante ressaltar que cada espécie tem seu
proprio conjunto de enzimas, que estas enzimas sao dependentes do pH do intestino médio de
cada espécie e oferecem condigdes ideais para atividade proteolitica (WIELKOPOLAN et al.,
2016). Algumas espécies pertencentes a familia Curculionidae, como por exemplo, Sitophilus
oryzae e Hypera postica (OPPERT et al., 2000), e membros da familia Tenebrionidea como:
Tenebrio molitor, Tenebrio. castaneum ¢ Tenebrio confusum (CRISTOFOLETTI et al.,
2005), utilizam proteases do tipo serino e cisteino no processo de digestdo das proteinas, o
mesmo ocorre em Chrysomelidae, Leptinotarsa decemlineata, em que também utilizam
cisteino proteases e proteases asparticas para digestdo das proteinas (GRUDEN ez al., 1998).
Larvas de lepidoptera necessitam de um complexo de enzimas proteoliticas, inculindo
tripsina, quimotripsina, elastase, protease tipo catepsina B, aminopeptidases e
carboxipeptidases para digestdo das proteinas, entretanto as serino proteases encontram-se

predominante no intestino de lepidoptera (TABATABAEI et al., 2011).

2.8.1. Proteases Asparticas.

As proteases asparticas estdo amplamente distribuidas entre vertebrados, plantas,
leveduras, nematoides, parasitas, fungos e virus (DAVIES, 1990). A protease aspartica
encontra-se agrupadas em 16 diferentes familias, com base na homologia das sequéncias de
aminoacidos, que por sua vez estdo distribuidas em cinco diferentes clas (RAWLINGS et al.,
2010). As principais diferencas entre os membros destas familias de proteases estdo relatadas
com propriedades cataliticas especificas e com sua localizagdo celular, o que resulta diferentes
funcdes biologicas (TIMOTIJEVIC et al., 2010). As proteases asparticas partilham de varias
caracteristicas em comum incluindo uma estrutura tridimensional conservada, constituida por
dois l6bulos separados por uma fenda catalitica, além da presenca de pontes de dissulfetos em
sua estrutura (SZECSI, 1992). Amplamente distribuida na natureza, as proteases asparticas
sd0 responsaveis por processos biologicos de grande importancia e estdo envolvidas em uma
variedade de fungdes, incluindo processos digestivos, como a pepsina e quimosina,
processamento de pro-proteina como a catepsina e carboxipeptidase A e a renina responsavel
pelo controle da pressdo sanguinea (COOPER, 2002). Elas sdo caracterizadas por dois
residuos de acido asparticos no sitio ativo ¢ desempenham atividade maxima em pH acidos,
nas faixas de pH 3,5 ¢ 5,0 (DAVIES, 1990).

Segundo GREENBERG ¢ PARETSKY (1955), em homogeneizado do corpo inteiro
de Musca domestica (Diptera: Muscidae), foi possivel identificar pela primeira vez a atividade

proteolitica de proteases asparticas, com atividade maxima em pH acido entre 2,5 e 3,0. Esses
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resultados foram confirmados por LABREMONT e colaboradores (1959), que comprovaram
a presencga de uma protease acida restrita ao intestino médio da mosca e que exibe baixo pH.
Essas proteases sdo inibidas pela pepstatina, inibidor caracteristico na identificagdo desta
classe de enzima (DAVIES, 1990). Proteases asparticas foram encontradas nas seguintes
familias de Coledptera: Meloidae, Chysomelidae, Coccinelidae (WOLFSON e MURDOCK,
1990), mas ndo em Tenebrionidae (TERRA e CRISTOFOLETTI, 1994). A maioria das
proteases asparticas mostra atividade maxima em pH entre 3 e 4, e tem ponto isoelétrico na
faixa de pH 3,0 e 4,5. Suas massas moleculares estio na faixa de 30 kDa e 45 kDa
(BLUNDELL et al., 2019). Assim, ¢ possivel que as proteases asparticas ocorram em
conjunto com as cisteino proteases em Coledptera, como ocorre em Hypera postica
(Coleodptera: Curculionidae) (WILHITE et al., 2000). Em Bruchidae a cisteino proteases sdo
utilizadas exclusivamente no processo digestivo das proteinas, no entanto em algumas

espécies sdo caracterizadas a presenca de proteases asparticas (SILVA et al., 2001).

2.8.2. Metaloproteases.

As metaloproteases estdo presentes em todos os reinos, compostas por 15 clas,
divididas em 72 familias. Estas proteases necessitam de ions de metais no processo catalitico
e sdo inibidas por agentes quelantes como EDTA (MOCHIZUKI, 1998). Essas proteases sdo
responsaveis por diferentes fungdes incluindo processamento de pequenos peptideos,
regulacdo do ciclo celular, trafico de proteinas e transducdo de sinais (PEER, 2011). As
aminopeptidase N, sdo exopeptidases e isoformas de metaloproteases amplamente presentes
no intestino médio de insetos, que clivam aminoacidos neutros de peptideos da por¢cdo N-
terminal (TERRA e FERREIRA, 2012). Estas metaloproteases pertencem a familia M1, que
incluem enzimas do tipo aminopeptidase A (NANUS et al., 1993), aminopeptidase B
(CADEL et al., 1997). Independentemente do pH do limen do intestino médio nas diferentes
espécies de insetos, o pH 6timo das aminopeptidases nos insetos s@o alcalinos, estdo em uma
faixa de 7,2 a 9,0 e massa molecular entre 90 a 130 kDa (COSTA et al., 2011; TERRA et al.,
2005). As aminopeptidases sao classificadas com base na sua dependéncia de ions metalicos
normalmente zinco (Zn>") ou magnésio (Mg2+), e sua especificidade para o substrato (COSTA
et al 2011). fons de calcio também se ligam as aminopeptidases N, elevando a atividade
proteolitica (HUA et al., 1998). As aminopeptidases A, também conhecida como
angiotensinase e glutamil aminopeptidase, ¢ ligada @ membrana e cliva residuos de acidos na
regido N-terminal, possui mais afinidade com &cido aspartico e acido glutdmico como

substrato (NOREN e al., 1986). As aminopeptidases estio ancoradas as membranas através
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de uma ligacdo covalente com glicosil-fosfatidilinositol e solubilizam-se bem em solucdo
detergente (HOOPER e TURNER, 1998). Em conjunto com as endopeptidases e
carboxipeptidases, as aminopeptidases desempenham um importante papel na fase terminal da
digestdo das proteinas (WANG et al., 2005).

Analise na sequéncia da Aminopeptidases N de Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae), foram altamentes homologos com a de Manduca sexta, e a presenca de ions de
zinco ligados a enzima, sdo supostamente de metaloproteases (KNIGHT et al., 1995). As
aminopeptidases N foram isoladas a partir do intestino médio de lepidopteras (LOMATE e
HIVRALE, 2010), Diptera (POOTANAKIT et al., 2003), Hemiptera (CRISTOFOLETTI et
al., 2006), Hymenoptera (DEL LAMA et al., 2001) e Coledptera (KAISER-ALEXNAT,
2009). Em hemipteras as aminopeptidases encontra se na por¢do soluvel e aprisionada no
espaco perimicrovilar como demostrado em Rhodinius prolixus (Hemiptera: Rhodnius)
(FERREIRA et al., 1988). Com base nestes critérios, aminopeptidases de Rhynchosciara
americana, Trichosia pubescens, Musca domestica, Anopheles stephensi, estao inseridas nas
membranas perimicrovilares do intestino médio através de um peptideo hidrofébico

(NASCIMENTO et al., 2003).

2.8.3. Serino proteases.

Com base na sequéncia de aminoacidos, a estrutura terciaria e a ordem dos residuos da
triade catalitica serina, histidina e acido aspartico, as serino proteases sdo compostas por 12
clas e dividida em 85 familias, entretanto a maiorias das serinos proteases identificadas sdo de
animais (BARRETT et al., 1994). Contudo, existem diferencas significativas, que determina a
distribuicao dessas proteases em diferentes clas. Um exemplo s@o as proteases pertencentes ao
cla das proteases asparticas, estdo significativamente representadas nos eucariotos, porém sao
raros em genoma de procariotos e de plantas (BARRETT et al., 1994). O nome origina-se da
presenga de um residuo de serina nucleofilica no sitio catalitico da enzima, que ataca o grupo
carbonila da ligacdo peptidica do substrato, formando intermediario acil-enzima. A
nucleofilicidade da serina catalitica ¢ caracteristicamente dependente da triade catalitica, da
presencga de residuos de acido aspartico, histidina, e serina (BLOW et al. 1969). Entretanto
muitas serino proteases empregam um mecanismo de diade, mais simples em que a lisina e
histidina encontram-se emparelhado com o catalizador (DI CERA, 2009). As serino proteases
sdo enzimas que podem ser encontradas e distribuidas por quase todos os organismos vivo,

desde mamiferos, insetos, virus entre outros (PAGE e DI CERA, 2008).

32



Cerca de um terco de todas as enzimas proteoliticas sdo serino proteases e estdo
subdivididas em duas superfamilias, que desenvolveram mecanismo catalitico semelhante. A
tripsina e a quimotripsina fazem parte da primeira superfamilia de serino proteases, que estao
presentes em animais, enquanto as subtilisinas estdo presentes na maioria das bactérias e de
fungos (HU e LEGER, 2004). As serino proteases sdo enzimas alostéricas, onde a atividade
pode ser modulada, afetando o equilibrio entre a forma inativa e a forma ativa dessas enzimas.
A alosteria estd frequentemente associada a transicdes conformacionais em larga escala em
proteinas multiméricas (PERUTZ, 1970). A ativacdo de muitas serino proteases tipo tripsina
necessita de um precursor de zimogénio, a posicdo de clivagem desse precursor da pro-
proteina, é semelhante em todos os membros dessa familia. (NEURATH et al., 1957).

As quimotripsinas sdo enzimas que apresentam dois dominios justapostos B-barril, em
que residuos cataliticos formam ligacdes entre esses dominios (BAZAN et al., 1990).
Sessenta e trés sequéncias génicas de quimotripsina ja foram descrita. Correspondendo a 22
espécies, todas as sequéncias contém um peptideo sinal, um peptideo de ativagdo, a triade
catalitica das serino proteases, trés pares de cisteinas, a por¢cdo N-terminal conservada e
serina, glicina ou tirosina na posi¢do 189 conferindo a especificidade (BOTOS et al., 2000).

A primeira tripsina de invertebrado reportada foi publicada em 1960, quando
secrecoes de enzima digestiva foram responsaveis pela hidrolise de nutrientes poliméricos de
alimentos utilizados por insetos (KEIL er al., 1968). O intestino médio das larvas de
lepidoptera possui um ambiente proteolitico com varias especificidades, entre outras serino
proteases tipo tripsina, quimotripsina, elastase, responsaveis pela degradacdo de proteinas
(SRINIVASAN et al., 2006). Sob a complexidade de multiplas proteases, existem insetos que
possuem diversas isoformas de proteases; por exemplo, o intestino de Helicoverpa armigera,
em que foram identificados vinte isoformas de serino proteases ativas (PATANKAR et al.,
2001). Serino proteases do tipo tripsina e quimotripsina sdo comumente encontrados no
intestino médio de lepidopteras e coledpteras (WIEMAN e NIELSEN, 1988). Em Attagenus
megatoma, (Coledptera: Dermestidae), conhecido como besouro do carpete, foram descritas

duas proteases do tipo tripsina e quatro do tipo quimotripsina (BAKER, 1981).

2.8.3.1. Tripsinas.

Proteases tipo tripsina sdo enzimas que pertencem a familia de proteases SI,
desempenham eficiéncia catalitica, seletividade de substrato e multiplos niveis de regulagao,
potencialmente como um importante suporte prontamente associado a outros modulos

auxiliares de proteina (PAGE et al., 2008). A maiorias das tripsinas tém massa molecular
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entre 20 a 35 kDa, um valor de ponto isoelétrico variando na faixa de 4,0 a 5,0 entretanto seu
pH 6timo sdo sempre alcalinos, entre 8,0 a 9,0. Umas das principais caracteristicas das
tripsinas ¢ a presenca da triade catalitica em seu sitio ativo, composta por residuos de
aspartato, histidina e serina, sendo uma das principais caracteristicas da familia de proteases
S1 (BLOW et al., 1969). Elas apresentam especificidade para formar a ligacdo com o
peptideo do lado carboxilico, preferencialmente nos residuos de arginina ou lisina e possuem
a capacidade de ativar outras enzimas (FINGERMAN et al., 2002). Estudos ainda ndo
comprovaram se as tripsinas em insetos sdo dependentes de uma concentragdo moderada de
Ca®" para sua atividade ou estabilidade, que ¢ comumente observado em tripsina de
mamiferos (LOPES ez al., 2006). Além de serem importantes nas etapas digestivas, estas
enzimas envolvidas em uma ampla variedade de processos fisiologicos importantes, incluindo
coagulagdo sanguinea, fibrin6lise, imunidade humoral e celular, transducdo de sinais, ativagdo
de horménios e desenvolvimento (PAGE et al., 2008).

As proteases tipo tripsina foram reportadas em varias espécies de insetos, entre eles
encontram-se Tenébrio molitor, trés espécies dos géneros Caribus ¢ as larvas de Costelytra
zealandica (Coleoptera: Scarabaeidae) e tem um sistema proteolitico baseado em serino
proteases tipo tripsina (CHRISTELLER et al., 1989). Excecdes importantes sdo as espécies
de hemiptera, e espécies pertencentes a familia Cucujiformia de coledpteras, em que nao foi
observado atividade de proteases tipo tripsina (TERRA e FERREIRA, 1994). Tripsinas foram
isoladas em diferentes espécies de insetos, independentemente do valor do pH existente no
tubo digestivo, por exemplo em lepidopteras foram encontradas tripsina em pH alcalino
(TERRA et al., 1994). Um exemplo em particular ¢ seu envolvimento no processamento de
toxinas inseticidas de Bacillus thurigienses e acentuando a dependéncia dos insetos a essas

proteases para estas espécies de toxinas (OPPERT, 1999).

2.8.3.2. Quimotripsinas.

Quimotripsinas s3o serino proteases, encontradas em tecidos pancreaticos de
vertebrados e sdo secretadas pelo duodeno. Em invertebrados, participam da hidrolise de
amidas, ésteres e ligagdes peptidicas em proteinas, nos residuos de aminoacidos do lado
carboxilico como lisina ou arginina (BARRETT et al., 2012). As quimotripsinas comumente
presentam 245 residuos de aminoacidos e cinco pares de ligagdes de dissulfetos, geralmente
um unico polipeptidio apresenta um massa molecular entre 25 kDa a 28 kDa (HAARD et al.,
2000). A quimotripsina reconhece uma gama de compostos aromaticos, aminoacidos

hidrofébicos, incluindo fenilalanina, tirosina, triptofano e leucina (HEDSTROM et al., 1992).
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Existem trés formas inativas de quimotripsinas, A e B sendo que ambas foram isoladas em
pancreas bovino ¢ a forma C isolada de pancreas de porco (LETH ef al, 1996). A forma
estavel da quimotripsina é composta por trés cadeias polipeptidicas, ligadas por pontes de
dissulfetos, uma ligada a cadeia B e duas ligadas a cadeia C (KRAUT, 1971). O mecanismo
de catdlise das quimotripsinas pode ser dividido em duas etapas: Na primeira etapa, o
substrato se liga a estrutura da quimotripsina, através dos residuos de serina e histidina para
formar um intermediario e na segunda etapa a agua no papel de solvente cliva o intermediario
¢éster, para formar acido carboxilico e restabelecer a forma ativa da enzima (KALLIES et al.,
1996).

Embora quimotripsina apresentem menos relatos em insetos, quando comparado a
tripsina, as quimotripsinas apresentam grande importancia fisiolégica e varios trabalhos
reportam sua atividade proteolitica como relatado em lepidoptera Heliothis virescens
(JOHNSTON et al., 1995), Spodoptera littoralis (LEE et al., 1995a) e Lacanobia oleracea
(GATEHOUSE et al., 1999), bem como nos orthoptera Locusta migratoria (LAM et al.,
1999). Entretanto em Tenebrio molitor, a quimotripsina se difere em varias caracteristicas das
quimotripsina de mamiferos (ELPIDINA et al., 2005). Em Eurygaster integriceps
(Hemiptera: Scutelleridae), uma importante praga de cereais, embora apresente um intestino
médio levemente acido, contudo proteases ativas importantes para digestdo sdo alcalinas,
serino proteases tipo quimotripsinas e tripsinas foram relatadas nas glandulas salivares de suas
larvas, sendo as quimotripsina consideradas como majoritiria no processo digestivo
(HOSSEINI-NAVEH et al., 2009). O besouro da batata (Leptinotarsa decemlineata) ¢ um
coledptero da familia Crisomelideos, a atividade da quimotripsina foi caracterizada nos
espacos endoperitroficos, ectoperitroficos e com menor intensidade no tecido epitelial do
intestino médio, a presenca da quimotripsina no sistema digestivo desses insetos, podem ter
implicagcdes importante, utilizando inibidores de proteases ou o-endotoxina de Bacillus

thuringiensis, no seu controle (NOVILLO et al., 1997).

2.8.4. Carboxipeptidases.

Carboxipeptidases hidrolisam aminoacidos na posi¢cdo C-terminal da cadeia peptidica
e classificada em trés subcategorias, de acordo com seu mecanismo catalitico. As
carboxipeptidases metalicas incluindo as carboxipeptidases A e B requerem cations
bivalentes, na regido catalitica, normalmente zinco (FERREIRA et al., 2015). As serino-
carboxipeptidases, incluindo as carboxipeptidases C ¢ D contam com uma triade catalitica

composta por residuos de serina, aspartato e histidina e um terceiro grupo sdo as cisteino-
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carboxipeptidase, que incluem somente catepsina X (RAWLINGS ez al., 2010). Em geral as
carboxipeptidases desempenham importantes funcgdes fisiologicas, tais como digestdo de
alimentos, coagulagdo de sangue, regulacdo de processos biologicos em tecidos e orgdos
(ISOE et al., 2009). As carboxipeptidases mostram diferentes especificidades pelos
substratos, especialmente nos residuos presentes na extremidade C do substrato, a
caboxipeptidase A prefere residuos hidrofobicos como fenilalanina ou tirosina na posi¢do um
e as carboxipeptidase C e D preferem substratos com residuos basicos como arginina ou lisina
nesta mesma posi¢do (SCHECHTER et al., 1967). As serino-carboxipeptidases sdo
geralmente glicoproteinas compostas de duas cadeias polipeptidicas, ligadas por pontes de
dissulfetos, com um massa molecular entre 40 kDa a 75 kDa (BREDDAM, 1986). A
carboxipeptidases foi identificada em varios insetos, como por exemplo, em Anopheles
gambiae (EDWARDS et al., 1997), Aedes aegypti (LAVAZEC et al., 2005), Trichoplusia ni
(BROADWAY et al., 1997). A maioria das carboxipeptidases de insetos possuem massa
molecular entre 20 kDa a 50 kDa (TERRA et al., 1994).

2.8.5. Cisteino proteases.

As cisteino proteases foram identificadas e estudadas em detalhes em diferentes
organismos o que inclui, virus, bactérias, protozoarios, plantas, mamiferos (SEMASHKO et
al., 2014). As cisteino proteases digestivas também foram descritas em alguns insetos pragas,
incluindo algumas familias de besouros, pulgoes e tripes (VINOKUROV et al., 2009). Elas
sdo enzimas intracelulares, que ocorre nos lisossomos, ativadas por compostos sulfidrilas e
hidrolisa ligagdes peptidicas internas de proteinas. Estruturalmente as cisteino proteases sio
bilobadas, com um sitio catalitico localizado entre os lobos, denominado de dominios L e R,
orientados pelos lados C-terminal e N-terminal respectivamente. No sitio catalitico das
cisteino protease ¢ encontrado um residuo de cisteina presente no dominio L e residuos de
histidinas presentes no dominio R (MCGRATH, 1999).

As cisteino proteases sdo compostas por 10 clas, divididos em 89 familias, expdem um
residuo de cisteina no sitio catalitico essencial para hidrdlise do substrato. A familia C1 das
cisteino proteases, apresenta atividade o6tima em ambiente redutor mais acido, em pH que
varia entre 3,0 e 6,5. As proteases pertencem ao cla CA, que apresentam semelhanca com a
papaina, contém uma diade catalitica, com os residuos de aminodacidos cisteina e histidina.
Outros dois residuos de aminoacidos estdo presentes no sitio ativo das cisteino proteases: um
residuo de glicina precedendo a cisteina catalitica e um residuo de asparagina acompanhando

a histidina catalitica. Acredita-se que a glicina auxilia na formagdo do “buraco” de oxidnion e
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uma asparagina para orientar o anel imidazol da histidina catalitica (TURK et al., 2012).
Caracterizado na familia C1 encontra-se as catepsinas B, S, K, e L, em que a especificidade
pelo substrato esta atribuida pelo residuo de aminoadcido presentes na regido S2,
preferencialmente quando essas enzimas estdo ocupadas com aminoacidos hidrofobicos nesta
regido (MENARD et al., 1993).

As cisteino proteases apresentam similaridade mecanisticas com a serino proteases,
porém sdo melhores nucledfilos devido ao nivel extra de elétrons presentes no enxofre do
grupo tiol (SAJID et al., 2002). O massa molecular das cisteino proteases varia entre de
24 kDa a 40 kDa e o pH 6timo na faixa de 5,5 a 6,0 (ZINKLER et al. 1992). Presente em
quase todas as espécies de artropodes, essas enzimas possuem um importante papel no
processo digestivo (TERRA et al., 2012). As cisteino proteases sdo comuns no intestino
médio de Hemipteras e Heteropteras, uma vez que estas enzimas também foram encontradas
nos Pentatomidaes (HOUSEMAN et al., 1984) e Phymatidaes (HOUSEMAN et al., 1985).
Eventos evolutivos como adaptagdes ancestrais e a utilizacdo de enzimas dos lisossomos para
digerir proteinas, foram responsaveis pela ocorréncia disseminada das cisteino proteases no
intestino médio dos insetos, favorecendo adaptagdes a os diferentes habitos alimentares
(TERRA e FERREIRA, 2005).

As cisteino proteases sdo enzimas digestivas predominante de Coleopteras,
encontradas presente no homogeneizado do intestino médio das Acanthoscelides obtectus
onde foi isolado (WIEMAN e NIELSEN, 1988). Cisteino proteases apresentaram altos niveis
de atividade no intestino médio de Tenebrio molitor (VINOKUROV et al., 2006a) entre
outras familias de coledpteras tais como os Meloidae, Coccinellidae (Epilachna varivestis)
(MURDOCK et al., 1987), Tenebrionidae (Tenebrio castaneum) (MURDOCK et al., 1987),
Bruchidae (Zabrotes subfasciatus) (LEMOS et al., 1987), Chrysomelidae (Calusobruchus
maculatus e Acanthoscelides obtectus) (CAMPOS et al., 1989), Curculionidae, e Silphidae
(TERRA e CRISTOFOLETTI, 1996).

2.9. Inibidores de proteases.

Os Inibidores irreversiveis de proteases sdo responsaveis por modificagdes
enzimaticas, sendo utilizado como um método util na caracterizagdo dos locais de ligacdes,
bem como na identificagdo dos mecanismos cataliticos (PLAPP, 1982). Tendo uma
importante aplicacdo em fisiologia e farmacologia, os inibidores de proteases sdo encontrados

em plantas, animais e microrganismos (LASKOWISK et al., 1980). As plantas sintentizam
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diferentes classes de inibidores de proteases pelo qual fazem parte do mecanismo de defesa
natural das plantas contra insetos herbivoros e sdo vistos como compostos promissores para o
desenvolvimento de culturas transgénicas capazes de expressar esses inibidores de proteases
oferecendo uma maior resisténcia a insetos (GATEHOUSE, 2011). A maioria desses
inibidores ¢ registrada em 6rgdos como sementes e tubérculos, os quais contém de 1-10% das
suas proteinas totais como inibidores de proteases, com diferentes propriedades estruturais e
bioquimicas, com a capacidade de inibir diferentes tipos de proteases (VOLPICELLA et al.,
2011).

Esses inibidores de proteases desempenham um importante papel nas diferentes
funcdes fisiologicas das plantas, incluindo a funcdo reguladora de atividade proteolitica
endogena (RYAN, 1990), moduladores dos processos apoptoticos ou morte celular
programada (SOLOMON et al., 1999). Estudos pioneiros revelaram o papel dos inibidores de
proteases na interacao planta-inseto, como eficiente mecanismo de defesa desenvolvido pelas
plantas, quando induzidas em resposta ao ataque de insetos e patogenos (VOLPICELLA et
al., 2003). Os inibidores de proteases sdo capazes de interferir na digestdo de proteinas nos
insetos, ligando se as proteases digestivas de insetos fitofagos, resultando em uma deficiéncia
de aminoacidos, afetando o crescimento, desenvolvimento, fecundidade e sobrevivéncia deste
inseto (LAWRENCE e KOUNDAL, 2002).

O inibidor de tripsina de soja (SBTI) foi o primeiro inibidor de tripsina extraido de
planta a ser bem caracterizado, pertencente da familia kunitz (DE MEESTER et al., 1998).
Propde-se que os inibidores dessa familia tenham uma func¢do defensiva contra proteases
presentes em microorganismo e no aparelho digestivo de vertebrados e invertebrados
(LASKOWISK et al., 1980). Esses inibidores s@o encontrados em leguminosas, possuem uma
massa molecular em torno de 20 kDa e geralmente apresenta ligacdes de dissulfetos
estabilizando sua estrutura (SOCORRO et al., 2002). Existem outras classes de inibidores de
proteases procedentes de diferentes fontes e podem ser classificados baseados no tipo de
enzima que inibem, como por exemplo, inibidor de serino proteases, inibidores de cisteino
proteases, inibidores de proteases asparticas ou inibidores de metalocarboxipeptidases
(MEHRABADI et al., 2012).

A aprotinina ¢ um inibidor de serino proteases tais como tripsina, quimotripsina,
plasmina e calicreina, também referidas como inibidor de tripsina pancreatica bovina ¢ um
dos membros mais estudados da familia de inibidores Kunitz (FRITZ et al., 1983). A
aprotinina foi purificada pela primeira vez nos pulmdes de suinos, este inibidor tinha um

massa molecular de aproximadamente 7 kDa, onde também seu gene foi isolado e a sequéncia
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dos aminoacidos mostrou homologia em torno de 74% com a aprotinina bovina (CASSIA et
al., 2008). Serino proteases sdo inibidas por fluoreto de fenil-metil-sulfonila (PMSF), como
tripsina, antipaina, quimostatina entre outras (SUMANTHA et al., 2006). A cinética da reagao
do PMSF e andlogos com tripsina e quimotripsina demostraram que o PMSF reage com o
residuo de serina presente no sitio ativo dessas proteases (FAHRNEY et al., 1963) (figura 5).
O inibidor de protease N-tosil-L-lisina clorometilcetona (TLCK) ¢ uma cetona que promove
alquilagdo do residuo de histidina da triade catalitica da tripsina, exercendo assim um efeito
de inibigdo irreversivel sobre a enzima (SHAW et al., 1965) (figura 4), entretanto nao inibe
quimotripsina (HARPER et al., 1985). O TLCK também ¢ capaz de inativar cisteino proteases
como bromelina, clostripaina e papaina, alquilando irreversivelmente o residuo de cisteina no
sitio catalitico (JIA et al., 1995).

O inibidor de cisteino proteases L-trans-epoxy succinil-L-leucylamido (4-guanidino)-
butano (E-64), ¢ altamente potente, irreversivel e seletivo. A porcao ativa do inibidor E-64, o
grupo trans-epoxissuccinila se liga irreversivelmente a um grupo tiol ativo presente em muitas
cisteino proteases, tais como papaina e catepsinas B, H, L para formar uma ligacdo tioéster
(BOLTER et al., 1997) (figura 6). A iodoacetamida ¢ um reagente de alquila¢do reativo com
grupo sulfidrila, bloqueando residuos de cisteina reduzidos, sendo utilizado para
caracterizacdo da enzima e mapeamento peptidico (GURD, 2019) (figura 7). Além disso, ¢
utilizado frequentemente como reagentes de alquilagdo, modificando os grupos tiol em
proteinas por S-carboxiamidometilacdo e S-carboximetilagdo, respectivamente (GALI et al.,
1997). O inibidor acido iodoacético ¢ utilizado como agente de alquilacdo e se liga
irreversivelmente aos residuos de aminoacidos de cisteina, esta reacdo ¢ denominada carboxi-
metilacdo, desta forma impedindo a religagdo das ligacdes de dissulfeto (figura 7). O acido
iodoacético ¢ conhecido por inibir especificamente a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPD), sendo a inibi¢do caracterizada pela formagdo de uma ligacdo covalente entre o

inibidor e o residuo de cisteina do sitio catalitico (figura 8) NAGRADOVA, 1992).
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A — Estrutura Quimica do TLCK.
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Figura 4: Esquema demonstrativo para inativagdo de serino proteases e cisteino proteases

pelo inibidor N-tosil-L-lisina clorometilcetona (TLCK) (JAMES et al., 2002).
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A — Estrutura Quimica do PMSF.
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Figura 5: Esquema demonstrativo para inativacao de cisteino proteases pelo inibidor fluoreto

de fenilmetilsulfonila (PMSF) (JAMES et al., 2002).
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Figura 6: Esquema demonstrativo para inativagdo de cisteino proteases pelo inibidor L-trans-

epoxy succinil-L-leucylamido (4-guanidino)-butano (E-64) (JAMES et al., 2002).
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Figura 7: Esquema demonstrativo para inativacdo de cisteino proteases pelo inibidor

iodoacetamida (SHIU et al., 2009).
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Figura 8: Esquema demonstrativo para inativagdo de cisteino proteases pelo inibidor acido

iodo acético. (SHIU ez al., 2009).
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral.

Detectar e caracterizar a atividade de protedsica total em intestino médio de larvas e

adultos de Alphitobius diaperinus, bem como avaliar o efeito de diferentes dietas sobre a

atividade enzimatica detectada.

3.2. Objetivos especificos

Quantificar a atividade proteasica total presente no intestino médio das larvas de

Alphitobius diaperinus utilizando azocaseina como substrato;

Avaliar o efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica;

Avaliar a presenca de diferentes classes de proteases utilizando inibidores especificos;

Avaliar o perfil proteico do trato digestivo de larvas de A. diaperinus, quando
submetidas a diferentes dietas, utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida e

zimografia;

Detectar a atividade de cisteino protease especifica utilizando substrato Z-phe-arg-

AMC;

Determinar as massas moleculares das proteinas presentes nos extratos enzimaticos

através de eletroforese em gel de poliacrilamida;

Utilizar espectrometria de massas na identificacdo das proteases digestivas das larvas

de A. diaperinus.
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4. MATERIAL E METODOS.

4.1. Animais

Os insetos Alphitobius diaperinus, utilizados nos experimentos foram mantidos no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de Artropodes da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica-Rj, sob a coordenacdo do Dr. Emerson Guedes Pontes.
Os animais foram mantidos em recipientes de plasticos 100 cm’, com ragdo comercial
balanceada para criacdo de frango de corte e serragem como cobertura para manter a umidade.
Todo material foi previamente autoclavado para evitar qualquer tipo de contaminagdo de
campo que influenciasse os resultados. Os recipientes plasticos foram cobertos com tecido
(filo) e fechados com eléstico para evitar a infestacdo de outros insetos ou outros tipos de
contaminantes. Esses recipientes eram mantidos em estufa com temperatura controlada e
umidade controlada com temperatura de 30°C + 2°C e 60 % + 10 % de umidade

respectivamente.

4.2. Dietas oferecidas ao inseto Alphitobius diaperinus.

Para manutengdo da colonia de Alphitobius diaperinus, os animais foram mantidos em
uma ragdo comercial (Prefran-Guabi) utilizada na fase inicial do sistema de producdo de aves
de corte. Para as analises bioquimicas, além da racdo comercial, foram empregadas diferentes
tipos de racgdes, produzidas pelo Instituto de Zootecnia da UFRRIJ utilizadas no setor de
avicultura e oferecida como dietas para as larvas e adultos do A. diaperinus. As composi¢cdes
nutricionais das ragdes foram de acordo com o sistema de producdo e a fase de
desenvolvimento das aves. Para sistema de producdo de frango de corte, as dietas eram
subdivididas em Fase inicial, Fase de crescimento e Fase final; Para sistema de produgdo de
ovos, dicta para Postura. Além disso, foi oferecida ao inseto, uma dieta a base de farinha de
carne e 0ssos, rica em calcio e proteina animais, geralmente empregados na composi¢do de

diferentes tipos de ragdes (Tabela 1) (OLIVEIRA et al., 2011).

4.3. Preparacio de extrato bruto do trato digestivo de Alphitobius diaperinus.

Na determinacdo da atividade proteolitica foi utilizado larvas no ltimo instar, com

aproximadamente 10 mm de comprimento ou insetos adultos de Alphitobius diaperinus.
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Tabela 1. Composi¢do percentual e calculada das dietas referéncia.

Ingredientes (%) Inicial Crescimento Final Postura

Milho (7,59%) 56,733 54,381 68,165 64,978
Farelo de soja (47,1%) 37,551 37,956 26,439 22,478
Oleo de soja 2,315 4,253 2,455 0,445
Fosfato bicalcico 1,442 1,448 1,016 1,248
Calcario calcitico 0,884 0,879 0,760 9,795
Cloreto de sédio 0,481 0,482 0,444 0,384
DL — metionina 0,215 0,218 0,226 0,122
Suplemento mineral ! 0,100 0,100 0,207 0,400
Suplemento vitaminico 2 0,100 0,100 0,100 0,100
L —lisina HC1 0,078 0,070 0,100 0,010
Cloreto de colina 0,050 0,050 0,049 0,040
Salinomicina Salig 120 0,040 0,042 0,000 0,000
Colistidina — 80 0,010 0,020 0,000 0,000

Total % 100,00 100,00 100,00 100,00

Nutrientes Composic¢ao calculada

Acido linoléico 2,531 3,535 2,743 -
Arginina Dig, aves (%) 1,447 1,452 1,120 -
Arginina total (%) 1,536 1,540 1,191 -
Calcio (%) 0,819 0,819 0,638 4,150
Cloro (%) 0,334 0,333 0,311 0,272
Energia Met, Ap, Aves (Kcal/Kg) 3,000 3,100 3,150 2,760
Fosforo disponivel (%) 0,391 0,391 0,298 0,330
Fosforo total (%) 0,647 0,645 0,523 0,532
Lisina digestivel aves(%) 1,193 1,193 1,031 0,750
Lisina total (%) 1,294 1,294 1,114 0,820
Metionina + cistina total(%) 0,932 0,932 0,813 0,663
Metionina + cistina total digestivel (%) 0,453 0,852 0,748 0,606
Metioninadigestivel aves (%) 0,527 0,528 0,471 0,358
Metionina total (%) 0,558 0,529 0,495 0,380
Proteina bruta (%) 22,193 22,199 18,000 15,600
Sodio 0,210 0,210 0,195 0,170
Treonina Dig. Aves 0,777 0,776 0,667 -
Treonina total 0,880 0,880 0,758 0,626
Triptofano Dig. Aves 0,252 0,255 0,194 -
Triptofano total 0,280 0,281 0,216 0,189

IFerro (min) 60 g/kg; cobre (min) 13 g/kg; manganés (min) 120 g/kg; zinco (min) 100 g/kg; iodo (min) 2.500 mg/kg; selénio (min)
500 mg/kg.2 Vitamina A (min) 7.500.000 Ul/kg; vitamina D3 (min) 2.500.000 Ul/kg; vitamina E (min) 1.200 mg/kg; vitamina K3
(min) 1.200 mg/kg; tiamina (min) 1.500 mg/kg; riboflavina (min) 5.500 mg/kg; piridoxina (min) 2000 mg/kg; vitamina B12 (min)
12.000 mcg/kg; niacina 35g/kg; panteonato de calcio (min) 10 g/kg; biotina (min) 67 mg/kg.
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A dissecgdo foi realizada em solugdo de NaCl 0,15 M no gelo com o auxilio de pingas
e um estereoscopio, de modo que todo intestino médio das larvas fosse removidos integro.
Demais tecidos estranhos as paredes intestinais, tais como corpo gorduroso e tubos de
malpighi foram descartados durante a remogdo do intestino médio. Todo intestino foi
acondicionado em criotubos e estocados em nitrogénio liquido at¢é o preparo do
homogeneizado. Os trato digestivos foram homogeneizados em tampao PBS (fosfato de sodio
10 mM NaCl 0,15 mM pH 7,4), utilizando um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem.
Durante todo o procedimento os tecidos foram mantidos em banho de gelo. A proporcao
utilizada foi de um intestino em 20 pL. tampdo. O homogeneizado foi centrifugado a 9.000 x g
por 10 minutos a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado para
determinagdo das atividades proteoliticas, determinacdo de proteinas e nas analises de SDS-

PAGE.

4.4, Dosagem de Proteinas.

As quantificacdes de proteinas foram realizadas segundo o método de LOWRY (1951),

utilizando como padrao uma curva com diferentes concentracdes de albumina bovina.

4.5. Determinacio de atividade proteolitica no trato digestivo de Alphitobius diaperinus

utilizando substrato azocaseina.

A atividade de proteases no trato digestivo de A. diaperinus foi determinada utilizando
azocaseina 1% (p/v) como substrato, diluidos em tampao citrato — fosfato 0,1 M pH 5,6,
tampao PBS 0,1 M pH 7,4 tampao Tris-HCI1 0,1 M pH 9,0, todos contendo NaCl 0,15 M. O
meio reacional consistiu 50 uL de substrato e 30 pL de extrato enzimdtico em uma
concentracao final de 0,4 pg/uL de proteinas, com ou sem o agente redutor DTT ou B-
mercaptoetanol na concentragdo de 2 mM. Para os brancos, foram utilizadas somente as
solugdes tampdes, em todas as analises. As reagdes foram incubadas durante 30 minutos a
37°C. Em seguida as reagdes foram interrompidas com 240 pL de acido tricloroacético (TCA)
10% (p/v). Apds a paralisagdo das reacdes, as amostras foram deixadas em repouso em gelo
durante quinze minutos e em seguida, foram centrifugadas 9.000 x g por 5 min a 4 °C, para
remocdo da proteina desnaturada. Aliquotas de 70 pL dos sobrenadantes das centrifugacoes
dos meios reacionais foram transferidos para placa de 96 pocos, com 130 uL NaOH 1 M por
poco. A atividade proteolitica foi determinada nos sobrenadantes em um leitor de placa Bio

Rad Elisa Reader, com leituras de absorbancia a 440 nm. (SARATH et al, 1996). A
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concentracdo do produto da reagdo sulfanilamida foi determinada e quantificada utilizando
coeficiente de extingdo molar da sulfanilamida 32 M™. cm™, e equagio de Lambert-Beer
(COELHO et al., 2006). A atividade proteolitica foi quantificada em unidade de atividade
(U), em que corresponde a concentragdo em pMol de sulfanilamida produzida por minuto. As

analises foram realizadas no minimo em uma série de trés repeti¢cdes e em triplicata.

4.6. Avaliacao do efeito de inibidores de proteases em homogeneizado do trato digestivo

das larvas de Alphitobius diaperinus.

O efeito dos inibidores na atividade proteolitica foi avaliado utilizando azocaseina
como substratos, foram avaliados os efeitos dos seguintes inibidores: a) PMSF - fluoreto de
fenilmetilsulfonila (100 pM); b) TLCK - N-o-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (100
uM), inibidor irreversivel de serino protease tipo tripsina (SHAW et al., 1965), também inibe
irreversivelmente cisteino proteases (JIA et al., 1995); ¢) aprotinina (20 uM), um inibidor de
serino protease, (CASSIA et al., 2008); d) E-64 (10 uM), inibidor irreversivel de cisteino
protease (BOLTER et al., 1997); e) SBTI (0,125 pg.uL™), inibidor de serino proteases,
isolado da semente de leguminosas; f) iodoacetamida (100 uM), bloqueador de residuos de
cisteina reduzidos, (GURD, 2019); g) acido iodoacético (100 pM), inibidor irreversivel de
cisteino proteases. As analises foram realizadas em tampao citrato — fosfato 0,1 M pH 5,6,
tampao PBS 0,1 M pH 7,4 e tampao Tris-HCI 0,1 M pH 9,0, todos contendo NaCl 0,15 M
Nos controles foram adicionados somentes os solventes sem a presenca do inibidor. Todos
inibidores testados foram adquiridos por Sigma Aldrich. As amostras foram previamente
incubadas com cada inibidor nas respectivas concentracdes mencionadas acima. A atividade

proteolitica foi determinada conforme descrito no item 4.5.

4.7. Avaliacdo do efeito de imidazolonas, sobre cisteino proteases do trato digestivo das

larvas de Alphitobius diaperinus.

Todos inibidores testados foram sintetizados e cedidos pelo professor Dr. Arthur
Eugen Kiimmerle, (Instituto de Quimica - UFRRIJ). As imidazolonas sintetizadas foram
selecionadas e estocadas em solugdo de DMSO a uma concentragdo de 10 mM. As
imidazolonas, Ldqm 80, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88 ¢ 89 na concentracdo de 100 uM, foram
pré-incubadas com 30 pl de amostra, em uma concentragdo final de 0,4 pg/ul de proteina,

durante 30 minutos a 37°C. Em seguida foi disparada a reacdo adocionando 50 pl de
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azocaseina 1% como substrato, diluida em tampao citrato/fosfato 0,1 M contendo NaCl 0,15
M, pH 5,6. A hidrélise do substrato foi monitorada durante 30 minutos a 37°C, conforme
descrito no item 4.5. A atividade especifica foi expressa em U (uMol de sulfanilamida
formado por minuto)/ mg de proteina. No controle foi adicionado DMSO no lugar do inibidor

e como controle positivo foi utilizado E-64 10 pM.

4.8. Determinaciio de atividade proteolitica em homogeneizado do trato digestivo das

larvas de A. diaperinus utilizando substratos fluorogénicos.

Determinacao da atividade proteolitica do homogeneizado do trato digestivo das larvas
de A. diaperinus, foram testados com o peptideo fluorogénico sintético Z-Phe-Arg-MCA,
(benziloxicarbonila-fenilalanila-arginina-7-amido-4-metilcumarina). As fluorescéncias sdo
medidas devido a hidrolise do substrato, onde sdo liberadas moléculas de metilculmarina
(MCA), que ao serem excitadas no comprimento de onda A gx = 350 nm e emite uma
fluorescéncia no comprimento de onda de Agyn = 440 nm, que ¢ detectado pelo fluorimetro
Hidex Chameleon. Todos os ensaios foram realizados utilizando tampao citrato-fosfato 50
mM, pH 5,6, contendo ditiotreitol (DTT) 2,5 mM, a 37°C. Apos a incubagdo do substrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC 30 uM, com o extrato enzimatico, foram realizadas quatro
leituras por minuto, e os valores determinados no fluorimetro Hidex Chameleon. A
especificidade enzimatica foi definida pelo inibidor especifico para cisteino proteases E-64.
Como controle a atividade proteolitca foi medida sem a adigdo de nenhum inibidor, conforme
descrito anteriormente para cisteino protease. O controle foi considerado como 100% de
atividade. Sob as mesmas condicdes, foi adicionado o E-64 na concentragdo final de 10 pM,
onde foram realizadas quatro leituras por minutos. A atividade proteolitica absoluta foi

definida em U (uMol de metilculmarina formado por minuto)/ mL (LIMA et al., 2001).

4.9. Avaliacio do efeito dos ions de calcio na atividade proteolitica em trato digestivo das

larvas de A. diaperinus utilizando substratos fluorogénicos.

Os efeitos dos ions de célcio na atividade proteolitica foi avaliado através da adi¢do de
cloreto de calcio (CaCl,) no tampao citrato/fosfato 0,1 M pH 5,6 nas seguintes concentragdes
(0,0; 0,1; 0,5; 2,0; 10; 50; 100; 250 mmol.L™"! ), contendo NaCl 0,15 M, na presenca de EGTA
1 mM. Foi utilizado o programa Ca-EGTA Calculator v1.3 para determinar a concentragdo de

ions livre na presenca de quelantes. A atividade enzimatica foi determinada pela fluorescéncia
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do produto da reagdo, metilculmarina, foi medida utilizando comprimento de onda para
excitagdo A gx = 350 nm e Agy, = 440 nm para emissdo, detectado pelo fluorimetro Hidex

Chameleon.

4.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicées parcialmente desnaturantes
(SDS-PAGE).

O perfil proteico do trato digestivo das larvas e adultos de A. diaperinus, foi
determinado apods as amostras serem submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS
(12%), parcialmente desnaturante sem P-mercaptoetanol de acordo com LAEMMLI (1970),
Sistema BioRad Mini Proteina I (BIO-RAD, Berkeley, California), a uma tensdo de 120 V.
No final da corrida, o gel foi transferido para uma solucdo de Triton X-100 a 2,5% (p / v)
durante 20 min a temperatura ambiente para reduzir a concentragdo de Tris no meio. Os géis
foram fixados em 100 mL de solugdo, contendo metanol, acido acético glacial e agua, na
propor¢do de 50:12:38 em volume, por no minimo uma hora, seguido de 3 lavagens de 10
minutos cada, com agua milli-Q. A revelagdo dos géis foi feita com Comassie Brilliant Blue
de acordo com o protocolo descrito na literatura (OAKLEY et al., 1980). Como marcadores
de massa molecular foram utilizados proteinas recombinantes com as seguintes massas: 10,
15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 ¢ 200 kDa (Biorad TM). A massa molecular da fragdo proteica

foi determina pelo software Image Lab Biorad™.

4.11. Zimografia reversa.

A separacao das proteinas foi realizada seguinte ao item 4.10. Em seguida a atividade
proteolitica foi detectada pelo método de coloragdo negativa. Neste método as atividades das
enzimas foram detectadas pela ndo coloracdo do gel nas regides onde tenha ocorrido a
hidrolise do substrato gelatina 0,1%. Apos a fixagdo os géis foram incubados por 2 horas a 37
°C em diferentes tampdes: citrato / fosfato pH 3,0; pH 4,5; pH 5,0; pH 5,6 ¢ pH 6,5; Tris pH
7,4; fosfato pH 7.,5; pH 8,5 e pH 10, (todos os tampdes encontram-se na concentragao 0,1 M).
Foi adicionado NaCl 0,15 M, em todos os tampodes. Na presenca ou ndo do agente redutor
DTT 2 mM . Apés o fim do periodo de incubacdo o gel foi lavado com agua MilliQ e corado
com Coomassie Brilliant Blue (SCHLERETH et al., 2000). A atividade proteolitica foi

determinada pela intensidade de pixels por area, utilizado software Quantity One 4.6.
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4.12. Efeito do pH.

O efeito do pH foi realizado utilizando-se azocaseina como substrato, nos seguintes
sistemas-tampao, na concentra¢ao de 0,1 M: Citrato-fosfato 3,0 a 7,0, fosfato 6,0 a 8,0 e Tris-
HC1 8,0 2 9,0, 0,1 M. Todos os tampdes continham NaCl 0,15 M. A atividade proteolitica nos
respectivos valores de pH foi determinada como descrito no item 4.5, com a devida
substitui¢do do tampao correspondente a cada faixa de pH desejada. Foram utilizados
inibidores especificos E-64 na concentragdo de 10 pM e PMSF na concentracao 100 uM em
meio reacional. Na auséncia ou na presenca do agente redutor DTT 2 mM (PEREIRA et al.,

2005).

4.13. Efeito da temperatura.

O efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica foi determinada a 28°C e 37°C,
durante 30 minutos, azocaseina 1% como substrato, diluida em diferentes tampdes; tampao
citrato/fosfato 0,1 M em pH 4,5 ¢ 5,6 contendo NaCl 0,15 M; Tris/HC1 0,1 M em pH 7,4 ¢
9,0 contendo NaCl 0,15 M e DTT 2mM. Todos os ensaios foram feitos utilizando uma
concentracao final de 0,4 ng de proteina/pL. A reagdo foi iniciada pela adi¢cao do substrato e a

atividade determinada como descrito no item 4.5.

4.14. Avaliacio da atividade de proteases do homogeneizado do trato digestivo das
larvas de Alphitobius diaperinus em animais mantidos com as respectivas racdes para

frango de corte, postura, comercial e farinha de carne e ossos.

As analises bioquimicas foram realizadas apds as larvas de A. diaperinus, serem
submetidas a um jejum de 48 horas e em seguida foram alimentadas durante sete dias
consecutivos em um ambiente controlado com diferentes dietas, descrito no item 4.2. Para as
analises foram separadas 30 larvas (ltimo instar) e submetidas em placa de petri com 200 g
de dieta. Para todas as dietas os esaios foram realizados em triplicata. Todos os ensaios foram
feitos utilizando uma concentracdo final de 0.4pg de proteina/uL. A reacdo foi iniciada pela

adi¢do do substrato e a atividade determinada como descrito no item 4.5.
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4.15. Separacao as bandas do gel, digestio e extraciao dos peptideos.

Aproximadamente 15 pg de homogeneizado derivado de larvas de intestino médio A.
diaperinus mantido em ragdo comercial, foram separados em eletroforese num gel SDS-
PAGE 12%. O gel foi corado com comassie blue coloidal em seguida foram recortadas e
digeridas oito bandas com massa molecular na faixa de 10 a 100 kDa, pelo qual correspondem
as regioes com atividade proteolitica observadas nas analises zimograficas. Para a digestdo, as
fatias de gel foram enxaguadas duas vezes em agua e solu¢do de agua: metanol (1:1),
desidratada com acetonitrila, logo ap6s as amostra contendo as fatias do gel foram
adicionadas em uma solu¢do com agente redutor DTT 10 mM durante 30 min a 56°C e em
seguida a uma solug@o de iodoacetamida 55 mM durante 20 minutos a 37°C para reduzir e
alquilar as proteinas, respectivamente. As fatias foram incubadas na presenca de tripsina
durante a noite em 37°C, e as misturas dos peptideos resultantes foram analisadas por

espectrometria de massa.

4.16. LC MS/MS analises.

As analises foram realizadas no aparelho Q-TOF Micro (Waters Corporation) com
uma sonda de electrospray de nanofluxo, tensdo capilar a 3500V e uma voltagem de cone de
30V, calibrada na regido 50-2000 (m/z), usando acido fosforico. Utilizou-se uma interface de
bloqueio com acido fosforico, sendo os dados de massa de bloqueio em média superiores a
cinco varreduras para correcdo. As separagoes cromatograficas para LC-MS foram realizadas
em uma LC Nano Acquity Ultra Performance (Waters Corporation), equipada com as colunas
Symmetry C18 e BEH 130-C18 (Waters Corporation) em um gradiente linear de 0-90% de
acetonitrila em 4cido formico 0,1%. Os dados de espectrometria de massa foram coletados
em um modo de varredura completo de 50 a 1400 (m/z) em modo positivo.

O software Mascot 2.2 foi usado para a pesquisa do banco de dados com o arquivo
bruto. Os espectros foram testados pela primeira vez contra o banco de dados Swissprot para a
presenca de contaminantes e, em seguida, pesquisou a base de dados NCBInr para insetos.
Registros baixados do banco de dados Uniprot como fasta: Coleoptera: Triboliun castaneum e
Oryctes borbonicus. Lepidoptera: Bombyx mori, Diptera: Drosophila melanogaster, Musca
domestica e Rhipicephalus (Boophilus micropulus.). EggNOG ¢ um banco de dados de grupos
ortdlogos (OGs) que possuem codigos gerais de anotagdo funcional que sdo amplamente

derivado da base de dados COG (POWELL et al., 2014). Unigenes de D. peruvianus, T.
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molitor, M. domestica ¢ S. frugiperda foram anotados ¢ analisados usando o banco de dados
eggNOG (GAZARA et al., 2014), o que nos permitiu conferir algum nivel de informacgéao
funcional e evolutiva do banco de dados de artropodes e atribuir cédigos de fungdo eggNOG
para unigenes e testados contra os espectros formados em nossas analises espectrométricas.
Para amplificar nossa pesquisa, os espectros de massa foram novamente interpretados e as
sequéncias peptidicas obtidas foram usadas para pesquisar o mesmo banco de dados usando o
programa MS BLASTp (NCBI). Para caracterizar as proteinas de acordo com os resultados da
protedmica, utilizou-se ferramentas de bioinformatica Blast2GO (https://www.blast2go.com/)

(CONESA et al., 2005).

4.17. Analises Estatisticas.

Os dados obtidos foram avaliados inicialmente quanto a sua normalidade e
homogeneidade das variancias. As comparagdes entre os tratamentos foram realizadas através
de ANOVA seguida do teste de Tukey. Caso as proposigdes na ANOVA ndo sejam
alcangadas, os resultados serdo comparados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de

Dunn. As analises foram realizadas com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO.
5.1. Caracterizacao parcial das proteases no homogeneizado do trato digestivo das

larvas de Alphitobius diaperinus.

No sentido de dar continuidade ao estudo da atividade proteolitica no trato digestivo das
larvas e adultos de A. diaperinus. Foi avaliado o efeito do pH sobre a atividade proteolitica
através de zimografia. Para isso as proteinas do extrato intestinal de larvas de A. diaperinus,
foram separadas através de SDS-PAGE 12% parcialmente desnaturante. No entanto a maior
parte dessas proteinas apresentaram massa molecular aparente entre 10 e 100 kDa (figura 9A).
Os resultados demonstraram que algumas proteinas do homogeneizado do trato digestivo das
larvas de A. diaperinus, apresentaram atividades proteolitica, observados nas bandas
enumeradas de 1 a 10 nos diferentes valores de pH testado, entretanto a atividade proteolitica
em meio acido foi majoritaria, como visto em pH 4,5 ¢ pH 6,5 (figura 9B). De tal modo que
foi observado no gel substrato-SDS-PAGE, em que as manchas claras indicam que houve
hidrdlise do substrato, onde as proteinas que exibiram tais caracteristicas sdo entdo proteases,
e ao longo da incubagdo, as enzimas ativas hidrolisaram o substrato proteico, permitindo a
visualizacdo de bandas translucidas no gel, posterior a coloragdo com Coomassie Blue.
Entretanto foi observado uma redugdo na intensidade e o nimero de areas claras, nos pH 8,5 ¢
10. Confirmando caracteristicas acidas das proteases presentes no trato digestivo das larvas de

A. diaperinus.

As diferencas de intensidade nas bandas podem ter ocorrido devido a presenca de
diferentes proteases com a mesma massa molecular. Segundo YT e colaboradores (2016), os
padrdes das bandas de proteinas em SDS-PAGE na fracao soluvel do homogeneizado de todo
intestino médio das larvas de Tenébrio molitor, apresenteram massa molecular abaixo de
97 kDa e bandas distribuidas em cerca de 58 kDa, 45 kDa, 40 kDa, 30 kDa, 19 kDa, 13 kDa ¢
8 kDa e foram identificadas por LC-MS/MS, dentre essas proteinas, foi identificado algumas
serino proteases com aproximadamente 28 kDa e uma alfa-amilase com 50 kDa. Além disso,
bandas com aproximadamente 24 kDa possivelmente poderiam ser protease tipo
quimotripsina (ELPIDINA et al., 2005). Do mesmo modo ao que ocorre no lumem do
intestino médio das largarta do algodao, Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), em
que 95% das proteinas descobertas variam entre 20 kDa a 65 kDa, de tal modo que proteinas
aparentes foram identificadas, como diferentes a-amilases com massa molecular de
aproximadamente 55 kDa, carboxipeptidase A com 47 kDa e diferentes serino proteases com

massa molecular variando entre 25 kDa a 30 kDa. Esta observacao pode estar correlacionada
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Figura 9: Atividade proteolitica do homogeneizado do trato digestivo das larvas de
Alphitobius diaperinus em zimograma. A cecletroforese foi realizada em géis de
acrilamida/bisacrilamida 12% copolimerizados com gelatina 0,1%. A atividade proteolitica
foi detectada apds a incubagao dos géis por 4 horas a 37°C em tampdes de citrato / fosfato pH
4,5 ou pH 6,5, fosfato pH 8,5 ou pH 10 todos 0,1M. O ensaio proteolitico foi realizado com
amostras equivalentes a 15pug de proteina / linha do trato digestivo de larvas. As larvas foram
alimentadas com a dieta comercial (utilizada na manutencdo da colonia). Os numeros a
esquerda indicam massa molecular aparente das bandas ativas expressas em kDa (MM). Setas

de 1 — 10 indicam a presenca de atividade protedsica.
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com o corte de massa molecular imposto pela matriz peritrofica, responsavel pela
compartimentalizagdo dos eventos digestivos, que é obtido principalmente através da triagem
das enzimas digestivas soliveis de acordo com o seu massa molecular (PAUCHET et
al., 2007). Em Lissorhoptrus brevirostris (Coleoptera: Curculionidae), também foram
utilizados zimogramas para detectar a atividade proteolitica no intestino médio em diferentes
pHs, sugerindo que as proteases catepsina D e catepsina B, sdo responsaveis pela fase inicial
da digestdo das proteinas. Em Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidea), zimogramas
identificaram a presenca de cisteino e serino proteases no trato do intestino médio de suas
larvas, estas proteases possuem seu pH de atividade maxima distintos (TERRA et al., 1985).
Os estudos eletroforéticos monstraram através da variacdo de valores de pH, que o 7. Molitor
possui proteases cuja a atividade ¢ maxima em valores mais acidos, incluindo as cisteino
proteases como exemplo e as serino proteases necessitam pHs mais alcalinos para aumentar
sua eficiéncia enzimatica (THIE et al., 1990).

A atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato foram determinadas em uma
faixa mais ampla de pH, sendo eles os seguintes: pHs 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0.
Nas figuras 9 e 10 foi observado que em pH acido se concentra a maior parte da atividade
enzimatica. Considerando que o pH do conteudo intestinal ¢ um fator interno importante que
influéncia na atividade proteolitica digestivas, tendo sido estudados em vdrias espécies de
insetos (TERRA et al., 1994). Embora o pH de atividade 6tima observados tenha sido na
faixa acida a atividade proteolitica maxima foi observada na faixa de pH 5,0 a 6,0, tanto na
auséncia como na presenca do agente redutor DTT (tabela 2). Entretanto quando comparado
ao controle, sem o agente redutor o perfil da atividade proteolitica diferiu na presenga do
agente redutor em todos os valores de pH testados (figura 10). Os dados observados estdo em
concordancia com o descrito para as larvas dos tenebrionidea, pois exibem um intestino
altamente compartimentados, em que a digestdo protéicas dependa fortemente das cisteino
proteases, constituindo como a principal enzima no intestino médio anterior, devido a seu pH
acido, contribuindo para os estagios iniciais da digestdo das proteinas (MARTYNOV et al.,
2015). De acordo com REECK e colaboradores (1999), a maioria dos coleopteros apresenta
intestino médio em condi¢des dacidas uniforme, utilizando predominantemente cisteino
proteases para a digestdo de proteinas. Contudo em Cucujiformia, o intestino médio ¢
subdividido em intestino médio anterior, que exibe condigdes acidas, onde cisteino proteases
sdo predominantemente ativa, e em intestino médio posterior pH mais alcalinos onde a serino
proteases estdo mais ativas (MICHAUD et al., 1995a). Em Tenébrio molitor a atividade

proteolitica maxima das cisteino proteases presentes no intestino médio, foram encontradas
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Figura 10: Curva de pH da atividade de proteases presente em homogeneizado do trato
digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus. Foram utilizados extratos brutos do trato
digestivo das larvas de A. diaperinus. Em 80uL de meio reacional em uma concentragdo de
proteina de 0,4 pg de proteina/uL, utilizando azocaseina 1% como substrato para
determinacgdo da atividade proteolitica. Analise realizada em diferentes pHs, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0,
7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0. Nos tampoes citrato-fosfato 3,0 — 7,0 0,1 M, fosfato 6,0 —8,0 0,1 M ¢
Tris-HCI 8,0 — 9,0 0,1 M, na presenca de DTT 2 mM. A sulfanilamida liberada, derivado da
hidrolise da azocaseina foi quantificada colorimetricamente a 440nm. A quantificagdo da
atividade proteolitica foi em unidade de atividade (U), em que corresponde a concentragdo em
pMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina. As analises foram realizadas no
minimo em uma série de trés repeticdes e em triplicata. Testes estatisticos Anova ¢ Tunkey

(p < 0,05), entre os valores de pH. As barras verticais representam erro padrao (£S.E.M).
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Tabela 2. Determinag@o da atividade proteolitica em diferentes pHs do homogeneizado trato

digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus.

542  *11,54 *13,07 *13,05 12,43 1212 11,36 11,06 10,66
(¥0,83)  (¥0,89) (+0,71) (+0,90) (£0,94) (#1,0) (£0,87) (+1,0) (¥1,0)

Com DTT

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados sdo expressos em U/mg de proteina. Dados apresentaram normalidade entre as

médias. . *Indicam diferenca significativa nas amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).
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em uma faixa de pH entre 5,0 para 7,0 (VINOKUROV et al., 2006a). Em muitos adultos e
larvas de coleodpteras exibem pH do intestino médio ligeiramente 4cido e as cisteinos protease
proporcionam maior parte da atividade proteolitica do intestino médio (WOLFSON et al.,
1990).

Semelhantes aos nossos resultados, em homogeneizado de intestino médio das larvas
de Cynaeus angustus (Coleoptera: Tenebrionidae) a atividade proteolitica foi determinada
utilizando caseina como substrato, a atividade 6tima foi alcangada em pH 6.0, na presenca de
agente redutor (OPPERT et al., 2006). Entretanto estudos desvendaram que coleopteras nao
dependem apenas de cisteino proteases para digestdo protéicas, com base nas variedades de
ensaios, na presenca ¢ auséncia de ativadores e inibidores especificos, utilizados em
homogenatos de intestino médio (MURDOCK et al., 1987). Alguns coledpteras possuem
atividade maxima proteolitica em pH mais alcalinos, exibindo serino proteases responsaveis

pela digestdo protéica (GIRARD et al., 1998).

5.2. Atividade proteasica no trato digestivo das larvas de A. diaperinus utilizando
azocaseina como substrato: efeito do tempo e da concentracio de enzima.

A atividade enzimatica foi determinada utilizando azocaseina como substrato, para
avaliar o comportamento da atividade proteolitica em relacdo ao tempo e o efeito de
diferentes concentragdes de proteina (extrato bruto do trato digestivo de A. diaperinus).
Inicialmente, avaliamos a atividade proteolitica ao longo do tempo, bem como a quantidade
de proteina que deve ser utilizada em nossos ensaios. As proteases apresentaram atividade
enzimatica linear até 60 minutos.

Quando a quantidade de proteina foi variada, foi observado que a atividade se manteve
até 0,8 pg de proteina/uL do trato digestivo das larvas de A. diaperinus. Os resultados
observados foram avaliados em duas condi¢des distintas de tratamentos, na presenca do
agente redutor ditiotreitol (DTT) 2 mM e como controle sem o agente redutor (figura 11). Foi
observado que nas concentracdes utilizadas nesse estudo (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 pg ptn/ulL) a
atividade proteolitica aumentou linearmente nas duas condi¢des estabelecidas. Observa-se que
com o uso de DTT a atividade proteolitica foi maior, quando comparado ao controle. Na
concentracao de 0,4 pg ptn/uL, por exemplo, houve um aumento de cerca de 1,5 vezes da
atividade proteolitica na presenga do DTT, quando comparado ao controle. Na presenga do
agente redutor DTT foi observado um aumento consideravel de 71,5%, 95,6%, 74,7% ¢
95,8% na atividade proteolitica nas respectivas concentracdes de proteinas utilizadas 0,1, 0,2,

0,4, 0,8 ng de proteina/pl, quando comparado aos ensaios na auséncia de DTT (Tabela 2).
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Em muitos insetos, a presenga de proteinas soliveis no aparelho digestorio, consiste
em potentes estimulantes para sintese e secre¢do de proteases digestivas (BLAKEMORE et
al., 1995). A sintese e secrecdo dessas enzimas sdo realizadas por dois tipos de células: As
células secretoras constitutivas, presentes no intestino médio, em que ndo acumulam produtos
secretores, sendo as enzimas sintetizadas e liberadas imediatamente apds sua sintese e as
células secretoras reguladas, onde acumulam secre¢do de material que ¢ rapidamente liberado
em resposta a um sinal apropriado. Sendo a secrecao constitutiva como regra na maioria dos
insetos, com a secre¢do regulada sendo relatada em poucos dias (BLAKEMORE et al., 1995).

A digestdo ¢ geralmente organizada em uma linha de producdo, com armazenamento,
digestdo e absor¢do de alimentos ocorrendo em diferentes posi¢des ao longo do intestino. O
epitélio intestinal em digestores continuos ¢ morfologicamente, assim como funcionalmente,
diferenciado ao longo de seu comprimento. Durante o ciclo digestivo, hd mudancas
consideraveis nos niveis de enzimas digestivas do intestino médio, particularmente nos
digestores descontinuos. Isto sugere fortemente que a sintese e secrecdo de enzimas digestivas
sdo reguladas durante o ciclo digestivo (BRIEGEL e LEA, 1975).

O ditiotreitol (DTT) e o B-mercaptoetanol sdo os agentes redutores utilizados como
ativadores enzimaticos, no caso do DTT, a rea¢do sdo intramolecular e envolve a formacgao de
dois produtos de um unico reagente, assim sendo convertida em um dissulfeto ciclico
extremamente estavel (BURMEISTER et al., 1990). Estudos mostram que a redugdo do
dissulfeto pelo DTT apresenta uma constante de equilibrio mais elevada, quando comparada a
uma constante de equilibrio proxima a do monotiol, tais como o B-mercaptoetanol
(BURMEISTER et al., 1990). Nas analises, além do ganho observado na presenga do DTT,
também foi observado uma ganho de atividade na presenca do B-mercaptoetanol em uma
concentracdo de 2 mM. O DTT ¢ utilizado como agente redutor, reduzindo grupos de sulfetos,
pelo qual suas propriedades quimicas sdo relevantes no estudo de atividades enzimaticas.
Esses agentes redutores sdo obrigatoriamente utilizados para determinar a atividade
enzimatica de cisteino proteases, para garantir que a cisteina da triade catalitica esteja na
forma reduzida, impedindo formar pontes de dissulfetos. Muitas espécies de coleopteras,
cisteino proteases do tipo catepsinas sao utilizadas para digerir sua dieta no limen do intestino
médio (TERRA, 1990). Essas catepsinas sdo sintetizadas como pré-pro-enzimas e secretadas
no lumen pelas células epiteliais do intestino, pertencendo a familia da papaina de proteinas
que incluem proteinas lisossdmicas (CRISTOFOLETTI et al., 2005) que estdo envolvidas no
catabolismo proteico celular (STACHOWIAK et al., 2004).
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Figura 11: Determinacio da atividade proteolitica total em homogeneizado do trato
digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus em diferentes concentragdes de proteinas.
Diferentes niveis de atividade proteolitica no trato digestivo das larvas A. diaperinus. Nas
concentragdes 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 png de proteina/uL. em meio reacional. Diluidos em tampao
citraro/fosfato 0,1 M pH 5,6, na auséncia e na presenga de DTT 2 mM, utilizando azocaseina
1% como substrato. As sulfanilamidas liberada derivado da azocaseina foram quantificadas
colorimetricamente a 440nm. A atividade proteolitica foi quantificada em unidade de
atividade (mU), em que corresponde a concentragdo em puMol de sulfanilamida produzida por
minuto/mL. As analises foram realizadas no minimo em uma série de trés repeticdes ¢ em
triplicata. Testes estatisticos Anova e Tunkey (p < 0,05), entre as concentragdes com € sem

DTT. As barras verticais representam erro padrdo (+S.E.M).
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Tabela 3. Determinacao da atividade proteolitica em diferentes concentracdes de proteinas do

homogeneizado do trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus.

Concentragao Azocaseina Azocaseina+DTT Ganho de atividade
Proteina Enzimatica

0,2uglp 110,7 (£9,97)  *216,5 (£8,54) *95,6

0,8ug/pl 3152 (+11,8)  *617,9 (¥17,9) *95.8

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados sdo expressos em mU/ mL e aumento da atividade relativa em (%). Analises
estatisiticas apresentaram normalidade entre as médias. *Indicam diferenca significativa nas

amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).
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Em coleopteras como Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Chrysomelidae),
conhecido popularmente como praga do feijao-caupi e a lagarta da raiz do milho Diabrotica
virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae), as cisteino proteases sdo as principais enzimas
responsaveis pelo processo digestivo (KOIWA et al., 2000). Deste modo a ativagdo
proteolitica causada pelo DTT nas condi¢cdes experimentais estabelecidas sugere que a
atividade de cisteino proteases ¢ prevalente (VINOKUROV et al., 2006a). Entretanto, em
alguns insetos da ordem coledptera foram identificadas a presenca de serino proteases do tipo
tripsina, sendo extensivamente caracterizada (YAN et al., 1999). Em analises do extrato de
intestino médio de larvas de Morimus funereus (Coleoptera: Cerambycidae), também
mostraram serino proteases do tipo elastase, majoritarias e protease semelhantes a
quimotripsina e tripsina (BOZIC et al., 2008).

A atividade proteolitica foi avaliada em diferentes intervalos de tempo de 5, 15, 30 e
60 minutos (figura 12). Os resultados assinalaram maior eficiéncia na atividade proteolitica,
na presenga dos agentes redutores DTT e fB-mercaptoetanol, um ganho médio de 34,6% e
38,5% respectivamente, quando comparado ao controle. Entre a primeira ¢ ultima leitura a
atividade proteolitica aumentou em até 2 vezes em todos os tratamentos (Tabela 4). Esses
resultados sugerem a presenca de grupos tidis, no qual fazem parte de residuos de
aminoacidos especificos presentes em algumas proteases, em que entre outras propriedades
estes agentes redutores contém grupos sulfidrila dos quais sofrem oxidacdo no lugar dos
grupos tidis. Assim esses reagentes protegem os grupos tidis da cisteina, que pertencem a
triade catalitica de proteases do tipo cisteino, prevenindo sua oxidacdo (NELSON et al.,
2011). Resultado semelhante foi observado na atividade proteolitica no intestino médio de
larvas QOulema melanopus (Coleoptera: Chrysomelidae), em que ao adicionar o J-
mercaptoetanol de concentracdo de 2 mM, houve um aumento na atividade proteolitica em
64% quando comparado ao controle, em pH 4acido, indicando a presenca de cisteino proteases
(WIELKOPOLAN et, al., 2015). Atividades proteoliticas em intestinos larvais de Hypera
postica (Coleoptera: Curculionidae), foram caracterizadas e uma das propriedades observadas
mais relevantes foi o aumento da atividade proteolitica das cisteino proteases na presenga de
compostos tiol (STOREY e WAGNER, 1986), A adi¢do de tiol ativadores ditiotreitol (DTT),
B-mercaptoetanol nas concentragcdes 1 mM ou 5 mM, aumentou a atividade proteolitica de
duas a trés vezes em pH 5, utilizando azocaseina como substrato (WILHITE ef al., 2000). Em
larvas Chrysomela tremulae (Coleoptera: Chrysomelidae), a adi¢do de Ditiotreitol em uma
concentracdo de 2,5 mM resultou em uma importante ativagdo na atividade proteolitica

em pH 5,0 resultado semelhante foi observado utilizando p-mercaptoetanol em 5 mM
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Figura 12: Curva temporal da atividade proteolitica presente em homogeneizado trato
digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus na presenca de agentes redutores. Foi
utilizado extrato bruto do trato digestivo das larvas de 4. diaperinus. Em 80uL de meio
reacional em uma concentragdo de proteina de 0,4 pg de proteina/pL, utilizando azocaseina
1% como substrato para determinacdo da atividade proteolitica. Diluidos em tampdo
citraro/fosfato pH 5,6 0,1 M, na auséncia e na presenca de DTT ou -mercaptoetanol 2 mM .
O meio reacional foi incubado a 37°C por 5, 15, 30 e 60 minutos. A sulfanilamida liberada,
derivado da azocaseina foi quantificada colorimetricamente a 440nm. A atividade proteolitica
foi quantificada em pMol de sulfanilamida produzida por /mg de proteina. As analises foram
realizadas no minimo em uma série de trés repeticdes e em triplicata. Testes estatisticos
Anova e Tunkey (p < 0,05), entre as concentragcdes com e sem DTT ou f-Mercaptoetanol. As

barras verticais representam erro padrao (£S.E.M).
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Tabela 4. Atividade proteolitica presente em homogeneizado do trato digestivo das larvas de

Alphitobius diaperinus em relagdo ao tempo na presenga de agentes redutores.

B- B-
Tempo Controle DTT mercaptoetanol DTT mercaptoetanol
(minutos) Sem redutor

15 154,4 (£3,08) *207,7 (+4,30)  *197,2 (£7,36) | *34,6 (£2,79)  *32,1 (+2,86)

60 273,1 (+4,42) *367,6 (£8,45)  *399,4 (5,66) | *34,6 (+8,45)  *46,3 (+5,66)

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados sdo expressos em puMol de sulfanilamida produzida por /mg de proteina e atividade
enzimatica em (%). Andlises estatisiticas apresentaram normalidade entre as médias.

*Indicam diferenca significativa nas amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).



(CHARLES et al., 1995). Em larvas de Tenébrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), a
presenga de um ambiente redutor acarretado pela presenga de DTT 2,5 mM ou B-
mercaptoetanol 5 mM, foram responséaveis pelo aumento da atividade proteolitica de cisteino
proteases. A utilizacdo dos agentes redutores DTT e 3- mercaptoetanol foram responsaveis
pelo aumento da atividade proteolitica de tripsinas presentes no intestino médio de
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), contra o substrato BAPNA, mesmo na
presenca do inibidor de tripsina. Isso pode ser explicado pelo fato de que a estrutura
tridimensional do inibidor ¢ estabilizada por ligagcdes de dissulfeto que se reduzem na
presenca de agentes redutores, diminuindo significativamente a atividade do inibidor de
tripsina apos incubacdo (SHARMA et al., 2012). Segundo THIE e colaboradores (1990) o

DTT e B- mercaptoetanol foram capazes de inibir a atividade proteolitica de tripsina.

5.3. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade proteolitica na fracdo luminal e

epitélio intestinal de larvas de A. diaperinus.

Foram realizadas analises para avaliar o efeito do pH na atividade proteolitica do
homogeneizado do intestino médio das larvas de Alphitobius diaperinus em diferentes
intervalos de tempo, a 37°C, utilizando azocaseina 1% como substrato na presenga DTT
2 mM. A atividade proteolitica foi determinada conforme descrito no item 4.5. O perfil da
atividade proteolitica diferiu entre os valores de pH em todos os tempos avaliados,
apresentando um pH 6timo de 5,6. A atividade proteolitica foi aumentada em até duas vezes
quando comparado as andlises em pH 9,0 e em 50 % quando comparado a atividade
proteolitica em pH 7,4 (Figura 13). Os dados observados estio em concordancia com o
descrito para espécies que tem intestino médio acido, e utiliza proteases tipo cisteino e
proteases asparticas, como principais proteases digestivas, e que apresenta atividade
proteolitica 6tima na faixa entre pH 4,0 ¢ 6,0 (WIEMAN e NIELSEN, 1988). Como o
homogeneizado do intestino médio das larvas de A. diaperinus, nos pH 5,6, 7,4 ¢ 9,0,
apresentou atividade proteolitica, estes resultados sugerem a presenca de diferentes proteases.
TERRA e colaboradores (1985) observaram resultados semelhantes em diferentes pHs, onde
foram detectadas serino proteases do tipo tripsina, quimotripsina e cisteino proteases em
larvas de Tenebrio molitor (Coledptera; Tenebrionidae).

Nesses animais, os autores observaram que o pH determinante para atividade maxima
de suas proteases parece moldar-se pela presenca majoritaria da cisteino proteases no intestino

médio anterior levemente mais 4cido, enquanto as serino proteases desenvolveram atividade
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Figura 13: Curso temporal da atividade proteolitica do homogeneizado do trato
digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus em diferentes valores de pH. Foram
utilizados extratos brutos do intestino médio das larvas A. diaperinus. Em 80uL de meio
reacional a concentracdo de proteina foi de 0,4 ug de proteina/pL, utilizando azocaseina 1%
como substrato para determinacdo da atividade proteolitica. Diluidos em tampdes
citrato/fosfato pH 5,6, PBS pH 7,4, Tris-HCI pH 9,0, todos 0,1 M. O meio reacional foi
incubado a 37°C e medidas nos diferentes intervalos de tempo: 2, 5, 10, 20 e 30 minutos. A
sulfanilamida liberada, derivado da azocaseina foi quantificada colorimetricamente a 440nm.
A atividade proteolitica foi quantificada em pMol de sulfanilamida produzida por /mg de
proteina. As andlises foram realizadas no minimo em uma série de trés repeticdes e em
triplicata. Testes estatisticos Anova e Tunkey (p< 0,01*%), (p<0,001**%*), entre os valores de

pH e tempos. As barras verticais representam erro padrao (£S.E.M).
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proteolitica na por¢do posterior do intestino médio, mais alcalino. Além disso, sabe-se na
literatura, que as cisteino proteases sdo sintetizadas como zimogénios inativos que podem ser
ativados quando incubados em pHs acidos (COLLINS et al., 2004). Cisteino proteases de
coleopteras, no entanto, normalmente apresenta valores de pH de atividade 6tima mais baixos,
correspondendo ao baixo pH do limen intestinal destes insetos (CRISTOFOLETTI et al.,
2005). Em Aegorhinus superciliosus (Coledptera: Curculionidae), a atividade proteolitica
demostrou a presenca de serino proteases do tipo tripsina e quimotripsina, como principais
proteases digestivas. Entretanto, foi observado trés picos de atividade proteoliticas distintos
em pH 5,0, 8,0 e 10,0 utilizando azocaseina como substrato, em que a atividade maxima foi
em pH 8,0 (MEDEL et al., 2015). Este pH para hidrélise maxima indicam a presenca de
tripsina e quimotripsina, além disso, a faixa de pH 6timo de 7,0 para 10 foram reportadas para
tripsinas de muitos insetos de diferentes ordens (HOSSEINI-NAVEH et al., 2009), desde
entdo as cisteino proteases sdo mais frequentes em pH mais acidos (REECK et al., 1999). As
larvas de Acromyrmex subterraneus (Hymenoptera: Formiccidea), demostraram uma grande
diversidade de enzimas, com diferentes niveis de atividade, visto que a por¢ao anterior do
intestino médio, o pH variou de neutro para acido, em uma faixa de pH 6,8 para 3,0 ¢ a
porcdo posterior variou de acido para alcalino de 5,2 para 7,6, estas caracteristicas sugere que
o pH das diferentes regides no intestino médio otimiza a atividade proteolitica de diferentes
proteases (ERTHAL et al, 2007). Em larvas Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tenebrionidae) o pH na porgdo anterior do intestino médio ¢ de 5,9 e a porcao posterior
apresentou um pH mais alcalino de 7,9, as proteases foram localizadas nas regides de pH
otimo para atividade proteolitica, sugerindo a presenca de compartimentalizagdo das
atividades enzimaticas presentes em larvas de 7. castaneum (OPPERT et al., 2005).
Determinar a atividade proteolitica em diferentes temperaturas tem como objetivo
avaliar a temperatura 6tima dos diferentes tipos de enzimas na qual a velocidade de reagdo ¢
maxima. Para as andlises os intestinos foram fracionados em fracdo luminal e epitélio
intestinal, obtido apds a remor¢do do intestino médio inteiro, seguido pela separagdo do
conteudo do luminal do tecido epitelial de larvas de A. diaperinus. Esse material foi
homogeneizado separadamente em tampao PBS (fosfato de s6dio 10 mM, NaCl 0,15 mM pH
7,4) com DTT 2 mM. A atividade proteolitica foi determinada conforme descrito no item 4.5.
A atividade proteolitica foi determinada nas temperaturas de 37 °C e 28 °C nos pHs 4,5, 5,6,
7,4 ¢ 9,0 (figuras 14A e 14B). No entanto, temperaturas mais elevadas ndo foram testadas,
pois a maioria dos estudos que relacionam a temperatura e os estagios de desenvolvimento

das larvas e adulto de A. diaperinus leva em considerago o intervalo entre 20 °C e 38 °C
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Figura 14: Efeito da temperatura na atividade proteolitica do trato digestivo das larvas
de Alphitobius diaperinus em diferentes pHs. Atividade proteolitica medida ao incubar
amostras contendo limen ou tecido epitelial das larvas A. diaperinus nas temperaturas 37 °C e
28 °C. Em 80 pL de meio reacional a concentragdo de proteina foi de 0,4 pg de proteina/puL,
utilizando azocaseina 1% como substrato para determinacdo da atividade proteolitica.
Diluidos em tampoes citrato/fosfato pH 4,5 ¢ 5,6, PBS pH 7,4, Tris-HCI pH 9,0 todos
0,1 M. A sulfanilamida liberada, derivado da azocaseina foi quantificada colorimetricamente
a 440 nm. A atividade proteolitica foi quantificada em unidade de atividade (U), em que
corresponde a concentragcdo em puMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina.
As andlises foram realizadas no minimo em uma série de trés repeticdes e em triplicata.
Testes estatisticos Anova e Tunkey (p< 0,01*%), (p<0,001***) e (ns) ndo significativo. As

barras verticais representam erro padrao (+S.E.M).
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(RUEDA et al., 1996), uma vez que temperaturas muito elevadas sdo impraticaveis nas
condi¢des em que vivem.

Os resultados confirmam que o pH 6timo para essa atividade esta na faixa de pH 5,6.
Em todos os valores de pH testados a temperatura de 28 °C apresentou uma atividade bem
menor a de 37 °C. Além do pH, foi aferida a atividade proteolitica em diferentes por¢des do
intestino médio para avaliar a distribui¢do das enzimas de digestdo inicial e final. Apos as
analises foi observado a presenca da atividade proteolitica nos extratos enzimadticos do
contedo luminal e do epitélio instestinal em todos os pH testados e nas temperaturas de
37 °C e 28 °C. Visto que, os resultados demonstraram que a atividade protedsica, concentrou-
se na fracdo do limen. As proteases de maneira geral estdo subdivididas em subclasses, com
base no seu mecanismo catalitico, como vem sendo demonstrado através da utilizacdo de
reagentes especificos ou efeito do pH (PARDE, 2019), de tal modo que os resultados
demonstraram que ambas as amostras apresentaram diferentes picos de atividade proteolitica
em todos os pHs analisados, sugerindo a presenca de diferentes tipos de proteases (Tabela 5).

Na figura 14A foi observado o pico maximo de atividade proteolitica no conteudo
luminal em pH 5,6 em uma temperatura de 37°C, exibindo uma atividade especifica de 13,5
U/mg de proteina, cerca de 80% mais elevada, quando comparada a atividade especifica
observada no homogeneizado do epitélio intestinal, que apresentou uma atividade de
1,7 U/mg de proteina nas mesmas condigdes experimentais. Visto que a maioria das proteases
digestivas ¢ secretada para o conteudo luminal e a atividade proteolitica gerada no
homogeneizado do tecido epitelial do intestino médio de A. diaperinus foi muito menor
quando comparado ao contetido luminal. Nao foi detectada atividade proteolitica residual nas
analises realizadas nos extratos brutos das diferentes dietas utilizadas nos experimentos
(Dados nao mostrados). Proveniente aos componentes majoritarios das dietas como
carboidratos e proteinas seja de origem vegeta. Grandes niimeros de proteases estdo presentes
em diferentes espécies de vegetais, e em diferentes partes, como em folhas, flores e frutos de
varias espécies vegetais (SHEWRY ez al., 1999). Os ensaios no tecido epitelial nas larvas de
A. diaperinus foram importantes, pois algumas das enzimas presentes no limen do intestino
médio sdo produzidas e secretadas por estes tecidos, por outro lado algumas das enzimas
presentes no conteiido luminal, contudo ausente na fragdo epitelial, indicando que essas
enzimas podem ser oriundas de outras fontes (ERTHAL et al., 2007). O epitélio intestinal ¢
constituido de diferentes tipos de células, entre elas se encontram as células colunares, que
podem assumir diferentes formas e podem estar envolvidas na secre¢do das enzimas

digestivas, de modo que essas enzimas sdo compartimentalizada pela membrana peritrofica
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Tabela 5. Efeito da temperatura na atividade proteolitica, presente na fragdo luminal e na

fragdo epitelial do intestino médio de larvas de Alphitobius diaperinus em diferentes pHs

10,0(:0,3) 13,5(x0,4) 10,7(20,4) 6,98(x0,5) | 76,7(x2,7) 100(£3,1) 81,6(x2,7) 53,5(x4,1)

Tecido epitelial | *0.57(0,1) *1,47(0,1) *1,03(£0,1) *1,17(x0,2) | 4,36(1,3) 11,3(21,0) 7,66(1,4) 9,02(x1,4)

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados sdao expressos em puMol de sulfanilamida produzida por /mg de proteina e atividade
proteolitica em (%). Analises estatisiticas apresentaram normalidade entre as médias.

*Indicam diferenca significativa nas amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).
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e posteriormente permeiam diretamente para o contetido luminal (CHAPMAN et al., 1985).
Na figura 14A e 14B demonstrou o efeito na reducdo da temperatura reacional para
28°C, sobre a atividade proteolitica nos homogeneizado do contetido luminal e do tecido
epitelial, nos mesmos pHs utilizados anteriormente para temperatura de 37 °C, de tal modo
que foi observada uma reducdo significativa na atividade proteolitica em todos os pHs
testados, tanto para o homogeneizado do contetido luminal, quanto para homogeneizado do
tecido epitelial. No entanto o pico de maior atividade proteolitica em 28 °C, também ocorreu
em pH 5,6, no homogeneizado do contetido luminal foi de 3,84 U/mg de proteina, seguindo o
perfil da atividade proteolitica quando as analises foram realizadas a 37 °C, entretanto houve
uma reducdo em cerca de 70% na atividade proteolitca no homogeneizado do contetido
luminal quando a temperatura de reacdo passou de 37°C para 28°C. Comportamento
semelhante foi observado em enzimas digestivas das larvas de Sphenophorus Levis
(Coleoptera: Curculionidae), bicudo da cana-de-agucar), em que foi caracterizada uma
catepsina-L, responsavel pela protedlise digestiva no intestino médio de suas larvas, em que a
catepsina-L exibiu uma atividade proteolitica 6tima em 37°C, no entanto em testes realizados
para avaliar a estabilidade térmica deste subtipo de cisteino protease, a atividade proteolitica
sofreu perda significativa, quando a temperatura de incubagdo foi reduzida para 20°C
(FONSECA et al., 2012). Como visto nas analises do homogeneizado do tecido epitelial das
larvas de A. Diaperinus, a atividade proteolitica foi menos eficiente nas temperaturas e em
todos os pHs testados, quando comparados aos resultados obtidos com o homogeneizado do
contetdo luminal (figuras 14A e 14B). Para melhor entender os mecanismo dos mais diversos
tipos de proteases em diferentes espécies de insetos BOZIC e colaboradores, (2003),
detectaram e caracterizou a presenga de leucil-aminopeptidase no intestino médio das larvas
Morimus funereus (Coleoptera: Cerambycidae), em que foi avaliado o efeito da temperatura
na atividade proteolitica desta protease. Foi medida em uma faixa entre 2°C a 70°C,
monitorando a hidrolise do substrato L-leucina-p-nitroanilida (LpNA). A leucil-
aminopeptidase teve atividade maxima em 40°C e 25% da atividade maxima a 60 °C. A
enzima foi completamente desnaturada a 70°C. Por outro lado, a atividade a 10°C concebeu
apenas 20% da atividade maxima. Como a maioria das reagdes enzimadticas, a taxa de
liberagdo de corante "azo” do substrato azocaseina por proteases de Glyphodes pyloalis
(Lepidoptera: Crambidae), aumenta a medida que a temperatura ¢ elevada. No caso destas
enzimas, como em outras enzimas, as atividades sdo prejudicadas em temperaturas acima de

50°C.
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5.4. Efeito de inibidores especificos e ativador enzimatico na atividade proteolitica tota,
no homogeneizado do trato digestivo de larvas de A. diaperinus.

Foi avaliado o comportamento enzimatico das diferentes proteases presentes no
homogeneizado do trato digestivo das larvas do A. diaperinus, na presenca dos inibidores
especificos de cisteino proteases E-64 e serino proteases PMSF, em diferentes pHs (figura
15). A atividade proteolitica na presenga dos inibidores especificos foram determinadas em
uma faixa mais ampla de pH, sendo eles os seguintes: pHs 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0,
8,5, 9,0, utilizando azocaseina como substrato. Quando comparado ao controle o perfil da
atividade proteolitica nos diferentes valores de pH, diferiu na presenca dos inibidores PMSF e
E-64 especificos de serino proteases e cisteino proteases. Embora o pH de atividade 6tima
observados para os trés experimentos tenha sido na faixa acida a atividade proteolitica
maxima foi observada na faixa de pH 5,0 a 6,0, para o controle e na presenca do PMSF,
entretanto na presenca do E-64 a atividade a partir do pH 5,0 permaneceu linear, variando
muito pouco (figura 15 e tabela 6).

Para determinarmos precisamente qual classe de enzima foi responsavel por cada pico
de atividade enzimatica, foram utilizados inibidores especificos, E-64 ¢ PMSF. Quando
adicionado o inibidor E-64 a uma concentracdo 10 pM, foi observado uma reducdo na
hidrolise do substrato azocaseina sobre condi¢des acidas em 55%, em toda faixa de pH
analisada. Na presenca de PMSF a 100 puM, a reducdo ocorreu na faixa de pH alcalino, entre
7,0 e 9,0. Entretanto ndo foi observada inibicdo pronunciada quando comparadas as analises
realizadas com E-64. A ingestdo cronica de inibidores de proteases pelos insetos leva a
reducdo da digestdo proteolitica, interferindo consequentemente a disponibilidade de
aminoacidos essenciais, necessarios para crescimento, desenvolvimento e reproducdo (ZHU-
SALZMAN et al., 2003). A determinacdo da atividade proteolitica no homogeneizado do
trato digestivo das larvas de 4. diaperinus foi testada na presenca de inibidores, conforme a
metodologia descrita no item 4.5 e 4.6. Devido a alta tendéncia de oxidagdo do grupo tiol,
comumente se fez necessario a presenca de agente redutor DTT na concentracdo 2 mM, em
meio reacional para catalise das cisteino proteases, que foi inibida por acido iodo acético, E-
64, lodoacetamida, entre outros inibidores (SUMANTHA et al., 2006).

A atividade proteolitica foi sensivel a inibigdo por PMSF, um inibidor classico de
serino proteases, em pH mais alcalinos 7,4 ¢ 9,0, (BARRETT, 2001), igualmente ocorrido
com os inibidores da familia kunitz, SBTI (SONG et al., 1998) e aprotinina (LASKOWISKI
et al., 1980), que apresentaram inibi¢do na atividade proteolitica em pH 5,6 ¢ 9,0 para SBTI e

pH 5,6,7.4¢€9,0 para aprotinina (figuras 16 17 e 18).
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Figura 15: Efeito dos inibidores E-64 e PMSF sobre a atividade proteolitica do
homogeneizado do trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus em diferentes
pHs. Foram utilizados extratos brutos do trato digestivo das larvas A. diaperinus. As analises
foram realizads em 80uL de meio reacional em uma concentragdo de proteina de 0,4 pg de
proteina/uL, utilizando azocaseina 1% como substrato para determinagdo da atividade
proteolitica. A atividade proteolitica foi determinada nos pHs, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 7.5, 8,0,
8,5, 9,0. Diluidos nos tampdes citrato-fosfato 3,0 — 7,0 0,1 M, fosfato 6,0 — 8,0 0,1 M ¢
Tris-HCI1 8,0 — 9,0 0,1 M, na presenga de DTT 2 mM. Os azopeptideos liberados derivado da
azocaseina foram quantificados colorimetricamente a 440 nm. A atividade proteolitica foi
quantificada em unidade de atividade (U), em que corresponde a concentragdo em pMol de
sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina. As analises foram realizadas no minimo
em uma série de trés repeti¢cdes ¢ em triplicata. Testes estatisticos Anova e Tunkey (p< 0,05.

As barras verticais representam erro padrao (£S.E.M).
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Tabela 6. Determinagao da atividade proteolitica em diferentes pHs do homogeneizado trato

digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus.

3,41 462  *579  *541 *5,52 *5,74 *579  *540  *5,51
(£0,31)  (£0,23) (¥0,42) (¥0,45)  (%0,42) (£0,43)  (0,45) (#0,28) (0,33)

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados sdo expressos em (U) pMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina.
Anadlises estatisiticas apresentaram normalidade entre as médias. *Indicam diferenca

significativa nas amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).
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Além disso, foi observado uma reducdo da atividade proteolitica contra inibidor
TLCK, um inibidor sintético de serino proteases e cisteino proteases (SHAW et al., 1965) em
pH 5,6, 7,4 ¢ 9,0 respectivamente (figuras 16, 17 ¢ 18). O inibidor E-64 é amplamente
utilizado como padrao para identificacdo de cisteino proteases (SREEDHARAN et al., 1996).
Nas andlises realizadas no homogeneizado do intestino médio das larvas de 4. diaperinus, foi
observado uma forte inibi¢do da atividade proteolitica nos diferentes valores de pH 5,6, 7,4 ¢
9,0. Acompanhando o mesmo potencial inibitorio do E-64, inibidores especificos de cisteino
proteases, os derivados iodados da Iodoacetamida e acido iodoacético, inibiram a atividade
proteolitica em todos os valores de pH testados, quando foi avaliado contra o homogeneizado
do trato digestivo das larvas A.diaperinus (figuras 16, 17 e 18), e esses derivados sdo
frequentemente utilizados como reagentes alquilantes sulfidrilico, que reagem com grupos
SH, nos processos cataliticos das enzimas, predominantemente cisteino proteases
(ALBRECHT et al., 1993).

Os fluoretos de sulfonila inibem a maioria das serino proteases, tais como
quimotripsina (FAHRNEY et al., 1963), tripsina (BAKER et al., 1968), elastase (LIVELY et
al., 1978), esses compostos reagem com a hidroxila dos residuos de serina presente no sitio
ativo dessas enzimas, como quimotripsina, € formam um derivado sulfonilico estavel (GOLD
et al., 1964). Nossos resultados demostraram que o inibidor de serino proteases PMSF na
concentracdo 100 pM, foi menos eficientes em pH 5,6 inibiu 5,98 % a atividade proteolitica,
em azocaseina como substrato, quando comparado a inibi¢ao nos pH 7.4 € 9,0 que inibiram
16,9 % e 31,3 % respectivamente (figuras 16, 17 e 18). Resultados semelhantes foram
observados em larvas de Morimus funereus (Coleoptera: Curculionidae), foi observada uma
reducdo de 30 % na atividade proteolitica, na adicdo de PMSF na concentracdo de 10 mM, em
pH 9.0, afirmando que as serino proteases do tipo tripsina sdo a principal protease do intestino
médio anterior das larvas de M. funereus (LONCAR et al., 2010). Em estudos realizados em
larvas de Ectomyelois ceratoniae (Lepidoptera: Pyralidae), foram observados diferentes niveis
de inibigdo da atividade proteolitica por PMSF, adicionado & amostra, nas concentragdes 1,0,
3,0 e 5,0 mM, inibindo 37 %, 63 % e 88 % respectivamente, em pH 9,0 revelando uma
diminui¢do significativa da atividade proteolitica no homogeneizado do intestino médio das
larvas desses insetos, confirmando a participacdo de proteases tipo tripsina na digestdo das
proteinas (RANJBAR et al., 2014). Em larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae), a atividade proteolitica foi determinada pela contribuicdo das diferentes
classes de proteases presentes no intestino médio anterior, levemente acido e intestino

médio posterior mais alcalino, essas caracteristicas foram essenciais nos resultados obtidos,
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Figura 16: Efeito das diferentes classes de inibidores sobre a atividade proteolitica no
homogeneizado do trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus em pH 5,6. Foram
utilizados homogeneizados do trato digestivo das larvas de 4. diaperinus. Em 80pL de meio
reacional a concentragdo de proteina foi de 0,4 ug de proteina/uL, utilizando azocaseina 1%
como substrato para determinacdo da atividade proteolitica. Na presenca ou auséncia de
inibidores. Diluidos em tampao citraro/fosfato pH 5,6 0,1 M. 0,15 M NaCl. O meio reacional
foi incubado a 37°C, por 30 minutos. Os azopeptideos liberados derivado da azocaseina foram
quantificados colorimetricamente a 440 nm. A atividade proteolitica foi definida em (%).
Testes estatisticos Anova e¢ Tunkey (P<0,05%), (p< 0,01*%), (p<0,001***) e (ns) ndo

significativo. As barras verticais representa erro padrao (+=S.E.M).
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Figura 17: Efeito das diferentes classes de inibidores sobre a atividade proteolitica no
homogeneizado do trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus em pH 7,4. Foram
utilizados homogeneizados do trato digestivo das larvas de 4. diaperinus. Em 80uL de meio
reacional a concentragdo de proteina foi de 0,4 pg de proteina/pL, utilizando azocaseina 1%
como substrato para determinacdo da atividade proteolitica. Na presenca ou auséncia de
inibidores. Diluidos em tampdo PBS pH 7,4 0,1 M. 0,15 M NaCl. O meio reacional foi
incubado a 37°C, por 30 minutos. Os azopeptideos liberados derivado da azocaseina foram
quantificados colorimetricamente a 440 nm. A atividade proteolitica foi definida em (%).
Testes estatisticos Anova e Tunkey (P<0,05%), (p< 0,01*%), (p<0,001***) e (ns) ndo

significativo. As barras verticais representa erro padrao (+=S.E.M).
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Figura 18: Efeito das diferentes classes de inibidores sobre a atividade proteolitica no
homogeneizado do trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus em pH 9,0. Foram
utilizados homogeneizados do trato digestivo das larvas de A. diaperinus Em 80uL de meio
reacional a concentragdo de proteina foi de 0,4 ug de proteina/uL, utilizando azocaseina 1%
como substrato para determinacdo da atividade proteolitica. Na presenca ou auséncia de
inibidores. Diluidos em tampao Tris-HC1 pH 9,0 0,1 M. 0,15 M NaCl. O meio reacional foi
incubado a 37°C, por 30 minutos. Os azopeptideos liberados derivado da azocaseina foram
quantificados colorimetricamente a 440 nm. A atividade proteolitica foi definida em (%).
Testes estatisticos Anova e¢ Tunkey (P<0,05%), (p< 0,01*%), (p<0,001***) e (ns) ndo

significativo. As barras verticais representa erro padrao (+=S.E.M).
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em que o PMSF na concentra¢do 1,0 mM inibiu 36% da atividade proteolitica em pH 5,6 e
em pH 7,9 o PMSF inibiu cerca de 77% da atividade proteolitica, utilizando azocaseina como
substrato para ambas as andlises (VINOKUROV et al., 2006a). Nao foi observado potencial
inibitério do PMSF contra o homogeneizado do intestino médio dos adultos de Aegorhinus
superciliosus, (Coleoptera Curculionidae) (MEDEL et al., 2015). Além disso, foram
observados 80 % de inibicdo da atividade proteolitica, quando adicionado inibidor especifico
de serino protease PMSF, estes resultados, sugere que a serino proteases, sdo responsaveis por
grande parte da atividade proteolitica do intestino médio das larvas de O. coerulescens
(SHARIFT et al., 2012). Visto que a digestdo de alimentos por serino proteases, ¢ mais
comum em lepidopteras (OPPERT et al., 2003). Contudo, foram detectada atividade das
cisteino proteases no intestino médio de algumas lepidopteras, pode ser devido a sobre-
expressdo de cisteino proteases quando exposta aos inibidores de tripsina, ou sua produgdo
por bactérias intestinais simbiontes associados a esses insetos (VISOTTO et al., 2009).

O inibidor de tripsina da soja SBTI na concentragdo de 0.125pg.pL™", foram capazes
de inibir a atividade proteolitica das proteases presentes no homogeneizado do trato digestivo
das larvas de A. diaperinus em pH 5,6 ocorreu uma inibi¢do de 11,7%, em pH 7,4 o inibidor
ndo apresentou eficiéncia e em pH 9,0 a atividade proteolitica inibiu 24,3%, figurasl6, 17 e
18. O inibidor SBTI ¢ mais frequentemente utilizado para reconhecer enzimas do tipo tripsina
(MEDEL et al., 2015). A atividade proteolitica maxima em pH 8,0 observada no intestino
médio dos adultos de Aegorhinus superciliosus, (Coleoptera: Curculionidae), foi
significantemente reduzida em 80% por SBTI na concentracdo 0,1 mM, indicando
principalmente presenga de proteases alcalinas (MEDEL et al., 2015). A atividade proteolitica
maxima em pH alcalino indica a presenga proteases semelhante a tripsina e quimotripsina,
além disso, foi observada uma faixa de atividade proteolitica méaxima para tripsina entre o pH
7,0 e 10,0 em varios insetos para diferentes ordens (HOSSEINI-NAVEH ez al., 2009).
Embora estudos sugiram que muitos coleopteros utilizam cisteino proteases como principal
enzima no processo digestivo, analises relataram a presenca de proteases tipo tripsina no
intestino médio de Tenebrio molitor (LEVINSKY et al., 1977). Além disso, o SBTI foi
capaz de inibir atividade proteolitica de proteases digestivas de varios lepidopteras, lagarta da
rosca, Agrotis ipsilon Hufnagel; lagarta da espiga, Helicoverpa zea, lagarta da maga, Heliothis
virenscens (PURCELL et al., 1992) e coleopteras tais como bicudo do algodoeiro (FRANCO
et al., 2003).

Analises realizadas no homogeneizado do trato digestivo das larvas de A. diaperinus

com inibidor aprotinina, também referido como inibidor de tripsina pancreatico bovina e um

79



Tabela 7. Efeito de inibidores especificos sobre atividade proteolitica de proteases presentes

no trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus.

Ccomroe | - | o0 | o

| aprotinina | 20um | wrowise | tragsa) | zedees
ek | ooum | 7eae2an | ceseesen | aoreaso
lodoacetamida | to0um | ‘stswezn | asaeean | stseis

| | Controle Inibidor | Controle Inibidor | Controle Inibidor

11,9(£0,48) 9,79(0,56) | 6,09(20,07)  4,38(20,14)
10,1(£0,39) 2,46(0,48) | 5,39(0,21)  3,20(0,21)
12,0(£0,28) 6,53(+1,00)|9,30(0,11)  6,34(0,14)

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados sdo expressos em (U) pMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina
e inibi¢do da atividade enzimadtica em (%). Analises estatisiticas apresentaram normalidade

entre as médias. *Indicam diferenga significativa nas amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).
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dos membros mais estudados da familia kunitz de inibidores (FRITZ et al., 1983), inibiu
apenas 17% da atividade proteolitica em pH 5,6 ¢ 7,4, entretanto, em pH 9,0 inibiu cerca de
28% da atividade proteolitica na concentragdo de 20 uM (figuras 16, 17 e 18). Um resumo dos
resultados obtidos ¢ apresentado na tabela 7A e 7B. Resultado semelhante foi observado no
intestino médio das larvas Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), a atividade
proteolitica foi inibida por aprotinina em 50%, na concentracdo 3,85 uM em pH 8,2
(OLIVEIRA et al., 2005). Varios estudos evidenciaram a presenca de serino proteases em
intestino médio de varias espécies de lepidopteras (VALAITIS et al., 1999), entretanto
estudos revelaram que o efeito inibitério de diferentes concentragdes de aprotinina
na atividade proteolitica de cisteino proteases em A. gemmatalis, ndo foram significativas,
tanto para a fragdo solivel, quanto para a fracdo insoluvel (GOMES, et. al., 2011). Em
Zabrotes subfaciatus foi isolada uma serino protease responsavel pela hidrolise do inibidor de
a-amilase comum em Phaseolus vulgaris, com atividade maxima em pH 8,8, inibida cerca de
90% por aprotinina em uma concentragdo de 250 uM (SILVA et al., 2001). As cisteino e
serino proteases requerem diferentes pHs e condigdes ideais para ativagdo e maxima atividade
proteolitica, em intestino médio das larvas de Tenébrio molitor, foi verificado que a
aprotinina ndo foi efetiva em meio 4acido, inibindo apenas 5% da atividade, ao contrario no
que ocorreu em pH mais alcalino, inibindo cerca de 83% da atividade proteolitica (NORMAN
et al., 1990).

Em analises posteriores, foi observado uma redugdo significativa na hidrélise do
substrato azocaseina pelo inibidor TLCK, quando adicionado ao homogeneizado do trato
digestivo das larvas de A. diaperinus, nos diferentes pH analisado: pH 5,6 uma inibicao de 78
%, pH 7,4 inibigdo de 67% e pH 9,0 inibiu cerca de 40% da atividade proteolitica, figuras
16, 17 e 18. Esses inibidores de proteases tendem a formagdo de complexos estaveis a o se
ligar com as enzimas proteoliticas, provocando a inativagdo das mesmas, (MOSOLOV et al.
2001). Segundo SHAW e colaboradores, (1965) os clorometil cetonas, (TLCK) sdo inibidores
irreversiveis de serino proteases que promove alquilacdo do residuo de histidina da triade
catalitica da tripsina, esquema proposto na figura 4. Entretanto estudos realizados comprovam
que esta classe de inibidores, apresentam um alto potencial inibitério contra cisteino
proteases, promovendo alquilagdo no residuo de cisteina presente no sitio ativo desta enzima,
formando um tioéter irreversivel, figura 4 (JAMES et al., 2002). A presenca de uma regido
reativa do inibidor favorece a interagdo do inibidor com o sitio ativo da enzima, competindo
diretamente com o substrato natural da enzima (SILVA et al., 2005). Em larvas de Diabrotica

virgifera o inibidor de cisteino e serino proteases TLCK, reduziu a hidrolise do substrato
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especifico de cisteino proteases Z-phe-arg-AMC em 90 %, em condigdes acidas em pH 4,5,
na concentragdo de 25 puM, resultados semelhantes foram obtidos quando as analises foram
realizadas em meio alcalino, pH 9,0, pH 6timo para serino proteases (BOWN et al., 2004a).
Combinagdes de serino e cisteino proteases tém sido reportadas em muitos coledpteros
(HOSSEINI-NAVEH et al., 2007). Em larvas de Osphranteria coerulescens (Coleoptera:
Cerambycidae), a atividade proteolitica foi fortemente inibida por TLCK, em pH 8,0,
utilizando azocaseina como substrato, cerca de 68 %. Analises realizadas no intestino médio
das larvas de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), o inibidor TLCK, inibiu em
mais de 80% a atividade proteolitica de cisteino proteases em pH 4,2 na concentragdo 1 pM,
contra o substrato caseina (OPPERT et al., 2003). Segundo OPPERT, (2003), dado ao tipo de
inibidor utilizado, a atividade proteolitica 6tima em pH acido, corresponde preferencialmente
atividade enzimatica de cisteino proteases, e quando o pH 6timo da atividade proteolitica esta
na faixa alcalina corresponde atividade de serino proteases.

O inibidor especifico de cisteino proteases, E-64, em uma concentragdo de 10 puM,
reduziu significativamente a hidrolise do substrato azocaseina, quando adicionado ao
homogeneizado do trato digestivo das larvas de A. diaperinus, quando testado em diferentes
valores de pH. Em pH 5,6 inibiu 55,7%; em pH 7,4 inibiu cerca de 52,7% e em pH 9,0
inibiu 48,2% figuras 16, 17 ¢ 18. Em Diabrotica undecimpunctata howardi (Coleoptera:
Chrysomelidae), a atividade proteolitica foi reduzida em torno de 80%, quando utilizado
inibidor especifico de cisteino proteases E-64, em pH 6,2 em concentragdo de 10 pM,
resultado estabelecido em uma curva dose—resposta deste inibidor (FABRICK et al., 2002).
Estes resultados sugerem que a cisteino proteases ¢ a principal classe de enzima digestiva do
extrato do intestino médio deste inseto praga (FABRICK et al., 2002). Em larvas de Tenebrio
molitor, a distribuicdo das proteases digestivas no intestino médio sdo difundidas em um
contexto espacial e compartimentado, em que o pH do meio € o fator preponderante para essa
distribuicdo (TERRA e FERREIRA, 1994). Intestino médio anterior o pH € acido em torno de
pH 5,2 — 5,6, e no intestino médio posterior o pH ¢ alcalino, variando entre 7,8 — 8,2. As
andlises das diferentes classes de proteases distribuidas pelo intestino médio anterior e
posterior das larvas de 7. molitor, em que a atividade proteolitica foi avaliada através do
extrato do intestino médio anterior em pH 5,6 utilizando azocaseina como substrato e adi¢ao
do inibidor especifico de cisteino proteases E-64, onde foi observado uma redugdo na
atividade enzimatica em 64%, entretanto o PMSF, inibidor especifico de serino proteases
reduziu em 36% da atividade no mesmo pH (VINOKUROV et al., 2006a). Em extrato do

intestino médio posterior das larvas de T. molitor em pH 7,9, o E-64 ¢ o PMSF inibiram a
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atividade proteolitica em 20% e 76% respectivamente (VINOKUROV ef al., 2006a).
Resultado semelhante foi observado em nossas analises com homogeneizado do trato
digestivo das larvas de 4. diaperinus em pH 5,6, em que o PMSF inibiu apenas 6% da
atividade proteolitica, entretanto o inibidor E-64 inibiu em torno de 56% no mesmo pH. Este
resultado sugere que a cisteino protease ¢ responsavel majoritaria da atividade proteolitica no
intestino médio das larvas de A. diaperinus. Entretanto, nossas analises em pH alcalino, foi
observado um acréscimo consideravel da inibi¢do do PMSF em 31% contra o homogeneizado
do trato digestivo das larvas de A. diaperinus, este aumento de inibicdo da atividade
proteolitica do inibidor especifico de serino protease PMSF esta correlacionado ao pH 6timo
de atividade proteolitica das serino proteases (BOWN et al., 2004a).

Analises com o inibidor E-64 em homogeneizado do intestino médio de
Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus, contra o substrato especifico de cisteino
proteases Z-PheArg-MCA, em pH 6,0, reduzindo por completamente a atividade proteolitica,
sugerindo a presenca de cisteino proteases em ambas as espécies (SILVA et al., 2001).
Contudo foi observado uma reducdo na atividade proteolitica em 54 %, e 55 %, em
Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus, respectivamente, quando o inibidor
especifico de serino protease do tipo aprotinina, foi adicionado ao homogeneizado do
intestino médio, de ambas as espécies, utilizando o substrato Z-Phe-Arg-MCA em pH 6,0
(SILVA et al., 2001). A atividade proteolitica foi inibida por iodoacetamida, quando
adicionado a o homogeneizado do intestino médio das larvas de A. diaperinus em pH 5,6 foi
observado uma inibigdo de 51,5 % em pH 7,4 a inibicdo foi de 45,7 % e 31,8 % de inibi¢do
em pH 9,0, figuras 16, 17 e 18. Semelhantes aos resultados obtidos no intestino médio das
larvas de Lissorhoptrus brevirostris (Coleoptera: Curculionidae), cujo nome popular €
bicheira-da-raiz, que ¢ um gorgulho responsavel por ocasionar danos a cultura do arroz. A
atividade proteolitica foi reduzida por iodoacetamida (1,0 mM) em pH 5,0 (67 %) e pH 7,5
(37 %), ndo apresentando inibigdio em pH 9,0 (HERNANDEZ et al., 2003). Segundo
HERNANDEZ e colaboradores (2003), estes resultados sugerem que a atividade proteolitica
ocorre em uma gama de valores de pH, de acido a alcalino, onde inibidores especificos de
serino proteases foram mais eficiente em pH alcalino e os inibidores especificos de cisteino
proteases mais eficazes em pH mais acidos, sugerindo que essas espécies de insetos possuem
um sistema digestivo baseado em classes de proteases com mecanismos distintos. Entretanto
analises em intestino médio das larvas de Homalinotus coriaceus (Coleoptera:
Curculionidae), uma das principais pragas da cultura do coqueiro, o inibidor iodoacetamida (1

mM), ndo foi eficiente na redugdo da hidrolise do substrato azocaseina em pH 5,0 inibindo
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apenas 8 % da atividade proteolitica (MACEDO et al., 2011). Larvas e adultos da maioria das
Curculionidae estudadas apresentam sistemas proteoliticos complexos no processo digestorio
sendo identificadas cisteino, serino e aspartil proteases no intestino médio desses insetos
(ALFONSO et al., 2003). Em adultos de Cosmopolites sordidus (Coleoptera: Curculionidae),
popularmente conhecido como moleque da bananeira, uma das mais sérias pragas do plantio
de bananas (RUKAZAMBUGA et al., 1998), a atividade proteolitica foi caracterizada,
utilizando inibidores especificos de proteases. O inibidor de cisteino proteases iodoacetamida
inibiu cerca de 39 % da atividade proteolitica do intestino médio de adultos C. sordidus,
utilizando azocaseina como substrato em pH 6,0 ndo apresentando inibicdo em valores mais
alcalinos (MONTESDEOCA et al., 2005). Estes resultados sugerem que o intestino médio de
algumas espécies de coledpteras apresenta um meio levemente acido, com isso, a presenca de
cisteino proteases, responsaveis por grande parte da atividade proteolitica no intestino médio
desses insetos (WILHITE et al., 2000).

Segundo OPPERT, (2010), as cisteinos proteases foram encontradas no trato digestivo
de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae) como principal enzima digestiva.
Contribuindo para os resultados observados com o inibidor de cisteino protease acido
iodoacético na concentracdo de 100 uM , contra o homogeneizado do trato digestivo das
larvas de 4. diaperinus nos pH analisados. Foi visto que em pH 5,6 inibiu cerca de 49,9 % a
atividade proteolitica, em pH 7,4 a inibicdo foi de 49,2 % e em pH 9,0 inibiu 28 %, figuras
16, 17 e 18. Igualmente ao que foi observada em larvas de Diabrotica virgifera, a atividade
proteolitica foi fortemente inibida por acido iodoacético, quando adicionado na concentragido
1,0 mM, resultando em 43 % de inibicdo maxima, em meio levemente acido (GILLIKIN et
al., 1992). Resultado semelhante foi demostrado em larvas de Diabrotica undecimpunctata
(Coleoptera: Chrysomelidae), onde o inibidor de cisteino protease, acido iodoacético, inibiu
cerca de 50 % da atividade proteolitica em pH 6,2, quando adicionado ao homogeneizado do
trato digestivo, utilizando caseina como substrato (FABRICK et al., 2002). Entretanto a
atividade proteolitica em trato digestivo das larvas de Glyphodes pyloalis (Lepidoptera:
Pyralidae), foi pouco inibida pelo acido iodoacético em pH 10, sugestionando que proteases
do tipo cisteino, ndo sdo predominantemente responsavel pelo processo digestério das
proteinas no intestino médio dessas espécies (MAHDAVI et al.,, 2013), reportando a
importancia da alcalinidade do sistema digestorio em muitos lepidopteras, sugestionando que
o valor da atividade proteolitica esta intrinsicamente ligada ao pH do sistema digestivo

(CHOUGULE er al., 2008), onde foi analisado alto potencial de inibi¢do do inibidor
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especifico de serino proteases PMSF em mais de 50 % da atividade proteolitica do trato
digestivo G. pyloalis (MAHDAVI et al., 2013).

Em analises realizadas em zimograma, utilizando gelatina como substrato, foi
observado similaridade no perfil inibitorio das proteases digestivas presentes no trato
digestivo das larvas de A. diaperinus. Proteases do tipo cisteino protease foi inibida na
presenca de inibidores especificos E-64, ocasionando o desaparecimento ou na reducdo da
intensidade das bandas P5, P6, P7 e P8 em pH 5,0 (figura 19). Além disso, analise realizada
com inibidor especifico de serino protease PMSF inibiu a atividade proteolitica das bandas
P5, P7 e P8 em pH 7,5, sugerindo a presenca de serino proteases no intestino médio das
larvas de A. diaperinus (figura 20). Em larvas de Melolontha melolontha (Coleoptera:
Scarabaeidae), os zimogramas com o inibidor geral da serino protease PMSF revelaram que
as atividades das bandas com 56 kDa e 63 kDa foram ligeiramente inibidas, enquanto que nao
pode ser verificada inibi¢do da atividade na banda com 18 kDa. Além disso, o uso de PMSF
inibiu ligeiramente bandas entre 30 kDa e 40 kDa, o que tornou necessario também rastrear
outros grupos de serino proteases (WAGNER et al., 2002). Pelo menos seis atividades
principais de proteases foram detectadas nos extratos do intestino médio de larvas de
Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), usando andlise de zimograma. Esses
achados indicam que quatro tipos de serino protease e uma protease sensivel ao E-64, foram
detectados.

Entretanto, efeitos de inibidores especificos de proteases sugerem que outras proteases
além daquelas capazes de serem inibidas podem estar contribuindo para a digestdo de
proteinas (HOSSEINI-NAVEH et al., 2007). Curiosamente, analises de zimogramas e ensaios
de inibigdo da atividade proteolitica de larvas Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae),
demonstraram bandas com massa moleculares 28 kDa e 73 kDa, foram inibidas por inibidores
especificos SBTI e TPCK, sugerindo ser serino proteases tipo tripsina e quimiotripsina
respectivamente. Entretanto proteases cisteinicas, proteases asparticas, € metaloproteases nao
foram detectadas no intestino de larvas desses insetos (SELLAMI et al., 2016). Estudos
evidenciaram que as serino proteases, particularmente tripsinas e quimotripsinas, sdo
majoritarias no ambiente intestinal de larvas de lepidopteros e contribuiram em torno de 95%
do total da atividade digestiva. Além disso, as atividades de proteases como as elastases-like,
carboxipeptidases, proteases semelhantes a catepsina B e metaloproteases , contribuem muito
pouco no processo digestivo, em quase todas as espécies de lepidopteros, (GATEHOUSE et

al., 1999; HEGEDUS et al., 2003; SRINIVASAN et al., 20006).
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Figura 19: Efeito do inibidor de E-64 na atividade proteolitca no homogeneizado do
trato digestivo das larvas de Alphitobius daperinus. A eletroforese foi realizada em géis de
acrilamida/bisacrilamida 12% copolimerizados com gelatina 0,1%, ap6s alimentar-se da dieta
comercial, utilizada na manutencdo da colonia. A atividade proteolitica foi detectada apos a
incubag@o dos géis por 4 horas a 37°C em tampdo citrato/fosfato 0,1 M pH 5,6. O ensaio
proteolitico foi realizado com amostras equivalentes a 15ug de proteina/ linha, na auséncia
(controle) e presenga de E-64 10 uM. As bandas mais escuras no zimograma representa a

presenga de atividade proteolitica (P1 — P9).
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Figura 20: Efeito do inibidor de PMSF na atividade proteolitca no homogeneizado do
trato digestivo das larvas de Alphitobius daperinus. A eletroforese foi realizada em géis de
acrilamida/bisacrilamida 12% copolimerizados com gelatina 0,1%, ap6s alimentar-se da dieta
comercial, utilizada na manutenc@o da colonia. A atividade proteolitica foi detectada apds a
incubag¢do dos géis por 4 horas a 37°C em tampdo tris/HCI 0,1 M pH 7,4. O ensaio
proteolitico foi realizado com amostras equivalentes a 15ug de proteina/ linha, na auséncia
(controle) e presenga de PMSF 200 uM. As bandas mais escuras no zimograma representa a

presenga de atividade proteolitica (P1 — P9).
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Ao contrario da maioria dos insetos que utilizam serino proteases para digestdo,
proteolise digestiva por muitos coleopteros sdo predominantemente devido a atividade das
cisteino proteases (MURDOCK et al., 1987). Como demonstrado em estudos realizados em
larvas de Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae), em que 90 % da atividade
proteolitica € atribuivel a cisteino proteases (ZHAO et al., 1996). Presumivelmente, as
cisteino proteases digestivas sdo sintetizadas em células epiteliais intestinais das larvas de
D.virgifera (GRAF et al., 1986), em seguida, secretadas no limen do intestino médio, onde
facilitam a assimilacdo de aminoacidos pela hidrdlise das proteinas da dieta (LEHANE et al.,
1996). Dados bioquimicos e moleculares disponiveis indicam que as proteases do intestino
médio da D.virgifera sdo similares as cisteino proteases lisossdmicas do tipo catepsina de
mamiferos, particularmente, catepsina B, H e L (MATSUMOTO et al, 1997).
Presumivelmente, os resultados sugerem que a maioria das proteases do homogenatos do
intestino larval de A. diaperinus apresentam propriedades acidas, tais como as cisteino

proteases.

5.5. Efeito do calcio sobre a atividade das proteases no homogeneizado do trato digestivo
das larvas de A. Diaperinus.

Esse cation ¢ geralmente ligado ao carboxilato de proteinas ou 4tomos de oxigénio de
amidas com uma geometria de coordenagdo caracteristica. Muitas proteinas sdo conhecidas
por serem estabilizadas pela ligacdo de Ca™ a locais especificos (MCPHALEN et al., 1991).
Para algumas dessas enzimas, o Ca™ também pode ter um papel adicional na fungdo
catalitica. Entre muitos outros, os sitios estruturais de ligagio de Ca™* foram identificados em
a-lactalbumina (BRYANT et al., 1984), a-amilase (BUISSON et al., 1987) e a proteina de
ligacdo a galactose de Escherichia coli (VYAS et al., 1987). Diferentes concentragdes de ions
de calcio foram utilizadas para analisar seu efeito na atividade proteolitca do homogeneizado
do intestino médio de larvas de A. diaperinus, (Figura 21, tabela 8). A atividade proteolitica
foi determinada conforme descrito no item 4.5. Podemos verificar na figura 21 que a atividade
proteolitica no homogeneizado do trato digestivo das larvas de A. diaperinus, foi mais efetiva
em 34,4 %, na concentragdo 10 mM de CaCl,, entretanto na concentra¢do de 250 mM de
CaCl,, pode-se observar uma diminui¢ao da atividade proteolitica em 29 %, quando ambos os
resultados foram comparado a amostra sem Ca®". O efeito do Ca®" foi estudado na atividade
proteolitica em larvas do gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae),

sendo relatado maior eficiéncia na atividade enzimatica apos adicionar diferentes
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Figura 21: Efeito dos ions de calcio na atividade proteolitica no homogeneizado do trato
digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus. Foram utilizados homogeneizados do trato
digestivo das larvas de A. diaperinus. Diluidos em 80uL de meio reacional, em uma
concentragao de proteina de 0,4 ng de proteina/uL, utilizando azocaseina 1% como substrato
para determinagdo da atividade proteolitica. Foram utilizadas diferentes concentragdes de
CaCly: 0,1, 0,5, 2,0, 10, 50, 100, 250mM. Controle sem CaCl,. Diluidos em tampao
citraro/fosfato pH 5,6 0,1 M, na presenca de DTT 2 mM. Os azopeptideos liberados derivado
da azocaseina foram quantificados colorimetricamente a 440 nm. A atividade proteolitica foi
expressos em (U) uMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina. Testes
estatisticos Anova e Tunkey (p< 0,01*%*), (p<0,001***). As barras verticais representa erro

padrao (+£S.E.M).
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Tabela 8. Efeito do célcio sobre a atividade proteolitica no homogeneizado do trato digestivo

das larvas de Alphitobius diaperinus.

U/mg de PROTEINA 19,05 18,37 20,17 21,97  *25,75 21,17 19,44 13,54
(¥1,03)  (¥1,63)  (¥1,57)  (¥1,99)  (¥1,10)  (¥0,75)  (¥1,16)  (*1,66)

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados sdo expressos em (U) pMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina
e atividade enzimatica em (%). Analises estatisiticas apresentaram normalidade entre as

médias. *Indicam diferenca significativa nas amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).
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concentracdes de CaCl,, quando testado contra proteases do intestino médio das larvas
(VAJDA e GARALI 1981).

Algumas proteases tipo tripsina de insetos utilizam o Ca*" como co-fator (WAGNER
et al., 2002). Uma peculiaridade observada foi a diferenga comportamental entre a tripsina
bovina e a atividade proteolitica da protease tipo tripsina em Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae), em que a presenca de calcio ndo influenciou na atividade
enzimatica (JOHNSTON et al., 1991). AHMAD e colaboradores (1980), demonstraram que o
calcio ndo foi necessario para a acdo catalitica das proteases em Spodoptera litura
(Lepidoptera: Noctuidae). Contudo em larvas em larvas de Ostrinia nubilalis (Lepidoptera:
Pyralidae) a atividade proteolitica variou na presenca do calcio, conforme o substrato
empregado, aumentando no uso do substrato BApNA, entretanto ndo foi obsevado variacao
da atividade proteolitica no emprego BAEE como substrato, (HOUSEMAN et al.,1989). A
interpretagdo desta ativagdo do calcio ¢é dificil, pois foi observado, que a hidrolise do substrato
BApNA, aumentou na presenga de quelantes de célcio. De acordo com a literatura tripsinas de
insetos como: Diatraea saccharalis, Periplaneta americana, Tenebrio mollitor ¢ Musca
domestica, ndo sio estabilizadas ou ativadas por ions de calcio (JONHSTON et al., 1991).
Contrariando estas evidéncias, OLIVEIRA e colaboradores (2005) sugeriram que uma enzima
digestiva semelhante a tripsina de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), parece ser
estabilizada por fons Ca*" a semelhanga do que ocorre com tripsinas de vertebrados (DIAS et
al., 1986).

Varios autores reportaram em que diferentes concentragdes de fons Ca®’, foram
efetivas na ativag@o e estabilizagdo em serino proteases de invertebrados, efeito semelhante
foi observado em crustaceo decapode caranguejola, Cancer paguros (SABOROWSKI et al.,
2004). Estudos sugerem que dependendo da enzima, podem possuir locais especificos de
ligacdo de calcio no interior da molécula, protegendo-a simultaneamente a autodegradacio e
aumenta a estabilidade térmica, o que acarreta mudanca conformacional da enzima e
consequente otimiza¢cdo no posicionamento do centro ativo (CHIANCONE et al., 1985).
Segundo BODE ¢ SCHWAGER (1975), os sitios de ligagdo do ion Ca*’, das serino proteases
encontram-se localizados nas bordas de um octaédrico quase regular, compreendendo dois
carboxilatos (Glu 70 e Glu 80), duas carbonilas (Asn72 e Val75) e duas moléculas de agua.

Assim, nossos resultados sugerem a presenga de enzimas proteoliticas no sistema
digestivo das larvas de 4. diaperinus, que possivelmente estejam sendo estabilizadas pelos
ions de célcio, levando a mudanca na conformag@o e melhorando o posicionamento do sitio

ativo, favorecendo o desempembho catalitico, principalmente nas proteases calcio-dependente.
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5.6. Atividade proteolitica no homogeneizado do trato digestivo das larvas de A.
diaperinus mantidos em diferentes dietas.

Em coleopteros, foram relatados tempos de passagem dos alimentos pelo canal
alimentar em algumas horas até dois dias, mostrando uma aparente tendéncia de aumentar o
tempo de passagem pelo canal alimentar em espécies maiores (CROWSON, 1981). A
digestdo eficiente depende ndo apenas da atividade enzimatica, mas também do periodo de
tempo para o qual o alimento ¢ retido no intestino e sujeito a atividade enzimatica
(VAZQUEZ et al., 1999). O tempo de retencdo ideal também sera afetado pela
disponibilidade de alimentos e as exigéncias nutricionais do organismo € 0s mecanismos
regulatorios existentes garantirdo que a passagem de alimentos pelo intestino seja ajustada
para atender a essas condi¢des variaveis (CHAPMAN, 1985). Apos analises preliminares da
atividade proteolitica no trato digestivo das larvas de A. diaperinus, fomos verificar o
comportamento da atividade proteolitica quando os insetos eram alimentados em diferentes
tipos de dietas. Compreender os requisitos nutricionais dos insetos e os efeitos de diferentes
dietas no desenvolvimento de insetos podem fornecer ferramentas para o desenvolvimento de
estratégias de controle de insetos e sistemas integrados de manejo de pragas (FABRES et al.,
2014).

Os resultados obtidos das larvas de A. diaperinus criadas em diferentes substratos
possibilitaram uma avaliagdo comparativa da influéncia da dieta sobre o desenvolvimento do
sistema enzimatico digestivo, as analises em seu intestino médio demonstraram diferencas na
atividade proteolitica, utilizando azocaseina como substrato apds serem mantidas com
diferentes dietas. Como controle foi empregado uma dieta comercial Prefran-Guabi (21 % de
proteina bruta, 0,85 % de material mineral e 0,15 % de calcio), utilizada na manutencdo da
colonia das larvas e adultos dos A. diaperinus. Outras cinco dietas foram usadas nos
delineamentos experimentais, sendo quatro delas destinada ao sistema de produgdo avicola:
Dessas quatro, trés sdo especificamente preparadas para producdo de frango de corte, assim
sendo, uma para cada fase de desenvolvimento das aves (fase inicial, crescimento e final), e
outra dieta preparada somente para aves de postura, responsaveis pela producdo de ovos. Para
todas as dietas o carboidrato foi derivado do milho e a proteina bruta do farelo de soja, eram
os constituintes majoritarios nas formula¢des das ragdes (Tabela 1). Uma particularidade na
racdo de postura ¢ a concentracdo de calcario calcilitico, que é aproximadamente dez vezes
superior as concentragdes encontradas nas formulagdes das dietas das fases iniciais,
crescimento ¢ final (Tabela 1). Foi utilizada uma dieta no relacionada constituida de farinha

de carne e osso, ¢ frequentemente utilizada como ingrediente para a fabricacdo balanceada de
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racdes para animais, resultante do cozimento de subprodutos de origem bovina, constituido
principalmente de ossos e visceras, com uma concentragdo de proteina bruta minima de 45 %
e concentragdo maxima de calcio e material mineral em torno de 15 % e 40 %
respectivamente, tornando a farinha rica em proteinas, calcio, fosforo e gordura (FARIA et al,
2002). Foram utilizadas 30 larvas no ultimo instar larvar (10 mm de comprimento) apos 48
horas em jejum e depois mantidas por sete dias em uma determinada dieta contendo 200 mg
de ragdo. Esses experimentos foram realizados em placas de petri que foram mantidos em
BOD a 30°C, umidade relativa 60%. Apds esse periodo os animais foram recolhidos e seus
tratos digestivos foram removidos para a determinagdo da atividade proteolitica.

Segundo TERRA e colaboradores, (2012) diferentes dietas, possivelmente acarretara a
presenga de enzimas digestivas complementares produzidas em quantidades relativas, em
resposta as diferentes composi¢cdes das dietas. Os resultados observados sugerem que as
dietas fornecidas as larvas do A. diaperinus influenciaram diretamente na atividade
enzimatica das proteases presentes em seu intestino médio (figura 22). Uma das explicagdes
podem ser os constituintes presentes em cada dieta, tanto na formulagdo como nas
concentracdes utilizadas, como observado nas concentragdes de proteina bruta presente nas
diferentes dietas fornecidas as larvas, em que a farinha de carne e osso, entre todas as dietas €
a que oferece maior concentragdo de proteina bruta de 45 %. Quando as larvas foram
mantidas na farinha de carne e 0sso, a atividade proteolitica no trato digestivo das larvas de 4.
diaperinus foi de 16,3 U/mg de proteina, cerca de 70 % mais elevada, quando comparado ao
controle, com uma concentragdo de proteina bruta de 21 %, que foi de 9,15 U/mg de proteina,
ao contrario no que foi observado na atividade proteolitica das larvas quando alimentadas
com racgdo de postura 10,3 U/mg de proteina, com uma concentracdo de proteina bruta de
15,6%, no qual ndo apresentou diferenca significativa na atividade proteolitica, quando
comparado ao controle (Tabela 9). Varios estudos procuram entender e avaliar a regulagdo
pos-ingestivo de proteinas nutricionais e carboidratos em insetos, alterando a secrecdo de
enzimas digestivas (PIASECKA-KWIATKOWSKA et al., 2013). Estudos mostram que
atividade enzimatica pode ser regulada pelas substancias quimicas presentes no alimento,
atuando diretamente no epitélio do intestino médio através de um mecanismo denominado
secretagogo. Esses mecanismos de controle ocorrem em insetos com uma variedade de
habitos alimentares (CHAPMAN, 1998), através do quais diferentes enzimas sdo controladas
independentemente, de modo que somente sdo produzidas aquelas apropriadas aos alimentos

presente no intestino (CHAPMAN, 1998).
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Figura 22: Efeito da dieta na atividade proteasica do trato digestivo das larvas de
Alphitobius diaperinus mantidas com diferentes dietas. Foram utilizados homogeneizados
do trato digestivo das larvas de A. diaperinus, ap6s alimentarem-se de diferentes dietas
(inicial 22,2% pb; crescimento 22,2% pb; final 18% pb; postura 15,6% pb e farinha 45% pb)
e a dieta comercial utilizada como controle 21% pb. Diluidos em 80pL de meio reacional, em
uma concentracdo de proteina de 0,4 pg de proteina/uL, utilizando azocaseina 1% como
substrato para determinacdo da atividade proteolitica. Diluidos em tampao citrato/fosfato pH
5,6, 0,1M, na presenca de DTT 2 mM. Os azopeptideos liberados derivado da azocaseina
foram quantificados colorimetricamente a 440 nm. A atividade proteolitica foi expressos em
(U) uMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina. Testes estatisticos Anova ¢
Tunkey (p<0,05%), (p<0,001***) e ns (ndo significativo). As barras verticais representa erro

padrdo (+S.E.M). Proteina Bruta (pb).
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Tabela 9: Efeito das diferentes dietas sobre a atividade proteolitica do trato digestivo das

larvas de A4. diaperinus.

CONTROLE 9,15(:0,68) 100

CRESCIMENTO *12,8(x0,16) 139

POSTURA 10,3(20,75) 113

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os

resultados sdo expressos em (U) uMol de sulfanilamida produzida por minuto/mg de proteina
e atividade enzimatica em (%). Andlises estatisiticas apresentaram normalidade entre as

médias. *Indicam diferenca significativa nas amostras analisadas. Tukey (p < 0,05).
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Em insetos sugadores de sangue, como o mosquito, por exemplo, uma refeicdo de
acicar ndo induz a atividade das enzimas proteoliticas (CHAPMAN, 1998). Segundo
BROADWAY e DUFFEY, (1986), apos utilizar uma dieta artificial contendo caseina em
diferentes concentragdes, como fonte primaria de proteina, o nivel de digestdo in vivo de
proteina e a atividade proteolitica em larvas de Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae)
foi proporcional a concentracdo de proteina dietética, sob exposi¢cdo aguda (24 horas de
exposicao) e cronica (todo estagio de desenvolvimento larval), e ndo a quantidade de alimento
presente no intestino, sugerindo que a sintese e/ou secrecdo enzimatica ¢ controlada por um
mecanismo secretagogo. Entretanto, quando BROADWAY e DUFFEY, (1986), analisaram
larvas de Helicoverpa zeu (Lepidoptera: Noctuidae) foi observado apenas um mecanismo
secretagogo de controle da atividade proteolitica, sob exposi¢do aguda as diferentes
concentracdes de caseina e sob exposi¢do cronica a atividade proteolitica era uniforme,
independentemente da concentragdo de caseina da dieta.

A qualidade da comida disponivel ou dieta sdo fatores fundamentais que afetam o
crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos insetos (SIGHINOLFI et al, 2008). A
qualidade e a quantidade das enzimas digestivas em insetos fitofagos podem ser alteradas em
respostas as mudancas proteicas das dietas, entretanto Podisus maculiventris (Hemiptera:
Pentatomidae), apresentou diferenga apds a alimentagcdo, demonstrando as diferentes
capacidades de distinguir e responder aos estimulos alimentares entre fitofagos e hemipteros
entomofago (PASCUAL-RUIZ et al., 2009). Estudos foram realizados para avaliar a
capacidade de desenvolvimento, reproducdo, atividade digestivos e da digestao de Chrysopa
septempunctata (Neuroptera: Chrysopidae) em laboratério. Apos serem alimentados com uma
dieta artificial ou com presas naturais (pulgdes) como controle, foi avaliada a rapida
influéncia dos alimentos sobre esses predadores. Foi observado efeitos varidveis no
desenvolvimento, reproducdo e atividade digestiva de C. septempunctata, visto que a
atividade proteolitica foi muito maior quando alimentadas com os pulgdes do que naquelas
alimentadas com a dieta artificial, além disso, a atividade proteolitica nas larvas foi
significativamente maior do que em adultos para ambas as dietas (LIU et al., 2013).

Em larvas de Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), insetos pragas
responsaveis por causar danos econdmicos por perda de carboidratos, teor de gordura bruta e
proteinas de produtos armazenados (AHMEDANI et al., 2009), foram avaliados os tracos
biolégicos, indices nutricionais e atividade enzimatica digestiva, apos alimentarem-se de
diferentes dietas. Os resultados demonstraram que as dietas com maior concentragdo de

proteina bruta, a atividade de protease total foi maior em larvas nos ultimos estadios de
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desenvolvimento, quando comparados com as outras dietas (BORZOUI et al., 2015). Talvez o
nivel de atividade proteolitica de 7. granarium seja regulado com base na composi¢io
protéica e quantidade de amido oferecido aos insetos (BORZOUI et al., 2015). Estudos
realizados em larvas de Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionidae), mostraram que as
atividades enzimaticas, variaram durante o desenvolvimento da larva e quando alimentadas
com diferentes dietas, inclusive quando alimentadas com diferentes tipos de farinha de trigo.
Esses dados mostram que até pequenas mudancas na composicdo da dieta refletiram
diretamente no perfil digestivo de larvas (FABRES et al., 2014). Resultados semelhantes
foram observados quando as larvas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), foram
alimentadas com pastilhas de leguminosas frescas, vegetais, flores e cereais.

Outros estudos também reportaram que alteragdes na atividade das enzimas digestivas
dos insetos esta diretamente relacionada aos constituintes presentes nas diferentes dietas
(WOOL et al., 1986; BOUAYAD et al., 2008; KOTKAR et al., 2009; NASERI et al., 2010).
Os valores das atividades das proteases do extrato intestinal de larvas Rhynchophorus
ferrugineus (Coleoptera: Curculionidae), alimentadas com diferentes dietas, demonstraram
que as atividades proteoliticas das enzimas digestivas eram altas, embora os teores de
proteinas alimentares fossem relativamente baixos (dieta artificial 15% de proteina, palmeiras
4% de proteina e 3% de proteina de cana-de-agucar). O desenvolvimento digestivo de larvas
de R. ferrugineus parece ser influenciado pelo tipo de alimento utilizado durante a criagdo do
inseto. O nivel mais alto de atividade de protease foi encontrado nas larvas criadas em dietas
artificiais (ALARCO et al., 2002).

Uma vez que as proteases desempenham um papel importante na digestdo de
alimentos para larvas e adultos de Alphitobius diaperinus, € importante caracterizar estas
proteases para que possam efetivamente controla-las em futuras estratégias de manejo desta
praga. Compararam-se os diferentes niveis de atividade proteolitica no trato digestivo das
larvas e adultos de 4. diaperinus, apos digerir e utilizar diferentes dietas, com diferentes
constituintes e concentragdes de proteinas, medida e revelada por zimografia, utilizando
gelatina 0,1% como substrato em gel parcialmente desnaturante e na auséncia do agente
redutor DTT (figura 23 A, B e C). Foi observado, pelo menos nove formas de proteases
ativas, foram resolvidas a partir dos extratos digestivos das larvas do ultimo instar de A.
diaperinus e extratos digestivos de adultos, de acordo com a sua mobilidade no gel. Um
conjunto mais complexo de bandas ativas foram observadas apo6s serem reveladas com blue
comassie, exibindo uma composi¢do de proteases praticamente constante, tanto para larvas

como para os adultos, com massa molecular entre 10kDa- 15kDa (linha E)
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LARVAS

Figura 23: Efeito de diferentes dietas no perfil proteico e na atividade proteolitica das

ADULTOS

proteases digestiva das larvas e adultos de A. diaperinus. (A) eletroforese realizada em géis

de acrilamida/bisacrilamida 12 %; (B) e (C) Zimograma, copolimerizados com gelatina 0,1%,

apos larvas e adultos alimentar-se de diferentes dietas (inicial 22,2% pb; crescimento 22,2%
pb; final 18% pb; postura 15,6 % pb e farinha 45% pb) e comercial utilizada como controle
21% pb). A atividade proteolitica foi detectada apos a incubagao dos géis por 2 horas a 37°C

em tampao citrato/fosfato 0,1M pH 5,6. O ensaio proteolitico foi realizado com amostras

equivalentes a 15ug de proteina / linha do trato digestivo de larvas ou adultos. As caixas de

(A — E) representa a presenca de atividade proteolitica entre as dietas. (MM — Massa

Molecular kDa). Proteina Bruta (pb).

98



20 kDa - 30 kDa (linha D), 40 kDa - 50 kDa (linha C) e 75 kDa (linha B), embora algumas
diferencgas na intensidade de bandas especificas tenham sido encontradas, visto nas proteases
de massa molecular elevada variando de 80 a 100 kDa (linha A), foram mais evidentes nas
larvas, quando comparado aos adultos e variam sua intensidade conforme a dieta utilizada
(figuras 23 A, B e C). Mudangas nas atividades da protease digestiva foram monitoradas
durante o desenvolvimento do besouro da batata do Colorado, Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera: Chrysomelidae), extratos do intestino médio das larvas exibiram maior atividade
especifica de proteases, quando comparados aos extratos digestivos dos adultos com menor
intensidade (MICHAUD et al., 1995b).

Em analises realizadas em adultos tenerais de D. abbreviatus, foram encontradas
baixas concentragdes de proteases em seus intestinos, quando ndo alimentados, enquanto que
diferentes classes de proteases foram sintetizadas em larvas e adultos completamente
formados ¢ alimentados (BEN-MAHMOUD et al., 2015). Alteragdes nas proteases digestivas
foram relatadas em outros insetos em resposta a inibidores presente em dieta (BOWN et al.,
2004b) e durante o desenvolvimento (HOSSEINI-NAVEH et al., 2007). No gorgulho das
videiras Otiorhynchus sulcatus (Coleoptera: Curculionidae), as larvas alimentam-se exclusiva
e extensivamente das raizes das plantas, enquanto os adultos de folhas. A mudanca nas
proteases digestivas das larvas para o adulto no gorgulho da videira pode, portanto, refletir
mudangas na composicdo das dietas (EDWARDS et al., 2010). Segundo WHITWORTH e
colaboradores (1998), com base na especificidade das dietas, foi caracterizada a presenca de
proteases do tipo quimotripsina e do tipo elastase em larvas da formiga de fogo Solenopsis
invicta (Hymenoptera: Formicidae), desempenhando um importante papel na sobrevivéncia
da colonia, sendo totalmente responsavel pela digestao de alimentos so6lidos, que prontamente
sdo utilizados como fonte de nutrientes para os adultos. No mesmo contexto, também ¢é
importante ressaltar que adultos quando analisados para essas mesmas enzimas digestivas
putativas, encontraram-se desprovidas dessas proteases.

Em estudos realizados em larvas de Bombyx mori, o aumento da alimentacdo para as
larvas do ultimo instar e remodelagdo do tecido do intestino médio durante a metamorfose,
foram investigados o padrio de expressdo génica da serino protease durante o
desenvolvimento larval-pupa-adulto deste animal. A expressdo do mRNA da serino protease
foi encontrada em dois estagios: o estadgio larval, caracterizado pelo aumento do consumo de
racdo e nos estagios finais de pupa. Entretanto nenhum sinal foi detectado nos primeiros
estagios de pupa e no adulto (LIU et al., 2017). Nos mosquitos, os diferentes habitos

alimentares de larvas e adultos impuseram a pressdo seletiva, que levou a evolugdo de
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tripsinas larvais e adultas especificas, exibindo diferencas estruturais consideraveis
(VENANCIO et al., 2009). Entretanto, extratos do intestino médio de larvas de Aubeonymus
mariaefranciscae (Coleoptera: Curculionidae), exibiram taxas mais altas de atividade
especifica de protease do que aquelas medidas para extratos de adultos. Além dessas
variag0es quantitativas, ndo foram observadas diferengas qualitativas. Concluindo, que larvas
e adultos possuem um perfil proteolitico similar, como esperado em um inseto com o0s
mesmos habitos alimentares e explorando os mesmos nichos ecoldgicos nos estagios larval e
adulto (ORTEGO et al., 1998).

Proteases do intestino médio de larvas de A. diaperinus foram detectadas e
parcialmente caracterizadas utilizando gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% contendo 0,1%
(p/v) de gelatina, apds alimentarem-se de diferentes dietas (Comercial, Fase inicial, Fase
crescimento, Fase final, Postura ¢ Farinha de carne ¢ 0sso), durante sete dias consecutivos
como descrito anteriormente no item 4.2. Apds a corrida os géis foram revelados em
fotodocumetador de alta resolugcdo e as analise quantitativa como volume e massa foram
realizados pelo programa Image Lab 5.1 da BIO RAD. A concentragdo de proteina utilizada
para avaliar a atividade de proteases presente nos homogeneizados referentes as diferentes
dietas foram 15 pg de proteina por linha, normalizadas na proporcdo de 15 pg de proteina por
linha do gel. As massas moleculares das proteases presente no zimograma foram aproximadas
pela normalizacdo do gel de proteina com o gel de protease (zimograma), realizada pelo
programa Image Lab 5.1 da BIO RAD, pois todos os géis possuem mesmas caracteristicas
fisicas, além disso, a corrida foi realizada nas mesmas condi¢des experimentais.

Essa analise revelou a presenca de diversas bandas proteicas e foi possivel observar
nos resultados, algumas similaridades no perfil proteico entre as amostras analisadas.
Entretanto foi observada a presenca de bandas distintas, pelo qual exibiram diferenca na
intensidade e em seu volume, quando estas foram comparadas entre as linhas contendo as
amostras dos extratos digestivos das larvas de 4. diaperinus alimentadas nas diferentes dietas
e foi observadas a presenca bandas isoladas em alguns dos tratamentos, como a banda de
aproximadamente 15 kDa, revelada na dieta de farinha e ossos (figuras 24A e 24B). A
zimografia do extrato do intestino médio das larvas de A. diaperinus revelou atividade
proteolitica para bandas de polipeptidios de aproximadamente de 10 kDa, 15-25 kDa, 35-75
kDa e 75-100 kDa e bandas difusas acima de 100 kDa, observado na parte superior do gel
(figura 24B).
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Figura 24: Comparacio do perfil das proteinas e da atividade proteolitica do trato
digestivo das larvas de A. diaperinus alimentadas em diferentes dietas. A eletroforese foi
realizada em gél de acrilamida/bisacrilamida 12% e copolimerizado com gelatina 0,1%, apos
alimentar-se das diferentes dietas. A atividade proteolitica foi detectada apds a incubagdo dos
géis por 2 horas a 37°C em tampdo citrato/fosfato 0,1IM  pH 5,6. (A) SDS-PAGE (Linha
MM) marcadores de massa molecular; (Linha 1-6) Perfil das proteinas presentes nos
homogeneizados dos tratos digestivos referentes diferentes dietas oferecidas as larvas de A.
diaperinus. (B) Atividade proteolitica do homogeneizados dos tratos digestivos referentes
diferentes dietas em SDS-PAGE contendo gelatina 0,1% como substrato, indicando bandas de
polipeptideos com atividade proteolitica (Linha 1-6). O ensaio proteolitico foi realizado com
amostras equivalentes a 15ug de proteina/ linha do trato digestivo de larvas. (MM — Massa

Molecular em kDa).
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Estas proteases de alta massa molecular sdo consistentes, com observados em larvas
de Costelytra zealandica, (Coleoptera: Scarabaecidae), em que foram reveladas
aminopeptidases com massas moleculares na faixa de 90 kDa a 97 kDa (CHRISTELLER et
al., 1989), aminopeptidase com massa molecular de 123kDa em larvas de Anopheles
stephensi (Diptera: Culicidae) e aminopeptidase em larvas Spodoptera littoralis com massa
molecular de 116 kDa (LEE e ANSTEE, 1995b).

Em zimografia do extrato do intestino médio das larvas de Pachnoda ephippiata
(Coleoptera: Scarabaeidae), foram visualizadas diferentes bandas com atividade proteolitica
uma principal com 19 kDa e uma serie difusa de bandas com mais de 97 kDa e outras com
massas moleculares de 21 kDa, 23 kDa, 25 kDa, 28 kDa, 35 kDa, 48 kDa ¢ 50 kDa (ZHANG
et al.,2011). Em que inibidores especificos de serino proteases como PMSF ¢ TPCK inibiram
proteases com massa moleculares 25 kDa, 28 kDa, 48 kDa e 50 kDa e inibidores especificos
de cisteino proteases inibiram ligeiramente proteases com massa moleculares na fixa de
25 kDa, 28 kDa, 35 kDa, 48 kDa e 50 kDa, sugerindo quais as classes de proteases estdo
presentes no intestino médio de P. ephippiata sao serino proteases (ZHANG et al., 2011). O
perfil das proteases do intestino das larvas de Manestra configurata (Lepidoptera: Noctudae),
alimentadas com diferentes dietas apos 96 horas, revelou proteases com massa moleculares de
aproximadamente 33 kDa e 55 kDa, quando alimentadas com uma dieta a base de Couve-
nabica (Brassica napus). Entretanto ndo foi notada atividade proteolitica destas proteases
quando as larvas foram alimentadas com dieta artificial, porém com a dieta artificial revelou
atividades de proteases com massas moleculares de aproximadamente 21 kDa, 30 kDa e
100 kDa (ERLANDSON et al., 2010).

Zimografia nos extratos do intestino médio das larvas de Rhyzopertha dominica
(Coleoptera: Bostrichidae), foram visualizadas bandas de proteases com massas moleculares
de 23 kDa e 24 kDa (ZHU e BAKER, 1999), e analises de espectrometria de massa
identificaram proteases tipo tripsina com massa molecular de 24,3 kDa e 24,4 kDa em
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctudae), (MARCHETTI et al., 1998). Estudos no
intestino médio de adultos de Locusta migratoria (Orthoptera) em SDS-PAGE, revelaram
tripsinas digestiva com massas moleculares com aproximadamente 23 kDa, 27 kDa e 29 kDa
(LAM et al., 2000). Ensaios zimograficos revelaram um perfil complexo de serino proteases
no intestino médio de fémeas de Culex quinquefasciatus, compostos por pelo menos onze
bandas de atividade proteoliticas. Entre essas bandas, trés migraram entre 28 kDa a 36 kDa,
que ¢ a massa molecular esperada para tripsina monomérica (ISOE ez al., 2009). Em geral, as

massas moleculares de um grande grupo de cisteino proteases pertencentes ao cld CA, que
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variam de 24 kDa a 30 kDa em insetos, no qual incluem as catepsinas e¢ as papainas,
(RAWILINGS e BARRETT, 2004). A massa molecular calculada para catepsina L de
Rhipicephalus (Boophilus) annulatus, ¢ de 36,3 kDa, o que é aproximadamente semelhante
com Rhipicephalus (Boophilus) microplus ¢ Haemaphysalis longicornis, 34,5 kDa e 38 kDa
respectivamente (RENARD et al., 2000; YAMAIJIL et al., 2009). Cisteino proteases de
Sphenophorus levis, (Coleoptera: Curculionidae), ¢ uma protease do tipo Catepsina L com
massa molecular de aproximadamente 37 kDa, semelhante ao que se conhece em proteases
de catepsinas do tipo L em insetos (SOARES-COSTA et al., 2011).

Em seguida avaliamos se os animais mantidos com diferentes dietas teriam o perfil
proteico na zimografia afetado pelo pH. Os resultados revelaram bandas proteoliticas com
maiores niveis de intensidade e hidrolise do substrato gelatina em pH 5,0, para todas as dietas
utilizadas, principalmente as bandas com massas moleculares entre 10 kDa a 30 kDa (figura
25), quando comparado nas analises realizadas em pH 3,0 e 7,5. Similarmente as
determinagdes usando azocaseina como substrato, despontaram pH de atividade 6timo na
faixa 5-6 (figura 10). Entretanto, ndo foi detectada a atividade proteolitica em pH 3,0 (figura
25). Analises semelhantes foram realizadas com os homogeneizados do intestino médio de
larvas de Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfaciatus, ambas as espécies de bruquideos
demostraram pH 6timo na faixa de 6 a 7, conforme ensaiado por eletroforese parcialmente
desnaturante (SILVA et al., 2001). Esses resultados apresentaram algumas similaridades com
as nossas analises no intestino médio das larvas de A. diaperinus, realizadas em pH mais
acidos, em que os extratos digestivos das larvas de C. maculatus exibiu atividade muito
baixas em pH abaixo de 5,0 e nula em pH 3,0, enquanto Z. subfasciatus foram observadas
bandas difusas em pH 3,0 e 4,0, e atingindo um pico em pH 5,0 (SILVA et al., 2001).

Em larvas de Lissorhoptrus brevirostris (Coleoptera: Curculionidae), as analises em
zimograma contendo gelatina como substrato, confirmaram a presenca de pelo menos trés
formas de proteases a pH 5,0 que foram inibidas por E-64, inibidor especifico de cisteino
proteases. Além disso, foram reveladas trés formas proteoliticas em pH 10, que foram inibidas
pelo inibidor de serino proteases PMSF, e quatro bandas proteoliticas em pH 3,0 que, no
entanto, ndo foram inibidas pela pepstatina-A (HERNANDEZ et al., 2003). Diferentemente
ao que foi observado nos resultados obtidos em nossas andlises, com trato digestivo das
larvas de A. diaperinus, no qual a atividade proteolitica ndo foi determinada em pH 3,0. A
maioria das proteases do homogenatos do trato digestivo das larvas de A. diaperinus

apresentam propriedades acidas, tais como as cisteino proteases.
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pH 3,0 pH 5,0 pH 7,5

Figura 25. Efeito do pH na hidrdlise de gelatina a 0,1% por proteases do trato digestivo
das larvas de Alphitobius diaprinus. A eletroforese foi realizada em géis de
acrilamida/bisacrilamida 12% copolimerizados com gelatina 0,1%, ap6s alimentar-se das
diferentes dietas. A atividade proteolitica foi detectada apds a incubagdo dos géis por 2 horas
a 37°C em tampao citrato/fosfato pH 3,0 e 5,0, fosfato pH 7,5, 0,1M. O ensaio proteolitico foi
realizado com amostras equivalentes a 15ug de proteina / linha do trato digestivo de larvas.

As caixas de (A — E) representa a presenca de atividade proteolitica entre as dietas.
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A incubacdo dos géis com agente redutor DTT proporcionou a ativagdo da atividade
proteolitica, principalmente as bandas de proteases reveladas em massa aparente entre
15 kDa - 40 kDa, dados obtidos em todas as condi¢des analisadas (figura 26). No sentido de
avaliar o aumento da atividade na presenga do agente redutor DTT , as bandas da zimografia
reversa, foram processadas e quantificadas, em que as bandas correspondentes as proteases de
intensidade clara e por isso exibindo pixels, em contraste com o fundo do gel escuro foram
avaliadas. A area da banda foi selecionada e analisada utilizando software Quantity One,
capaz de quantificar a densidade optica de cada pixel, usando o fundo do gel como escuro.

Desta forma, os valores considerados sdo diretamente proporcionais ao ganho de
atividade proteolitica na presenga do ativador proteolitico DTT 2,0 mM, em todas as dietas,
principalmente a dieta de farinha de carne e 0sso, nas linhas C, D e E, e que foram fortemente
inibidas por E-64 (figura 19). O ganho de atividade permitiu a analise estatistica diretamente
com esses valores (figuras 27, 28 ¢ 29) (HAWKES et al, 2010). Entretanto ndo foi
obeservado diferenga siginificativa no ganho de atividade proteolitica nas linhas A, B e F
(dados ndo mostrados). Semelhante aos resultados obtidos com as proteases de
homogeneizados do intestino médio de C. maculatus parece ser cisteino proteases, porque a
incubac¢do do gel de zimograma com inibidor E-64 aboliu a hidrolise da gelatina e a incubag@o
dos géis com DTT 1,5 mM causou ativacdo da atividade proteolitica ¢ aumento da intensidade

das bandas (SILVA et al., 2001).

5.6. Atividade proteasica em trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus
utilizando substrato sintético especifico para cisteino proteases.

Uma ampla gama de substratos fluorogénicos ¢ empregada para identificagdo e
caracterizacdo de uma série de cisteino proteases, por exemplos as catepsinas L, V, B, S, K e
F, (BROMME et al., 2004). No sentido de avaliar a especificidade da atividade proteolitica
foi utilizado um substrato sintético Z-Phe-Arg-AMC (Z-P2-P1-Y, (onde Z=benziloxicarbonil;
P2= Phe, Trp, Tyr, Leu, Ile, Val e Met; P1= Lys e Arg e Y= 4-amino-7-metillcoumarina
(SEMASHKO et al., 2014). A maioria das cisteino proteases ¢ apontada por forte afinidade
por substratos com lisina e arginina na posi¢do um e, em menor grau, para os substratos com
residuos de aminoacidos pequenos e ndo carregados em P1, como glutamina, treonina e
alanina. Na posi¢do P2, os aminoacidos preferidos sdo os hidrofébicos (Phe, Trp, Tyr, Leu,
Ile, Val e Met) (CHOE et al., 2006). Em geral, as cisteino proteases tém uma especificidade
bastante ampla e s3o capazes de hidrolisar vasta gama de substratos (TURK ez al., 1998).

Foram utilizados extratos brutos do intestino médio de 10 larvas A. diaperinus.
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Sem DTT Com DTT

Figura 26: Efeito do agente redutor DTT na atividade de proteases digestivas larvais de
Alphitobius diaprinus. A eletroforese foi realizada em géis de acrilamida/bisacrilamida 12%
copolimerizados com gelatina 0,1%, apds alimentar-se das diferentes dietas (A) sem DTT; (B)
com DTT. A atividade proteolitica foi detectada apds a incubacdo dos géis por 2 horas a 37°C
em tampao citrato/fosfato pH 5,6 0,1M. Na auséncia e presenca de DTT 2 mM. O ensaio
proteolitico foi realizado com amostras equivalentes a 15ug de proteina / linha do trato
digestivo de larvas. As caixas de (A — E) representa a presenga de atividade proteolitica entre

as dietas.
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Figura 27: Quantificacdo da atividade proteolitica do trato digestivo das larvas de
A.diaperinus (Linha C). Analise em diferentes dietas, com e sem ditiotrietol (DTT) 2 mM
com software Quantity One. Testes estatisticos Anova e Tunkey (p<0,05*). As barras

verticais representa erro padrio (£S.E.M).
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Figura 28: Quantificacio da atividade proteolitica do intestino médio das larvas de
A.diaperinus (Linha D). Analise em diferentes dietas, com e sem ditiotrietol (DTT) 2 mM
com software Quantity One. Testes estatisticos Anova e Tunkey (p<0,05*). As barras

verticais representa erro padrao (+=S.E.M).
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Figura 29: Quantificacio da atividade proteolitica do intestino médio das larvas de
A.diaperinus (Linha E). Analise em diferentes dietas, com e sem ditiotrietol (DTT) 2 mM
com software Quantity One. Testes estatisticos Anova e Tunkey (p<0,05*). As barras

verticais representa erro padrio (£S.E.M).
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Ap0s as larvas alimentar-se em diferentes dietas item (3.14), foram ensaiados quanto a
atividade de cisteino proteases usando substrato sintético Z-Phe-Arg-AMC. Os resultados
demonstraram diferentes perfis na atividade proteolitica na hidrolise do substrato, resultando
na liberagdo da molécula de MCA, a qual ao ser excitado no comprimento de onda de
350 nm e emite uma fluorescéncia no comprimento de onda 440 nm que ¢ detectada pelo
fluorimetro. Desta forma o aumento na fluorescéncia é proporcional a velocidade de reacio.
Visto que apos as analises nos tratos digestivos das larvas de 4. diaperinus, todas as amostras
apresentaram atividade proteolitica, entretanto foi observado maior nivel de atividade
proteolitica nos tratos digestivos das larvas alimentadas com as dietas da fase final do
desenvolvimento de aves de corte e das larvas alimentadas com farinha de carne e osso,
2044 U / mL e 1810 U / mL respectivamente, apés 150 segundos de reagdo (figura 30, Tabela
10). Concordando com os resultados observados quando foi utilizando azocaseina como
substrato, onde os extratos digestivos das larvas alimentadas com farinha de carne e 0sso
apresentaram maiores niveis de atividade proteolitica, sugerindo que o aumento na atividade
proteolitica pode estar diretamente relacionado a concentragdo de proteina bruta nas dietas.

Para confirmar a presenca de cisteino proteases nas amostras contendo os tratos
digestivos das larvas de A. diaperinus. Para reafirmar a presenca de cisteino proteases foi
utilizado um inibidor especifico E-64 na concentragdo 10 pM, em todas as condi¢des o
inibidor E-64 foi eficiente na diminui¢ao da hidrolise do substrato Z-Phe-Arg-AMC, em mais
de 50% de inibicdo (figura 30, tabela 10). Estudos descreveram que extratos digestivos do
intestino médio das larvas de Diabrotica virgifera (coleoptera: Chyssomelidae), também
foram capazes de hidrolisar os substratos Z-phe-arg-AMC, tipicos das catepsinas, em que
inibidor especifico de cisteino proteases E-64 foi responsavel por mais de 50 % de inibicdo
para ambos os substratos (BOWN et al., 2004a).

Nas analises realizadas em diferentes concentragdes de CaCl,, foi possivel observar o
aumento da atividade proteolitica no homogeneizado do trato digestivo das larvas de A.
diaperinus, frente ao substrato azocaseina, foi de aproximadamente 35%, na concentracio
10 mM de CaCl,. Frente a esses resultados verificamos a atividade proteolitica no trato
digestivo das larvas de A. diperinus, substrato especifico Z-phe-arg-AMC, de cisteino
proteases, para avaliar o efeito do ion calcio em diferentes concentragdes. Entretanto foi
possivel verificar que a atividade proteolitica das proteases digestivas das larvas de A.
diaperinus alimentadas com racdo comercial para frango de corte, empregada na manutenc¢ao
da colonia nas analises enzimaticas frente ao substrato Z-phe-arg-AMC ndo houve diferenga

significativa entre as concentragdes de calcio testadas (figura 31).

110



*

Hl Controle
2500+ =3 Inibidor E-64

U/mL
o
S

Dietas

Figura 30: Efeito na atividade de proteases digestivas no homogeneizado do trato
digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus quando tratadas com diferentes dietas na
presenca do inibidor E-64, utilizando substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. Perfil da
atividade de cisteino proteases presentes no homogeneizado do trato digestivo das larvas de 4.
diaperinus apds serem alimentadas com diferentes dietas durante sete dias. dietas (inicial
22,2 % pb; crescimento 22,2 % pb; final 18 % pb; postura 15,6 % pb e farinha 45 % pb) e
comercial utilizada como controle 21% pb). Através da utilizacdo do substrato fluorogénico
Z-Phe-Arg-AMC. Os ensaios com homogeneizado do trato digestivo, foram realizados por
incubacdo em tampao citrato-fosfato 0,05 M, pH 5,6, DTT 2,5 mM, 30 uM do substrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. A hidrélise do substrato foi monitorada em um fluorimetro
Hidex Chameleon em comprimentos de ondas de 350 nm de excitagdo e 440 nm para emissao
de fluorescéncia. A atividade proteolitica foi quantificada em unidade de atividade (U), em
que corresponde uMol de metilculmarina produzida /mL. As analises foram realizadas no
minimo em uma série de trés repeticdes e em triplicata. Testes estatisticos Anova e Tunkey

(p< 0,05*). As barras verticais representam erro padrao (+S.E.M). Proteina bruta (pb)
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Tabela 10: Hidrolise do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC por cisteino proteases do

homogeneizado do trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus quando submetido em

diferentes dietas.

CONTROLE 1290 (x 15,3) 556,5 (+ 23,4) 57,1

CRESCIMENTO 1396 (* 16,6) 364,4 ( 18,4) 74,0

POSTURA 1316 ( 12,5) 493,0 (£ 11,2) 62,5

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os

resultados sdo expressos em (U) pMol de sulfanilamida produzida por minuto/mL e inibi¢ao
da atividade enzimatica em (%). Analises estatisticas apresentaram normalidade entre as

médias. *Indicam a diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0.05).
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Figura 31: Efeito dos ions de calcio na atividade proteolitica de cisteino proteases, do
homogeneizado do trato digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus. Perfil da atividade
de proteases presentes no homogeneizado do intestino médio das larvas de A. diaperinus,
quando submetidas a diferentes concentracdes de CaCl,: 0,1, 0,5, 2,0, 10, 50, 100, 250 mM,
no controle auséncia de CaCl,. Os ensaios com as amostras do trato digestivo foram
realizados por incubacdo em tampao citrato-Fosfato 0,05M, pH 5,6, DTT 2,5 mM, 30 uM
do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. A hidrolise do substrato foi monitorada em um
fluorimetro Hidex Chameleon em comprimentos de ondas de 350 nm de excitagdo e 440 nm
para emissdo de fluorescéncia. A atividade proteolitica foi quantificada em unidade de
atividade (U), em que corresponde pMol de metilculmarina produzida /mL. As analises foram
realizadas no minimo em uma série de trés repeticdes e em triplicata. Testes estatisticos
Anova e Tunkey: Nao foi observada significancia ente os resultados (ns). As barras verticais

representam erro padrdo (=S.E.M).
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Os ions de calcio sdo capazes de estabilizar as proteases tipo tripsina minimizando a
autolise (VAJIDA e GARAI, 1981), como observado em serino proteases do intestino médio
das larvas Anticarsia gemmtalis (Lepidoptera: Noctudae) (XAVIER et al 2005) e no
gorgulho do milho Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) (SILVA et al., 2010a). Em
cisteino proteases do intestino médio das larvas de 4. gemmatalis a elevagdo na concentragdo
dos fons de Ca*" entre 5 mM e 10 mM, foram responsaveis pelo aumento da atividade
proteolitica (MENDONCA et al., 2012). Resultado semelhante foi observado em cisteino
protease do intestino de adultos do gorgulho do milho S. zeamais (SILVA et al., 2010b).
Semelhanga entre o centro ativo de serino e cisteino proteases, sugere a existéncia de sitios de

ligacdes de calcio em cisteino proteases (MENDONCA et al., 2012).

5.7.1dentificacdo de proteinas do gel SDS-PAGE através de analise por LC-MS (Q-
TOF).

Uma estratégia sequencial foi utilizada para identificar as principais proteinas intestinais
das larvas de A. diaperinus. Essas proteinas foram extraidas e separadas do intestino das
larvas de A. diaperinus por SDS-PAGE, corroboraram para revelar o perfil proteico das
enzimas digestivas das larvas de A.diaperinus, juntamente com nano-HPLC 2D e ESI-MS/MS
em uma abordagem protedmica. As proteinas retidas nos diferentes spots foram cortadas
horizontalmente em fragmentos de gel (figura 32), com tamanho semelhante e foi tripsinizado
e submetida a separacdo por nano-HPLC. Os picos foram analisados por ESI-MS/MS e
filtrados por marcadores de proteinas Mascot. Na abordagem de digestdo em solug@o, mais de
300 peptideos foram gerados (todos os oito spots), resultando na identificacdo de diferentes
proteases digestivas de acordo com seu indice de proteina, identificadas como uma
combinagdo de sequéncias conhecidas em bancos de dados existentes (Tabela 11). A
identificacdo das proteinas foi realizada usando o software Mascot 2.2
(www.matrixscience.com) ¢ NCBI blastp utilizando os espectros MS/MS obtidos de
peptideos tripticos e capazes de identificar diferentes classes de proteases. Confirmando
analogia do perfil das enzimas digestivas do proprio A. diaperinus, com outras espécies de
coleopteras intimamente relacionadas como 7. castaneum e T. molitor Para ampliarem nossas
pesquisas, os espectros de massa em linha foram interpretados novamente e as sequéncias
peptidicas obtidas foram usadas para buscas na mesma base de dados usando o programa

NCBI_blastp.
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Figura 32: Separacao de proteinas de Alphitobius diaperinus, trato digestivo das larvas
de Alphitobius diaperinus em SDS-PAGE. (A) M marcadores de tamanho (MM — kDa),
(B) Perfil proteico do trato digestivo em SDS-PAGE corado com Coomassie Blue com pontos
numerados escolhidos para analise em espectrometria de massa. (B) 25 pg de proteina do
extrato bruto intestino médio larvas de 4. diaperinus; (C) Zimograma, atividade proteasica do

trato digestivo das larvas de A. diaperinus.
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Tais correspondéncias ndo sdo muito tolerantes a substituicdo de aminoacidos, e assim
os peptideos responsaveis por esses acertos devem apresentar homologia nessas espécies
(PAUCHET et al., 2009). Quando as sequéncias de aminoacidos foram novamente estimadas
a partir dos peptideos e estas sequéncias foram utilizadas como consultas para pesquisas
NCBI blastp, foram encontradas correspondéncias adicionais, por vezes nas mesmas
proteinas ja identificadas, entretanto foi mais frequente em espécies distantemente
relacionadas, aumentando o nuimero de identificagdes para 11 (Tabela 11). Numerosas
proteases sdo transcritas durante as fases de alimentagdo larval e na fase adulta destes insetos,
a maioria destas proteases pertence a serino proteases (quimotripsinas, tripsinas) e cisteino
proteases (catepsinas B e L) familias de proteases que sdo comuns em Coleopteras
(EDWARDS et al., 2010). Combinado com os dados bioquimicos anteriores do intestino dos
tenebrionideos, podemos identificar vias de proteinas envolvidas no processo biolodgico como
digestdo. Pesquisando os conjuntos de dados EST de coledpteros pelo BLAST (NCBI blastp e
eegNOG), foram encontrados homologos da proteina A. diaperinus em varias espécies,
incluindo coleopteros (7, castaneum, T, molitor e O. Borbonicus), Diptera: (D. melanogaster),
Lepidoptera (S. frugiperda e Bombyx mori), Boophilus (R. microplus), Hemiptera (Dysdercus
peruvianus). Os resultados da busca na base de dados foram considerados positivos quando
se obteve um escore de identidade proteica de 25 e 23 T. castaneum ¢ O. borbonicus,
respectivamente, maior que o limiar de confianca de 95%. Dentre as proteinas encontradas
nas analises LC-MS (Q-TOF), podemos destacar fragmento de peptideos correspondente a
serino proteases do tipo tripsina, RLDDKISAVPRV nas andlises realizada na banda
correspondente ao spot 3, com massa molecular de aproximadamente 40 kDa, apds ser
tripsinizado e submetida a separagdo por nano-HPLC (figura 32).

Esse resultado era esperado uma vez que em nossas analises foi observada inibi¢do da
atividade proteolitica na presenca dos inibidores especificos de serino proteases PMSF,
aprotinina, SBTI e TLCK em pH alcalino (figuras 16, 17 e 18). Além disso, a presenca do
PMSF inibiu a atividade proteolitica em zimograma, utilizando gelatina 0,1% como substrato,
diminuindo a intensidade das bandas com massas moleculares com aproximadamente 10 kDa,
15 kDa, 20 kDa e 40 kDa, em pH 7,4 (figura 20). Resultados semelhantes foram observados
no intestino médio das larvas de Tenebrio molitor, onde atividade semelhante a tripsina e
quimotripsina foi predominante no intestino posterior em pH mais alcalino, pois essas
diferengas no pH do intestino médio estdo relacionadas a diferentes complementos de
proteases digestivas (VINOKUROV et al., 2006a). Comparando potenciais de proteases

digestivas em larvas de 4. diaperinus com aquelas presentes em outros insetos, encontramos
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dois fragmentos de peptideos relacionados a cisteino proteases Cl1 do tipo catepsina,
RVKGSVLDLNGRL e NIGVFEWKEF, na analise realizada na banda correspondente ao spot
1 e 4, com massa molecular de aproximadamente 60 kDa e¢ 30 kDa respectivamente apos
tripisinizagdo (figura 32, Tabela 11). Estes resultados consistem com uma tendéncia
observada em alguns besouros em relacdo a outros insetos, uma mudanga para um intestino
mais acido, propicio para a atividade de cisteino proteases. Em tenebrionidaes, as catepsinas
B e L, fazem parte do complexo da peptidase digestiva na larva intestinal (VINOKUROV et
al., 2006b). Genes da cisteino protease C1 do Tribolium castaneum codificam as catepsinas B
e L. A maioria das peptidases do tipo catepsina B ndo possuem residuos conservados em
regides funcionais e, portanto, podem nao ter atividade de peptidase, enquanto a maioria dos
genes de peptidase do tipo catepsina L de 7. castaneum, codificam enzimas potencialmente
funcionais (TRIBOLIUM GENOME, 2008). As exopeptidases desempenham um papel
importante na digestdo de proteinas, uma vez que os peptideos e as proteinas t€m que ser
convertidos em  dipeptideos ou aminoacidos Uinicos para serem absorvidos eficientemente
pelo intestino (BAYES et al., 2003). Em nossas analises espectrométricas foram identificadas
diferentes tipos de exopeptidases presentes no trato digestivo das larvas de A. diaperinus.
Vistos ap0s tripisinizagdo dos spots 1 e 3, identificamos nos bancos de dados fragmentos de
peptideos homologos a fragmentos presentes em aminopeptidases de Drosophila
melanogaster e tribolum castaneum. Segundo LI e colaboradores (2008), foram detectados
duas aminopeptidases no transcriptoma do intestino médio das larvas D. melanogaster. As
aminopeptidases identificadas foram leucil aminopeptidase (EC 3.4.11.1) e aminopeptidase P
(EC 3.4.11.9). Ambas as enzimas pertencem a diferentes classes da aminopeptidase N.
Sequéncia de amino acidos da principal leucil aminopeptidase isolada do intestino
médio das larvas de M. funereus , apresentaram uma alta similaridade com todos os peptideos
internos obtidos da andlise ESI MS / MS, quando comparada a outras aminopeptidases de
coleopteras. Observou-se alta similaridade na sequéncia peptidica com as sequéncias de
aminopeptidase de 7. castaneum e T. molitor (BOZIC et al., 2008). As aminopeptidases sdo
representadas por um espectro extraordinariamente amplo de enzimas e exibem massas
moleculares variando de 53 a 140 kDa (TAYLOR, 1993). Varios estudos relataram atividade
proteolitica de aminopeptidase encontradas em fracdes soluveis e ligadas @ membrana de
intestinos de diferentes espécies de Coleoptera (BAKER ¢ WOO, 1981; CHRISTELLER et
al., 1989; OSUALA et al., 1994; CRISTOFOLETTI e TERRA, 1999; WAGNER et al. .,
2002). Metaloproteases foram identificadas em algumas espécies de insetos usando EDTA

como um quelante de ions metalicos. Por exemplo, na caracterizagdo da atividade proteolitica
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no sistema digestivo de larvas Glyphodes pyloalis (Lepidoptera: Crambidae) mostrou a
presenca de proteases de diferentes classes mecanisticas para a digestdo de proteinas, com
metaloproteases como forma dominante, inibida por EDTA (MAHDAVI et al., 2013). Em
nossos estudos, foi observada a presenga de diferentes metaloproteases, identificada apods
analises em espectrometria de massa dos fragmentos de peptideos R. EQSVDADTSLAVLK.R
e RIGFNLLK, gerados pela digestdo triplitica do spot 2, com massa molecular na faixa de
50 kDa - 60 kDa retirado do gel de poliacrilamida 12%.

O valor e-value nos indica o numero de alinhamentos que seriam esperados
apresentando valores de score iguais ou melhores que o encontrado por acaso, dado o
tamanho do banco de dados. O wvalor e-valuede um hitpara um dado score que
corresponde a probabilidade de se obter, sequéncia aleatéria de mesmo tamanho e outro
alinhamento com score igual ou superior. Desta forma, quanto mais proximo de zero for o e-
value, mais confiavel sera a consulta (SOUZA e LIFSCHITZ, 2007) (Tabela 11). O advento
da ionizacdo por eletrospray (ESI) (WHITEHOUSE et al., 1985) e da desor¢ao/ionizagdo por
matriz assistida a laser (MALDI) (KARAS e HILLENKAMP, 1988) possibilitaram a analise
de biomoléculas grandes em base rotineira pela primeira vez. A incorporagao de abordagens
protedmicas facilitou muito nossos estudos de proteinas intestinais em larvas de coledpteros.
As peptidases tém fungdes importantes em todos os sistemas. Incluem exopeptidases, tais
aminopeptidases e carboxipeptidases, também referidas como proteases, que sdo agrupadas
como serino, cisteino, metalo- ou asparticas definidas pelo sitio ativo e mecanismo catalitico
(NEURATH, 1984).

Muitos insetos possuem cisteino proteases (Catepsinas B, H, L, M, N, S e T) que sdo
ativas principalmente como proteases intracelulares (CHO et al., 1999). Em coledpteros,
através de abordagens protedmica, foram encontradas no epitélio do intestino médio em
Callosobruchus maculatus proteases tipo catepsina B e aminopeptidase N de membrana
(NOGUEIRA et al., 2012). Cisteino proteases, como a catepsina L, e as serino proteases, tais
como tripsinas e quimotripsinas, sdo importantes enzimas digestivas em 7. castaneum e T.
molitor (ELPIDINA et al., 2007). Em larvas de T. castaneum, 80% da atividade proteolitica
total ¢ encontrada no intestino anterior, ¢ 97% da atividade ¢ devida a cisteino proteases
(VINOKUROV et al., 2009). Sob condigdes dietéticas normais, as larvas de 7. castaneum
usam principalmente cisteino proteases para a digestdo de proteinas (OPPERT et al., 2003).
No entanto, quando desafiados com inibidores de cisteino proteases, as larvas respondem com

0 aumento na atividade proteolitica de serino proteases (OPPERT et al., 2005).

118



Tabela 11. Identificagdo pelo Mascot de proteases no intestino médio em larvas de Alphitobius diaperinus separadas por SDS-PAGE, digestdo

por tripsinizacdo e analise por LC-MS (Q-TOF).

Spot Descrigao
1 Catepsina
1 Aminopeptidase
2 Peptidase
2 Dipeptidase
2 Metaloprotease
2 Metaloprotease
3 Aminopeptidase
3 Tripsina
4 Catepsina b
6 Peptidase
6 Dipeptidase

Banco de dados

eggnog

D.melanogaster_Unipro

0. borbonicus _Uniprot

D.melanogaster_Unipro

R. microplus_Uniprot

eggnog

T_Castaneum_Uniprot

0O.borbonicus_Uniprot
eggnog
eggNOG

B. mori_Uniprot

Organismo

Tribolium castaneum
Drosophila melanogaster
Oryctes borbonicus
Drosophila melanogaster

Rhipicephalus microplus
Dysdercus peruvianus

Tribolium castaneum

Oryctes. borbonicus

Tribolium castaneum
Spodoptera frugiperda

Bombyx mori

Proteina

ENOG410356S
EDX13822.1
KRT79135.1

NP_650192.1

AAZ39658.1

ENOG410343H

XP_008200957.1
KRT85123,1
ENOG41033X3

ENOG41033XW

XP_021208649.1

84387

107009

53616

55237

55753

757701

114079

45202

35032

36970

13669

E-
value

0.009
0.009

*0.024

*q e-6

*0.034

*0.004

*0.047

aa

948

463

491

493

979

407

342

Peptideos

R.VKGSVLDLNGR.L
K.GATFIRMIK.H
K.GMIYNLKTK.E
R.IEDDVLITK.T

R.EQSVDADTSLAVLK.R
R.IGFNLLK.-

K.VLDQNVTIK.E
R.LDDKISAVPR.V
NIGVFEWK.F
K.TTDSPLSPFSSIR.R

R.NVPDTILR.M

Mascot
score

9

18

*23

15

Max score
blast

371

Alinhamento

Descri¢ao: Numero de entrada das proteinas classificadas pelo Mascot, utilizando banco de dados personalizado; Numero de acesso a proteina

NCBI. MM (massa molecular) em kDa, preditos a partir da sequéncia fasta NCBI por blastp. Numero de aminoacidos da proteina (aa).

* Significancia de 95% (p< 0,05).
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Pelo menos 20 diferentes atividades de peptidases foram relatadas no intestino larval de T.
molitor: quatro aminopeptidases, duas carboxipeptidases, seis cisteino proteases, ¢ as demais
serino proteases (TERRA e CRISTOFOLETTI, 1996; CRISTOFOLETTI et al., 2005;
ELPIDINA et al., 2005 TSYBINA et al., 2005). Inicialmente estudos realizados em larvas
Oemona hirta (Coleoptera: Cerambycidae), descrevem a presenca da atividade proteolitica de
tripsina, quimotripsina e aminopeptidase. Entretanto os percentuais de atividade proteolitica
se apresentaram muito baixas no intestino posterior em comparagdo com as altas taxas
encontradas no intestino médio. Além disso, foram encontrados baixos niveis de atividade
proteolitica de carboxipeptidase A e dipeptidases no intestino médio de suas larvas (SHAW et
al., 2009). Devido as condigdes acidas do intestino médio, em muitos coledpteros, como as
larvas das lagartas da raiz do milho ocidental Diabrotica virgifera (Coleoptera:
Chysomelidae), a digestdo de proteinas € realizada principalmente por cisteino proteases.
Contudo no intestino médio destes insetos foram identificadas atividades proteoliticas de
aminopeptidases. Por conseguinte, sob condi¢des acidas, a atividade destas proteases foram
inferiores em comparagdo com as condi¢des alcalinas (KAISER-ALEXNAT, 2009).

No sistema digestivo de insetos as aminopeptidases desempenham um papel dominante
na fase intermediaria e terminal da digestdo de proteinas ao hidrolisar oligopeptideos
parcialmente digeridos para facilmente difundir os produtos (LOMATE et al., 2010). Estas
enzimas tém temperaturas e pHs otimos variaveis e requerem cations divalentes (LOMATE
et al., 2010). Em insetos essas enzimas s3o geralmente mais ativas do que as
carboxipeptidases (TERRA E FERREIRA, 1994). Na classe insecta, as aminopeptidases
foram encontradas no intestino médio de representantes das ordens de Coleoptera (OSUALA
et al., 1994). A ocorréncia de apenas endopeptidases no sistema digestivo de insetos ndo
completaria a hidrélise de proteinas ingeridas para pequenos peptideos e aminoacidos.
Exopeptidases como metalocarboxipeptidases devem desempenhar um papel importante na
digestdo de proteinas e afetar a degradacdo de produtos de endoprotedlise (BAYES et al.,
2003).

O programa Blast2Go (CONESA et al., 2005) foi utilizado para atribuir grupos funcionais
por termos de ontologia génica (GO), termos InterPro (InterProScan, EBI) e codigos de
classificacdo enzimatica (EC) nas proteinas obtidas no meio do intestino médio das larvas de
A. diaperinus (figura 33). Segundo a categorizagdo do GO, os grupos mais abundantes foram
“intracelular”, “parte intracelular”, “organela intracelular”, “organela delimitada por
membrana” e “componente intrinseco da membrana”, dentro da superclasse “Componente

29

celular”; “Atividade hidrolasica”, “atividade catalitica, atuando sobre uma proteina”, “ligacdo
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Figura 33. Andlise de ontologia genética (GO) nivel 3. As proteinas identificadas no trato
digestivo das larvas de Alphitobius diaperinus, depois de alimentados com a dieta comercial,
foram classificadas em trés categorias principais de ontologia de genes. (A) Componente

celular; (B) Funcdes moleculares; (C) Processos bioldgicos.

121



i6nica”, dentro da superclasse “Fungdo molecular”; e “processo metabdlico composto de
99 ¢¢

nitrogénio” e “processo metabolico de substancia organica”, “processo metabolico primario”,

“processo metabdlico celular”, dentro da superclasse “Fungdo molecular”

5.8. Efeito inibitorio de imidazolonas sobre atividade proteasica no trato digestivo das
larvas de A. Diaperinus.

As moléculas descritas sdo das classes de imidazolonas e foram sintetizadas a partir
das tirfostinas, atuam como inibidoras de cisteino proteases. A presenca do grupo o,
insaturado e essenciais para a atividade desta série funcionando como um aceptor de Michael
para a formacdo de ligacdo covalente entre o ligante e a enzima alvo. Os substuintes em R1,
no anel aromatico ligado ao benzilideno, foram escolhidos de modo a se variar as
propriedades fisico-quimicas dos compostos € também a modular a reatividade sobre a dupla
ligacdo (figura 34). Foram realizadas andlises com os inibidores de cisteino proteases
imidazolonas, sobre atividade proteolitica no intestino médio das larvas de 4. diaperinus. Os
resultados demonstraram que todos os compostos de imidazolonas utilizados nos
experimentos apresentaram diferentes niveis de inibi¢do, quando comparado ao controle com
DMSO (Figura 35). O inibidor E-64 foi diluido em DMSO e utilizado como controle positivo
para assegurar a eficiéncia da metodologia. Os compostos LDQM 87, 88, e 85, apresentaram
maiores niveis de inibicao, 71%, 68% e 67%, respectivamente, quando comparado ao controle
com DMSO. O composto com menor potencial inibitério foi LDQM 84, apresentou 40%,
entretanto uma inibigdo significativa quando comparado ao controle (Tabela 12).

Em relacdo ao composto LDQM 87 que proporcionou maior coeficiente de inibi¢do da
atividade proteolitica. Pode ser dada ao caracter eletronico dos grupos adicionados ao anel
aromatico vizinho ao benzilideno, neste caso a presenga do grupo nitro. Esse grupo acionado
tem como caracteristica possuir um forte caracter retirador de elétrons do sistema por indugdo
e ressonancia contribuindo para uma maior deficiéncia de elétrons no carbono benzilidénico,
0 que aumenta a sua reatividade frente a um ataque nucleofilico (MARCH, 1992). O mesmo
pode ser observado no composto LDQM 85, entretanto o grupo cloro ¢ um fraco retirador de
elétrons do sistema de indugdo, contribuindo com menor efici€éncia inibitoria (MARCH,
1992). A presenca de um grupo espagador no residuo do grupamento amina do composto
LDQM 88, e consequentemente maior liberdade conformacioanal sobre a atividade da
imidazolona, sugerindo como uma das explicagdes viaveis para seu potencial inibitorio. As
moléculas de imidazolonas apresentaram resultados semelhantes utilizadas como inibidores

de deubiquitinases e apresentaram atividade bioldgica frente a diferentes linhagens de células
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Figura 34: Estruturas das imidazolonas selecionadas para avaliacio de atividade

-----

destaque as diferengas entre as séries, em rosa, destaca-se a diferenca pela adigdo de grupo

espacador, em laranja, a diferenga de volume das séries (AZEVEDO et al., 2019).
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Figura 35: Efeito de inibidores sintéticos sobre a atividade proteolitica no
homogeneizado do intestino médio das larvas de Alphitobius diaperinus. Atividade
proteolitica na presenga dos inibidores de cisteino proteases, Ldqm 80, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88 e 89 na concentragdo de 100 uM em 30 pl de amostra. A reagdo foi disparada apos
adicionar 50 pl de azocaseina 1% como substrato, diluida em tampdo citrato/fosfato pH 5,6
0,1 M, 0,15 M NaCl em uma concentragdo final de 0,4 pg/ul de proteina. A hidrdlise do
substrato foi monitorada durante 30 minutos a 37 °C. A atividade especifica foi expressa em
U/mg de proteina, quantidade em pMol de sulfanilamida formado por minuto/mg de
proteina. Como controle foi utilizado DMSO 1%, controle positivo foi utilizado E-64 10 pM.
Testes estatisticos Anova e Tunkey, (p< 0,01*%*), (p<0,001***). As barras verticais representa

erro padrdo (+S.E.M).
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Tabela 12: Efeito de inibidores sintéticos sobre atividade proteolitica de cisteino proteases

presentes no intestino médio das larvas de Alphitobius diaperinus.

MASSA A
& ESTRUTURA INIBICAO EM %
INIBIDORES CONCENTRACAO INIBIDORES MOLIES;JLAR PH 5,6
CONTROLE _ 0
E-64 10 uM *83

LDQM 80

100 pM 249,26 *57

LDQM 83

100 pM 5 294,26 *49

O™~y
O
Sl 100 uM _ e 279,29 *67
'
o
O

Sl 100 M W e 324,38 *40

LDQM 85 100 pM W a> 358,82 *67

LDQM 86 100 pM %: 340,47 *57

LDQM 87 100 pM QA%Q 369,37 *71

LDQM 88 100 uM > 338,40 *68

LDQM 89 100 uM @AV:(@ 362,31 *68

Todos os valores sdo as médias de pelo menos trés ensaios separados em triplicata. Os
resultados referentes ao efeito dos inibidores proteoliticos estdo expressos em percentagem de
inibicao para cada tratamento. Dados apresentaram normalidade entre as médias. *Indicam a

diferenca significativa no teste de Tukey (p < 0.05).
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leucémicas. As deubiquitinases sdo enzimas que possuem papel importante na
regulacdo do sistema ubiquitina-proteinas intracelulares. Estas enzimas sdo cisteino
proteases, ou seja, atuam na clivagem de ligagdes peptidicas através de um residuo de

cisteina presente no sitio catalitico desta enzima (AZEVEDO et al 2019).

6. CONCLUSOES.

Os resultados deste estudo mostraram que larvas e adultos de Alphitobius
daiperinus exibiram diferentes tipos de proteases nos extratos do intestino médio,
indicando a adaptacdo deste inseto quando submetido a diferentes tipos de dietas.

Mudancas na atividade proteolitica devido a alimentacdo indicam uma
correlacdo entre atividade proteolitica digestiva e composi¢do dos nutrientes das varias
dietas.

Este estudo indica que as dietas com maiores concentra¢des de proteina bruta em
sua constitui¢do, influenciaram positivamente na atividade proteolitica das proteases
digestivas presentes no extrato do intestino médio das larvas de Alphitobius diaperinus.

Embora, foi observada atividade proteolitica de serino e cisteino proteases, as
cisteino proteases foram as proteases mais ativas no intestino médio de A. diaperinus
sendo identificada cisteino proteases tipo catepsinas, sugerindo como principal

endoproteases do sistema digestivo.

7. PERSPECTIVAS.

Apés observar o comportamento no processo digestivo do Alphitobius
diaperinus, quando submetidos em diferentes dietas, pode-se estabelecer no programa
de manejo de pragas quais os periodos mais suscetiveis a infestacao e proliferacdo do
inseto no sistema de produgdo de aves;

O conhecimento prévio das principais proteases responsaveis pelo processo
digestivo, em estudos posteriores, pode ser utilizado como alvo principal no controle

bioloégico do Alphitbius diaperinus.
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