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RESUMO

Inibidores enzimaticos sdo moléculas que tém a capacidade de diminuir ou
interromper a atividade catalitica de enzimas, muitos deles sdo produzidos de
maneira endégena com o intuito de manter a homeostase do organismo. Inibidores
de tripsina tém sido estudados devido a sua importancia no controle de pragas, para
entender os mecanismos de inibicdo e até mesmo como possibilidade para novos
farmacos. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade de um inibidor de
tripsina enddégeno da larva do Tribolium castaneum mediante a uma purificagdo
parcial. A primeira etapa se consistiu em um salting out com sulfato de amdnio, a
segunda etapa utilizou uma membrana de ultrafiltracdo. Apds esse ensaios o extrato
da larva teve um decréscimo de contaminantes comprovado por meio de um gel de
poliacrolamida SDS-PAGE, mostrando uma purificacdo parcial e conseguindo inibir
cerca de 58% da atividade da tripsina bovina, quando a amostra foi submetida a
altas temperaturas permaneceu com sua atividade conservada. Com esses
resultados conseguimos comprovar a presenca de um inibidor endégeno de tripsina
na larva do T. castaneum, que poderd ser usado para futuras aplicacdes
biotecnolégicas como o tratamento de doencas.

Palavras chaves: Inibidor de tripsina, Tribolium castaneum, ultrafiltracao.



ABSTRACT

Enzyme inhibitors are molecules that have the ability to decrease or interrupt
the catalytic activity of enzymes, many of them are produced endogenously for the
purpose to maintain the organism's homeostasis. Trypsin inhibitors have been
studied due to their importance in prague control, to understand the mechanisms of
inhibition and even as a possibility for new drugs. The objective of this work was to
evaluate the activity of an endogenous trypsin inhibitor of the Tribolium castaneum
larva by means of a partial purification. The first stage consisted of a salting out with
ammonium sulfate, the second stage used an ultrafiltration membrane. After saline
precipitation and ultrafiltration, the larvae extract had a decrease in contaminants
confirmed by a SDS-PAGE polyacrylamide gel, showing a partial purification and
managed to inhibit about 58% of bovine trypsin activity, when the sample was
subjected to high temperatures, its activity remained conserved. With these results
we were able to prove the presence of an endogenous trypsin inhibitor in the T.
castaneum larva, which can be used for future biotechnological applications such as
disease treatment.

Keywords: Trypsin inhibitor, Tribolium castaneum, ultrafiltration
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1 INTRODUCAO

As serinoproteases sao enzimas proteoliticas que participam de processos
fisiologicos cruciais, como coagulacdo sanguinea, ativacdo do complemento,
processos digestivos e degradativos, fibrindlise, fertilizacdo, desenvolvimento
embrionario e remodelacdo de tecidos tanto em vertebrados quanto em
invertebrados (KREM, 2002).

Em invertebrados as enzimas proteoliticas se tornaram alvos de diversos
estudos e uma énfase é dada a tripsina por ser importante em Vvarios processos
fisiolégicos como na hidrélise de proteinas alimentares (DIAZ- MENDOZA et al.,
2005; DELCROIX et al., 2006). Em sistemas biolégicos, proteinases e inibidores de
proteinases existem frequentemente como pares, a fim de manter a homeostase
(JIANG e KANOST, 2000).

Insetos e crustaceos tém sido os modelos mais comumente utilizados, entre
os invertebrados, para a compreensao e caracterizacao dos processos fisiolégicos e
bioguimicos nos quais as serinoproteases estdo envolvidas (NORIEGA E WELLS,
1999; MAEDA-MARTINEZ et al., 2000; DE ALBUQUERQUE et al., 2002).

Os inibidores de protease foram rastreados e identificados em varios
artrépodes, inclusive em insetos como Bombyx mori, Antheraea pernyi, Drosophila
melanogaster, Manduca sexta, Locusta migratoria e Schistocerca gregaria
(CHERQUI, 2001). No Tribolium castaneum trinta e um inibidores de
serinaproteinases foram identificadas, incluindo um cluster de 16 genes duplicados
dentro de um segmento de 50 kilobases (ZOU et al., 2007).

O Tribolium castaneum, também conhecido como besouro castanho ou
besouro vermelho da farinha, acomete culturas de cereais como trigo, soja e aveia
causando grandes perdas tanto na producdo como durante o armazenamento do
produto, ele tem sido um inseto muito utilizado em pesquisas ficando atras somente
da Drosophila melanogaster (DONITZ et al., 2013).

O presente estudo se propde a analisar a atividade de um inibidor de tripsina
presente nas larvas do inseto Tribolium castaneum e de submete-lo a técnicas de
purificacdo, visto a importancia das proteases e seus inibidores para todas as formas

de vida pois sdo responsaveis por regular variadas funcdes. Além disso os insetos
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podem ser modelos valiosos para entender o papel das cascatas proteoliticas e sua

regulacéo durante o desenvolvimento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tribolium castaneum

O Tribolium castaneum, também conhecido como besouro vermelho da
farinha ou besouro castanho (Fig. 1), pertence a ordem Coleoptera, ele empesta
principalmente grdos moidos, como trigo, soja e aveia, e conseguem se desenvolver
bem em ambientes e alimentos extremamente secos, causando grandes perdas
tanto na produgdo quanto durante o armazenamento do produto. (DONITZ et al.,

2013; RICHARDS et al., 2008).

Figura 1: Inseto Tribolium castaneum em fase adulta.

Fonte: https://www.agrolink.com.br/problemas/besouro-castanho_1928.html — Acesso em 28
de dezembro de 2019.

O T. castaneum € um inseto holometédbolo, passa por metamorfose completa
constituida por 4 fases distintas (ovo, larva, pupa e inseto adulto) (Fig. 2), seu ciclo
de vida compreende de 30 a 40 dias, quando em temperatura favoravel de 35°C e
umidade relativa do ar de 70% (BERNARDO QUIMICA, 2006).

Figura 2: Estagios de desenvolvimento do Tribolium castaneum: ovos, larvas, pupas e adultos.

Fonte: http://grainscanada.gc.ca — Acesso em 28 de dezembro de 2019.
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Os insetos adultos de T. castaneum, apresentam coloragdo castanho-
avermelhada, medem cerca de 3-4 mm, possuem corpo achatado e duas
depressdes transversais na cabeca (ELIAS et al.,, 2008). Cada uma das fémeas
desse inseto podem ovipositar cerca de 450 ovos a cada ciclo, os ovos medem
aproximadamente 0,6 x 0,3 mm de comprimento, sdo claros e recobertos por uma
camada de substancia viscosa e o periodo para eclosdo é de cerca de 5-7 dias.
(PUZZzI, 1977). As larvas da espécie apresentam uma coloracdo amarelada, um
formato cilindrico, medindo aproximadamente 7mm e passam por 6 a 8 instares até
chegarem a fase de pupa ficado nesse estagio por proximamente 7 dias (GALLO et
al., 2002) (Fig. 3).

Figura 3: Ciclo de vida do Tribolium castaneum

: 5-7 dias
7 dias

6 a 8 instares

Fonte: CHICUTA, 2019. Adaptado de LORONI et. al, 2015
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O Tribolium castaneum detém a capacidade de voar, especialmente em
condig¢Oes tropicais, fazendo com que ele seja um dos primeiros insetos a reinfestar
os produtos apos a fumigagdo (FARONI; SOUSA, 2006).

A segunda escolha como sistema modelo para estudos em insetos tem sido o
T. castaneum, ficando atrds apenas da mosca-da-fruta, Drosophila melanogaster
(DONITZ et al., 2013). O sucesso observado com a utilizacdo do T. castaneum tem
relacdo com a sua rapida reproducdo, alta fecundidade, intervalos curtos de
geracdo, baixos custos de manutencdo, aspectos éticos aceitaveis, genoma
acessivel em banco de dados, além das sequéncias de genes apresentarem intensa
relacdo de homologia com outras espécies, incluindo humanos, compartilhando com
estes cerca de 126 grupos de genes ortélogos (RICHARDS et al., 2008). Visto essas
vantagens o Tribolium castanenum torna-se um excelente modelo para diversos
estudos genéticos e bioquimicos, incluindo pesquisa sobre enzimas, como por

exemplo, as proteases e seus inibidores.

2.2 Proteases

As proteases (EC 3.4), também denominadas peptidases ou proteinases, sao
uma das maiores e mais diversas familias de enzimas atualmente conhecidas
(QURESHI et al., 2011). A atividade catalitica da protease esta envolvida em varios
processos, entre eles a digestdo e apoptose. Essas enzimas sdo indispensaveis em
todos 0s organismos vivos para a sintese das biomoléculas necessarias e para
controlar o tamanho, a forma, a rotatividade e a composicdo das proteinas
fundamentais (RAMACHANDRAN et al., 2012), além disso, peptidases estédo
envolvidas em muitas doencas humanas, com doencas neurodegenerativas,
inflamatodrias e infecciosas (MOURAO, 2016).

As proteases atuam nas ligacbes peptidicas e incluem as proteinases
endopeptidases (EC 3.4.21-24) e exopeptidases (EC 3.2.4.11-19)(TERRA et al.,
1996), classificadas assim pela posicdo da ligacdo peptidica clivada. As
exopeptidases executam sua atividade enzimatica por hidrélise meramente nos
pontos terminais de nitrogénio ou carbono da cadeia do substrato inteiramente

composta de polipeptideo (MOTYAN, 2013), ja as endopeptidases estdo envolvidas
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de maneira proativa na clivagem de aminoacidos nédo terminais (Fig. 4) (SAWANT,
2014)

Figura 4: Representacéo esquematica da atuacao de endopeptidases e exopeptidases
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Fonte: adaptado de SILVERTHORN, 2010

As proteinases sao subdivididas em sub-classes com base no mecanismo
catalitico, demonstrado pelo uso de reagentes especificos ou efeito de pH, e incluem
as serino-proteinases (EC 3.4.21), as cisteino-proteinases (EC 3.4.22) as aspartato-
proteinases (EC 3.4.23) e as metaloproteinases (EC 3.4.24) (TERRA et al., 1996).

As Cisteinoproteases (Fig. 5a) podem ser caracterizadas como enzimas
proteoliticas que atuam nas ligagBes peptidicas por um ataque nucleofilico do anion
sulfeto, localizado em seu sitio catalitico (KUNAKBAEVA et al., 2003). A protease do
acido aspartico (Fig. 5 b) € uma protease acida que utiliza uma molécula de agua
ligada a um ou mais residuos asparticos no local catalitico da acdo (SZECSI, 1992).
As metaloproteases (Fig. 5c) sdo normalmente caracterizadas por exigirem a
presenca de um ion metalico bivalente (normalmente o Zn* ou Mn?*) em seu sitio
catalitico (RAO et al., 1998)
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A subclasse de proteases melhor caracterizada e fisiologicamente versatil é a
de serinoprotease (Fig. 5d), que contém no sitio ativo uma triade catalitica: Acido
aspartico (Asp), histidina (His) e serina (Ser). (KRAUT, 1977).

De modo geral, as principais enzimas encontradas no intestino dos insetos
sdo as proteases e as carboidrases (BOWN et al.,, 1997) e as duas principais
classes de proteinases no sistema digestivo de insetos fitofagos sédo as serino e
cisteino proteinases (KUBO, 2007). As serina-proteinases, particularmente tripsina e
quimiotripsina, sdo as principais proteinases digestivas presentes na maioria dos
grupos de insetos, com excecdo de algumas espécies de hemipteras e coleopteras,

nas quais cisteino e aspartato proteinases predominam (LAM et al., 2000).

Figura 5: Representacao ilustrada dos sitios ativos das proteases: Cisteinoprotease (a),
Asparticoprotease (b), Metaloprotease (c) e Serinoprotease (d)

Fonte: © 2009 Nature Publishing Group

2.3 Enzima Tripsina

A Tripsina (EC 3.4.21.4) é a principal enzima intestinal que é responsavel por

hidrolisar proteinas alimentares. E uma serina-protease que hidrolisa ligacdes
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peptidicas formadas pelo lado carboxi-terminal de aminoacidos basicos como a
lisina ou arginina. Esta enzima tem sido alvo de diversos estudos em insetos por

conta do seu potencial para o biocontrole dessas pragas (RAO, 1998).

A estrutura da tripsina € composta por duas alfa-hélices e dois barris-betas,
cada um contém seis fitas; sua triade catalitica, Ser, His, Asp; esta localizada nesse
local (Fig. 6). E possivel verificar a presenca de outros sitios enzimaticos, o de
ligagéo e reconhecimento do seu substrato (Aspartato, Glicina e Glicina), outro de
ligacdo do ion célcio (Glutamina, Asparagina, Valina, Glutamato e Glutamato ), e um
outro de autdlise, que contém lisina e arginina (BODE; SCHWAGER, 1975 ;
KISHIMURA, 2008).

Figura 6: llustracdo da estrutura geral da tripsina
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Fonte: Schragder Leiros et al.,2000
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Em vertebrados, possui atuacdo esclarecida na digestdo intestinal, lise
celular de organismos invasores, bem como na coagulacdo sanguinea; podem agir
na sinalizacéo celular por meio de receptores ativados por proteases (KONG et al.,
1997). Na sua forma inativa (Pré-enzima) € denominada de tripsinogénio, que é
ativado ao chegar ao duodeno, intestino delgado, ao ser hidrolisada por uma
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enteroquinase, ao retirar um hexapeptideo amino-terminal da sua forma inativa
(DEVLIN; TOMA, 2007; RIBEIRO, 2013).

A tripsina apresenta algumas etapas para exercer seu mecanismo de agao,
primeiramente ha o acoplamento do seu sitio ativo em seu substrato, isso € possivel
pelo ataque nucleofilico realizado pelo residuo de aminoacido serina ao grupo
carbonila do substrato, que instabilizar4 o oxigénio do grupo carbonila, favorecendo
a formacdo de carga negativa por um periodo, que seré estabilizada pelo hidrogénio.
Ha formacao do complexo acil-enzima. O grupo amino dissocia-se da cadeia e forma
0 produto inicial da hidrolise, assim a agua pode entrar no sitio ativo enziméatico e
promover o ataque nucleofilico, sendo responsavel por formar um novo complexo
acil-enzima para acontecer a dissociacdo do grupo carboxil, que € o segundo
produto da hidrdlise (Fig. 7) (HEDSTROM, 2002).

Figura 7: llustracdo do mecanismo de a¢&o da tripsina

O H

Fonte: BERG, STRYER e TYMOZKO, 2007
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Enzimas proteoliticas de invertebrados se tornaram alvos de diversos
estudos, uma énfase € dada para a tripsina por ser importante em varios processos
fisiologicos, e na busca para melhor compreender a hidrolise de proteinas
alimentares (DIAZ- MENDOZA et al., 2005; DELCROIX et al., 2006). Entre os
invertebrados, crustaceos e insetos tém sido os modelos mais comumente usados
para a compreensao e caracterizacdo dos processos fisiolégicos e bioquimicos nos
quais essa enzima esta envolvida (NORIEGA E WELLS 1999; MAEDA-MARTINEZ
et. al 2000 ; ALBUQUERQUE et al., 2002).

As proteases possuem diversas vantagens, mas devem ser rigorosamente
reguladas e controladas, pois 0 excesso de atividade dessas enzimas pode causar
danos ao organismo. Para efetuar esse controle existem os inibidores proteoliticos
(RAWLINGS et al., 2004).

2.4 Inibicdo enzimatica

Inibidores de enzimas sdo moléculas que interferem com a catélise,
diminuindo ou interrompendo as reacdes enzimaticas, podem agir por meio de
ligacdo as enzimas livres por meio do complexo enzima-ligante (NELSON; COX,
2015).

Os inibidores enziméticos sédo divididos em duas classes, os reversiveis e 0s
irreversiveis. Os inibidores irreversiveis dissociam-se muito lentamente de sua
enzima-alvo, visto que estd ligado firmemente a enzima. Alguns inibidores
irreversiveis sdo farmacos importantes, como a penicilina que atua ao modificar
covalentemente a enzima transpeptidase, impedindo, desse modo, a sintese das
paredes bacterianas e matando, consequentemente, as bactérias. Os inibidores
reversiveis, por sua vez, se caracterizam por uma rapida dissociacdo do complexo
enzima-inibidor e podem ser classificados em competitivos, incompetitivos e nao-
competitivos (HARVEY; FERRIER, 2015; KUNITZ, 1947, STRYER, 2007).

Na inibicdo competitiva (Fig. 8), os dois ligantes (substrato (S) e inibidor (1))
competem pelo sitio ativo da enzima, quando o inibidor ocupa o sitio ele impede que
a enzima se ligue ao substrato, ou seja, a enzima nao pode se ligar aos dois ligantes

ao mesmo tempo. Comumente os inibidores competitivos se assemelham
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estruturalmente ao substrato, formando um complexo enzima-inibidor (El), porém
sem levar a catalise, consequentemente diminui a velocidade de catalise ao reduzir
a proporcdo de moléculas de enzimas ligadas a um substrato (NELSON E COX,
2014; BERG, STRYER e TYMOZKO, 2007).

Figura 8: Esquema de inibicdo competitiva. Mostra a enzima (E) e os sitios de
ligacéo do substrato (S) e inibidor (I). KI é a constante de equilibrio da ligagao do inibidor a
E.
(a) Inibicao competitiva
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Fonte: NELSON E COX, 2014

Um inibidor incompetitivo (Fig. 9) distingue-se por se ligar em um sitio distinto
do sitio ativo do substrato e, ao contrario do inibidor competitivo, liga-se apenas ao
complexo enzima-substrato (ES). O sitio de ligacdo do inibidor incompetitivo s6 é
criado a partir da interacdo da enzima com o substrato (NELSON E COX, 2014;
BERG, STRYER e TYMOZKO, 2007).

substrato (S) e inibidor (). KI' é a constante de equilibrio para a ligagao a ES.

E+S ES E+P
+
I
E
ESI

?
o

Fonte: NELSON E COX, 2014
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Na inibicdo ndo competitiva ou mista (Fig. 10) apesar de o inibidor também se
ligar a um sitio distinto do sitio ativo ao qual o substrato se liga, diferencia-se da
inibicdo incompetitiva pois um inibidor ndo competitivo pode ligar-se tanto a enzima
livre quanto ao complexo ES. (NELSON E COX, 2014; BERG, STRYER e
TYMOZKO, 2007).

Figura 10: Esquema de inibicdo mista. Mostra a enzima e os sitios de ligacdo do substrato(S) e
inibidor (1). Kl é a constante de equilibrio para a ligagédo do inibidor a E; KI' é a constante de
equilibrio para a ligagao do inibidor ao complexo ES.

(c) Inibicao mista

E+S =——ES — 2 E+P

o] fe

Fonte: NELSON E COX, 2014

Além dos inibidores outros fatores podem alterar a velocidade de reacdo da
enzima, tanto negativamente como positivamente com relacdo a alteracdo do meio
em que sdo estudadas, como a concentracdo do substrato, temperatura, pH e
presenca de ions (HARVEY; FERRIER, 2015). Até certo ponto, quanto maior a
concentracdo de substrato disponivel, maior é a velocidade de colisdo e ligacédo
entre as moléculas da enzima e substrato. O pH da solucdo atua nos grupos
ionizaveis, podendo alterar a conformagdo enzimética e, portanto, sua atividade.
Quanto a temperatura, no principio, seu aumento resulta no aumento da velocidade
de reacdo, por aumentar a energia cinética das moléculas do sistema; porém,

aumentos elevados levam a desnaturagcdo térmica da enzima, inativando-a
(MOURAO, 2016).
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Dentre os inibidores de proteases e tripsina, podemos fazer destaque as
moléculas de: Benzamidina, € um inibidor competitivo tripsina (MARES-GUIA;
SHAW, 1965); fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), inibidor irreversivel especifico
de serinoproteases, ataca os residuos de serina (JAMES, 1978) e SBTI, inibidor da
soja, € uma proteina do tipo globulina, que atua inibindo a tripsina de maneira
irreversivel (KUNITZ, 1947).

2.5 Inibidores de proteases

A funcao fisiol6gica dos inibidores de proteases (IPs), no sentido amplo, é a
eliminacdo da protedlise indesejada, tanto na maioria dos processos fisioldgicos
normais, bem como em circunstancias patologicas. A presenca de IPs em plasma de
mamiferos sugere a participacdo destes na regulacdo da coagulacdo sanguinea e
outras cascatas proteoliticas, como a ativacdo de complemento (LASKOWSKI e
KATO, 1980, SHAMSI et al., 2016, LASKOWSKI et.al ,1986).

O peso molecular dessas moléculas varia de 6 a 50 kDa, e majoritariamente
apresentam entre 70 e 90 residuos de aminoacidos. Os inibidores que possuem
massa molecular relativamente alta, apresenta-se na forma polimérica, associados
em dimeros ou tetrameros, cujos monémeros possuem uma massa molecular
minima de aproximadamente 10 kDa (KUBO, 2007).

Os inibidores de peptidases estdo sendo bastante estudados pelas muitas
aplicacBes potenciais na medicina, agricultura, biotecnologia, industria de alimentos
e diagnéstico, como também para a compreensao dos mecanismos de interacdo
deles (COTABARREN, et al., 2019; RAWLINGS et al., 2004).

A maioria dos compostos farmacéuticos e nutracéuticos comercializados tém
em sua composicgéo inibidores de enzimas e, como tal, exibem uma acgéo especifica
dentro das células, bactérias, virus, animais, plantas e corpo humano (Tab. 1)
(COTABARREN, Juliana et al. Adding value to the chia (Salvia hispanica L.) expeller: Production of
bioactive peptides with antioxidant properties by enzymatic hydrolysis with Papain. Food chemistry,
v. 274, p. 848-856, 2019.COTABARREN, et al., 2019).

Algumas doencas hereditarias sdo atribuidas a anormalidades nos inibidores
das peptidases como formas de enfisema, epilepsia, edema angioneurotico

hereditario e sindrome de Netherton, um possivel tratamento para essas doencas
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poderia ser uso de inibidores administrados como medicamentos (RAWLINGS et al.,
2004).

O uso potencial medicamentoso de inibidores de proteases também pode ser
sugerido para outras condicdes fisiopatolégicas como infarto do miocardio,
tromboembolismo venoso e acidente vascular cerebral envolvendo atividade

Tabela 1: Exemplos de inibidores de peptidases aprovados para o uso clinico.

inadequada da trombina, cancer, osteoporose, AIDS, doenca de Alzheimer, artrite

reumatoide e inflamacao microbiana (SHAMSI et al., 2016).

Classe da
Indicagdo Composto Companhia Ao peptidase
Hipertensdo, Captopril Bristol-Myers Squibb ECA Metalo
infarto do Enalapril Merk
miccardio Lisinopril AstraZeneca
Trandalapril Abbott
Zofenopril Menarini group
Ramipril Aventls
Moexipril Boehringer Mannheim
Imidapril Trinity Pharmaceuticals
Perindopril Daiichi Pharmaceutical, Servier/Solay
Qinapril Pfizer
Fosinopril Bristol-Myers Squibb
Benazepril Movartis
Cilazapril Roche
Periodontite Periastat CollaGenex MMPL, MMP2 Metalo
HIV Ritonawir Abbott HIV peptidase Aspartico
Amprenavir Vertex Pharmaceuticals, Glaxo
SmithKline
Fosamprenawir Glaxo SmithKline
Atazanawvir Bristol-Myers Squibb
Lopinavir Abbott
Indinavir Merck
Saquinawir Hoffmann-La Roche
Nelfinavir mesylate  Pfizer
Trombose Ximelagatran® AstraZeneca Trombina Serino
Argatroban Mitsubishi-Pharma
Lepirudin Aventis (Hoechst Marion Roussel)
Desirudin Novartis
Fondaparinux Sanofi Synthelabo Fator Xa Serino
sodium (indireto)
Doenca Sivelestat Ono Elastase Serino
respiratéria neutrofilica
humana
Pancreatite Camostat mesylate  Ono Tripsina-like Serino
Pancreatite, MNafamostat Japan Tobacco Amplo espectro Serino
inflamag3do mesilate
Cancer Bortezomib Millennium Proteassoma Treonina

*Retirado do mercado devido a

metaloproteinase de matriz.

hepatotoxicidade. ECA, enzima conversora de angiotensina; MMP,

Fonte; MOURAO, 2016
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2.6 Inibidores de serinoproteinases em insetos

Em mamiferos, muitas respostas fisiolégicas sdo ativadas por cascatas de
sinalizacao extracelular, como coagulacdo sanguinea, angiogénese, cicatrizacdo de
feridas e respostas inflamatérias e complementares. Em geral, os inibidores de
protease de insetos parecem regular uma faixa de respostas semelhante a dos
mamiferos (GUBB et al. 2010).

A hemolinfa de insetos e outros artropodes contém concentracdes
relativamente altas de inibidores de serina proteinase de vérias familias de genes
diferentes (POLANOWSKI E WILUSZ, 1996). Foi sugerido que os inibidores de
protease da hemolinfa do inseto servem a muitas funcdes biolégicas, como a
regulacdo de processos proteoliticamente ativados, que envolvem a cascata da
fenoloxidase (ASANO E ASHIDA, 2001), metamorfose, desenvolvimento, defesa
contra patdégenos invasores e protecdo dos tecidos contra os efeitos nocivos das
proteases que podem vazar para a hemolinfa do trato alimentar (RAI, et al 2010) e
também atuam como uma ferramenta poderosa para entender a imunidade de
insetos a nivel bioquimico (KANOST, 1999).

Em Drosophila melanogaster os inibidores estdo envolvidos em vias
morfogenéticas, espermatogénese, transporte de anions organicos, necrose celular,
apoptose, inibicdo de enzimas digestivas e fatores de viruléncia codificados por
patégenos, longevidade e muitos aspectos da resposta imune inata. (GUBB, et al.
2010).

Dois inibidores foram purificados e caracterizados por RAMESH, et al.(1988)
na hemolinfa de larvas de Manduca sexta e inibiram serina proteases, como tripsina,
quimotripsina e plasmina. KANOST (1990) purificou quatro inibidores de serino
proteinases desse mesmo inseto, um especifico para elastase, dois sdo especificos
para quimotripsina e um para tripsina.

Mais um estudo em Manduca sexta foi relatado um inibidor de protease que
controla a ativagao da profenoloxidase na hemolinfa, regulando, assim, a defesa do
inseto contra patégenos e lesbes (SAUL e SUGUMARAN, 1986)
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Em 2001, NIRMALA et al. encontraram um inibidor de proteinase tipo Kunitz e
um tipo Kazal na seda do inseto Galleria mellonella L. . Um achado semelhante foi
feito por KURIOKA et al. (1999) que purificou uma proteina, encontrada na casca do
casulo do bicho da seda, Bombyx mori, essa proteina tem peso molecular de 6 kDa,
€ estavel ao calor e a 4cido e inibe a tripsina bovina.

Trinta e um inibidores de serinaproteinases foram identificadas no Tribolium
castaneum, incluindo um cluster de 16 genes duplicados dentro de um segmento de
50 kilobases (ZOU, et al., 2007).

O entendimento da regulacdo de proteases nos insetos € incompleto, visto
isso, eles podem ser modelos valiosos para entender o papel dessas cascatas

proteoliticas e sua regulacao durante o desenvolvimento.

2.7 Tipos deinibidores de serinoproteases encontrados em insetos

RAWLINGS et al. (2004) classificaram os inibidores proteicos de acordo com
as semelhancas na sequéncia de aminoacidos identificadas, inicialmente, essa
classificacdo tinha 48 familias de inibidores que podiam ser agrupados em 26
superfamilias relacionadas com base em sua estrutura.

Os inibidores de serinoproteases de origem animal Sdo 0s que apresentam o
maior numero de membros descritos (Roberts et al., 1995). Os inibidores de
serinoprotease mais estudados nos insetos sdo as Serpinas, Cistatina, Pacifastin,
Kazal e Kunitz (RAWLINGS et al. 2004; GUBB et al., 2010).

2.7.1 Familia Serpina

A familia Serpina € a maior e a mais difundida superfamilia de IPs, com peso
molecular na faixa de 39 a 43kDa, denominados inibidores do suicidio, ou seja,
imitam o mecanismo do substrato. Genes do tipo serpina foram identificados em
guase todos os tipos de organismos, incluindo virus, bactérias, plantas e animais
(HABIB e KHALID, 2007). No caso da familia serpina, um complexo acil-enzima
irreversivel, ligado covalentemente, é formado com a protease alvo (GUBB et al.
2010).
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2.7.2 Familia Kunitz

Essa familia recebeu esse nome devido ao pesquisador Kunitz que em 1946
estudou uma proteina de soja com peso molecular de 20 kDa a qual tinha
capacidade de inibir atripsina (KUNITZ, 1946). Estes inibidores geralmente tém
massa molecular de 18 a 22 kDa, cadeia polipeptidica Unica, tem duas pontes
dissulfeto e um local reativo (BRENDRE et al., 2018; SHAMSI et al., 2016).

Os inibidores de Kunitz bloqueiam diretamente o sitio ativo da serina protease
sem nenhuma alteragéo conformacional e formam uma folha @ anti-paralela entre a
enzima e o inibidor (RANASINGHEAB e MCMANUSA, 2013).

2.7.3 Familia Cininogénio

Os cinindgenos sdo glicoproteinas multifuncionais e de mudltiplos dominios
relacionados as cistatinas. A familia Cistatina 3 ou a familia Cininogénio
compreendem sdo as moléculas de cistatina mais complexas com alta
massamolecular (60-120 kDa), desempenham um papel importante no processo de
coagulacao sanguinea (OLIVEIRA et al., 2003; SALVESEN et al., 1986).

2.7.4 Familia Pacifastin

Os membros da familia pacifastina séo inibidores da serina peptidase,
encontrados em artropodes e tém muitos membros em diferentes ordens de insetos.
Membros da familia pacifastina sdo encontrados apenas em artrépodes, mas suas
fungbes enddgenas nos insetos permanecem indefinidas. A pasifatinha possui duas
cadeias com funcbes biologicas diferentes, a cadeia pesada (105 kDa) mostra
homologia da transferrina e estd envolvida na ligacdo do ferro. A cadeia leve
(44 kDa) possui atividade inibidora da serina peptidase (BREUGELMANS, et al,
2009).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/trypsin
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2.7.5 Familia Kazal

Os inibidores do tipo Kazal estdo entre as familias mais conhecidas de
inibidores de proteases, amplamente encontrada em mamiferos, aves e uma
variedade de invertebrados (VISETNAN et al, 2009). Os inibidores de Kazal séo
geralmente proteinas de multiplos dominios contendo mais de um dominio de Kazal.
Cada dominio de 50 a 60 residuos de aminoéacidos contém seis residuos de cisteina
bem conservados, capazes de formar trés pontes de dissulfeto intra-dominio (VAN
DE LOCHT et al, 1995). Eles formam uma familia bem definida de inibidores
competitivos de serinoproteases, que possuem estruturas com varios dominios e
parecem estar envolvidos com o controle da atividade proteolitica ha coagulagéo e
sistema da fenoloxidase (JIMENEZ-VEJA e VARGAS-ALBORES, 2005).

2.8 Purificacdo de proteinas

Para estudar uma proteina de interesse geralmente € preferivel que ela seja
separada de outros componentes presentes na célula de forma que sua estrutura e
funcdo possam ser avaliadas sem interferéncia de contaminante, para isso deve-se
buscar a purificacdo da proteina de interesse, ou seja, a amostra deve ter apenas
essa molécula. As proteinas podem ser separadas umas das outras, de acordo com
sua solubilidade, tamanho, carga e propriedades de ligacdo (BERG, STRYER e
TYMOZKO, 2007). Pode-se utilizar tecidos, células, ou qualquer outro tipo de
material bioldgico que a proteina a ser estudada esteja inserida, para realizar o
processo de isolamento (AUGUSTO, 2012).

Independente de como seja produzida a proteina ou peptideo a ser estudado,
€ necessario encontrar a melhor maneira de extracdo, preservando o maximo da
integridade deste a ser purificado (STRYER et al., 2007). Em tais procedimentos é
aconselhavel que o extrato bruto, que € um homogenato do tecido estudado, seja
submetido a um tratamento em que haja separacdo de proteinas em diferentes
fragcbes, de acordo com suas propriedades que variam de tamanho e carga,

geralmente uma fragdo sera mais rica em determinada atividade e serve de fonte de
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material para a aplicagcdo subsequente de técnicas de purificacdo mais apuradas
(NELSON; COX, 2014; STRYER et al., 2007).

A solubilidade de proteinas é reduzida em presenca de alguns sais, um efeito
chamado de salting out (Fig. 11), a concentracdo de sal na qual uma proteina
precipita difere de uma proteina para a outra, de modo que esta técnica pode ser
utilizada para fraciona-las, a técnica consiste no aumento gradativo da concentracao
de sal que competindo pela 4gua de solvatacdo, acaba por tonar as proteinas do
meio insolaveis, para isso é necessaria a escolha correta de um sal que pode
precipitar estas proteinas seletivamente como é o caso do sal sulfato de aménio
((NH4)2S04), que possui alta solubilidade mesmo em temperaturas baixas; as
proteinas precipitadas sao retiradas da solucdo por meio de centrifugacédo, sendo
resuspendidas posteriormente (NELSON; COX, 2014; GREEN; HUGHES, 1955;
STRYER et al., 2007)

Figura 11: Precipitagcdo de Proteina utilizando Sulfato de Amdnio
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Fonte: WENK e FERNANDIS, 2007

Outro processo que pode ser usado durante a de purificacdo de proteinas é a
ultrafiltracdo. A filtracdo € um método suave e ndo desnaturante, iSso € mais
eficiente e flexivel do que processos alternativos, ela separa materiais de diferentes
tamanhos, por meio de uma barreira solida, denominada filtro ou membrana,

restringindo total ou parcialmente o transporte de uma ou varias moléculas
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presentes na amostra. As moléculas que atravessam a membrana recebem o nome
de filtrado ou clarificado e as moléculas que ficam retidas no filtro € denominado de
retido ou concentrado (FISHER SCIENTIFIC, 2008; ALBANI e CRESPO, 2008)

A tecnologia de membrana de ultrafiltracdo (UF) (Fig. 12) tem sido de grande
importancia para a purificacdo, concentracdo e fracionamento de varios produtos em
vérias areas, como industrias de alimentos, farmacéutica e biotecnoldgica, e tem
sido uma das melhores técnicas disponiveis para o enriquecimento de peptideos
(FOH, et al., 2010).

As membranas sdo usadas para concentrar uma solucdo de proteina de acordo
com o seu corte de peso molecular (molecular weight cut-offs- MWCO), que
normalmente variam de 1.000 a 1.000.000 Daltons, a funcdo da membrana é deixar
passar a agua e moléculas pequenas, portanto as principais substancias retidas pela
UF séo proteinas, polissacarideos, substancias particuladas, enzimas e coloides. A
solucédo é direcionada contra a membrana por meio de pressao como, por exemplo,
a centrifugacéo (LEIDENS, 2013; FOH, et al., 2010).

Figura 12: Membrana de ultrafiltracéo Corning® Spin-X® UF concentrators Spin-X UF 500 for samples
up to 500uL; 10K MWCO.

Fonte:https://www.sigmaaldrich.com/labware/labware-products.htm|?TablePage=102217592

Com o objetivo de verificar se o esquema de purificacdo € eficiente umas das
técnicas que podem ser usadas é a eletroforese (Fig. 13), pois € possivel visualizar
se 0 numero de proteinas diminui em cada etapa de purificagcdo, bem como a
visualizacdo da separacao das proteinas. A eletroforese também pode ser utilizada

para determinar propriedades cruciais de uma proteina, tal como seu ponto
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isoelétrico, e estimar sua massa molecular (NELSON; COX, 2014; STRYER et al.,
2007).

Em geral, a eletroforese de proteinas € realizada em géis compostos de
polimeros reticulados de poliacrilamida, pois o gel funciona como uma peneira
molecular que melhora a separacdo. A migracdo das proteinas que ocorre em
funcdo do seu tamanho e formato. As moléculas que sdo pequenas comparadas aos
poros do gel, rapidamente se movem por ele, enquanto as moléculas muito maiores
gue 0s poros sao praticamente iméveis. As moléculas de tamanho intermediario
podem se mover pelo gel com niveis variados de facilidade, gracas a forca do
potencial elétrico, as proteinas migram do eletrodo negativo para o positivo
(NELSON; COX, 2014; STRYER et al., 2007).

A eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida (geralmente referida como SDS-
PAGE) é rapida, sensivel e capaz de um alto grau de resolucédo. A utilizacdo do
detergente dodecil sulfato de sédio (SDS) possibilita a ligacdo da proteina a este e
assim a conferéncia de carga negativa, que contribui para separa-las a partir de sua
massa. Apos a eletroforese as proteinas no gel podem ser visualizadas por meio da
coloragdo com prata ou corantes como o azul de Coomassie, que revela uma série

de bandas (STRYER et al., 2007).

Figura 13: Eletroforese
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Fonte: NELSON; COX, 2014
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar a atividade de um inibidor de tripsina endégeno da larva do Tribolium
castaneum mediante a uma purificacdo parcial.

3.2 Objetivos especificos

¢ Verificar o potencial do inibidor frente a tripsina bovina;
e Realizar etapas de purificacdo: precipitacao salina e ultrafiltracéo;

e Comprovar a purificacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE;

¢ Analisar a resisténcia do inibidor parcialmente purificado a altas temperaturas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Insetos

As larvas de T. castaneum eram cultivadas em colbnias no Laboratério de
Bioquimica Metabdlica (LBM), do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas (ICF), da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Estas larvas eram alimentadas
exclusivamente com farinha de trigo e mantidas em potes de plastico com pequenos
furos nas tampas, para possibilitar a passagem de ar. Os potes contendo as larvas
eram por sua vez mantidos em uma estufa a temperatura de 30°C, umidade relativa

entre 70 e 80% e fotoperiodo claro/escuro de 12h.

4.2 Preparacédo do extrato bruto

Para o preparo do extrato, foi utilizado 250mg de larvas para 1 ml de tampao
de extracdo (Tris-HCI 50mM pH 8). As larvas foram devidamente homogeneizadas
com o auxilio de grau e pistilo e entdo submetidos a uma etapa de centrifugacao
(12.000 rpm, 7 min a 4°C) o sobrenadante, denominado de Extrato Bruto (EB), foi
coletado para realizacdo dos ensaios de inibicdo da atividade enzimética, e

continuidade dos experimentos laboratoriais.

4.3 Determinacdo da concentracdo da proteina totais

Para determinar a concentracéo de proteinas totais das amostras, foi usado o
método de Bradford (1976), utilizando a Albumina de Soro Bovino para a criacao da
curva padrao (0,01lmg/mL até 1mg/mL). As leituras foram realizadas em microplaca,
utilizando as seguintes propor¢cdes para a reagado: 10 yL da amostra + 190 yL de
reagente de Bradford, totalizando um volume total de reagdo de 200 pL e para o
branco foi usado 10 pyL de agua no lugar a amostra. ApGs o preparo da reagdo, as
amostras foram incubadas por 5 min e logo em seguida medidas as absorbancias a

595 nm como auxilio de uma leitora de microplacas (Flextation 3). O experimento foi
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realizado em triplicata para cada amostra e as unidades correspondentes sdo mg/mi

de proteina.

4.4 Ensaios de inibicao tripsinica

Com o extrato bruto pronto foram realizados testes de inibicdo da tripsina
bovina 1mg/ml (Sigma) usando diferentes concentracbes de proteina do EB.
Seguindo a metodologia de ERLANGER, KOKOWSKY e COHEN, 1961, que utiliza o
cromoégeno N-a-benzoyl-L-arginine-p-nitroanilide (L-BApNA) como o substrato para a
enzima tripsina, o ensaio foi feito em triplicata com as seguintes concentracdes de
proteinas: 50 ug, 150 pug e 300ug do EB para 10 ul de tripsina bovina a 1mg/ml, o
volume da reacao foi completado para 120 pl com tampéo (Tris HCI 50 mM pH 8), a
reacao ficou por 30 minutos encubada a temperatura ambiente, apés esse tempo
foram utilizados 30ul de BApNa (50 mM dissolvido em dimetilsulfoxido), o branco foi
feito com o extrato, nas condi¢des indicada acima, 10 ul de tripsina a 1M e o volume
foi completado com tampéo para 120ul, e entdo as reacfes foram incubadas a 37° C
por 30 minutos, para parar a reacdo utilizou-se 150l de Acido citrico a 20%. Em
uma placa de 96 pocos, 200 pl de cada reacao foi adicionado e as absorbancias
foram mensuradas a 410 nm utilizando uma leitora de microplacas (FlexStation 3).

A tripsina ao interagir com o grupo carbonil do BapNa, leva a uma reacédo de
hidrolise da ligacdo envolvendo esse grupo, que libera a p-nitroanilida (Fig.14), que
€ um composto croméforo que absorve luz no comprimento de onda em torno de
410 nm, enquanto reflete a cor amarela na solucdo enzimatica como resposta

positiva a presenca da tripsina (SOUZA, 2018).
Figura 14: llustracdo de reacdo geral da hidrélise do BapNa pela Tripsina.
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45 Tratamento do extrato bruto com PMSF

PMSF a 10 mM foi adicionado a 200 ul de extrato bruto, depois de 24 horas
foi feito um ensaio de atividade com 100, 150 e 300 ug de proteinas desse extrato
para 10ul de tripsina bovina a 1mg/ml, no controle nédo foi adicionado o extrato e
para o branco foi adicionado todos os componentes menos o substrato BapNa,

como ja descrito anteriormente.

4.6 Precipitacdo salina com Sulfato de Amdnio (NH4)2S04

Apés a preparacdo do extrato bruto, foi tirado uma aliquota de 1 ml para a
analises, o restante foi submetido ao fracionamento salino com o aumento gradativo
de sulfato de aménio ((NH4)2S04) em cinco faixas 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-
80% e 80-100% (m/v). A adicao total de sal equivalente por cada fracionamento
ocorreu de forma lenta e gradual sob uma agitacdo em baixa temperatura durante 1
hora, apds essa etapa de solubilizacdo do sal e precipitacdo proteica, as fracbes
foram centrifugadas (12000 rpm x 15 minutos). Depois o sobrenadante foi retirado
para continuidade do fracionamento salino e o precipitado foi ressuspendido em 1 ml
de solucao tamponante (Tris-HCI 50mM pH 8). Apds a obtencéo de todas as fracdes
salinas, elas foram submetidas a um ensaio de inibicdo enzimatica, com o objetivo

de identificar a fracdo contendo a atividade biologica desejada.

4.7 Ensaios de inibicdo da Tripsina com as fragfes salinas do extrato

Ao fim de todo o fracionamento salino, as fracfes obtidas foram submetidas a
um ensaio de inibicAo enzimatica, as reagbes foram montadas em triplicata
utilizando 45ug de proteina de cada fracédo e 10 ul de solugéo de tripsina 1M e entao

se procedeu com o teste de atividade como descrito anteriormente.
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4.8 Ensaio para a comprovacao da presenca do inibidor na fragcdo de interesse

Achada a fragdo que possuia a maior concentragdo de inibidor foi efetuado
um novo ensaio com concentracdes de proteinas variadas dessa fracdo (40, 80 e
160ug) seguindo a mesma metodologia descrita no topico 4.4, com o objetivo de

analisar a perfil da atividade inibitéria dessa fragdo.

4.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

As eletroforeses em gel de poliacrilamida contendo dodecil-sulfato de sédio
(SDS-PAGE) foi feita em uma concentracdo de 12% e 14% (m/v) para os géis de
empilhamento e separacdo, como descrito por LAEMMLI, 1970. O tampéo
adicionado a amostra continha Tris-HCI pH 6,8, 0,0625 M; SDS 2%; glicerol 10%; [3-
mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0,001%, posteriormente elas sofreram um
aguecimento de 90°C por 7 minutos antes de serem aplicados na canaleta. A corrida
foi realizada com voltagem constante de 120V durando aproximadamente 2 horas.
Para revelacdo das proteinas o gel foi lavado com solucao fixadora (50% metanol e
10% &cido acético gsp 100ml) por 15 minutos, depois lavado com &agua por 24
horas, emergido por 15 minutos em uma solucdo contendo 10,5 ml de NaOH a
0,36%, 1,25mL de NH40OH a 21% e 0,4 g de AgNO2 diluido em 2ml de agua, apos
isso foi lavado por 3 vezes em agua por 3 minutos e entdo submetido a uma solucao
reveladora (50 ml de agua, 25ul de formaldeido a 37% e 25ul de &cido citrico a
10%), a reacgdao foi parada com a solucgéo fixadora nas propor¢des descritas acima.

4.10 Membrana de Ultrafiltracéo

A Ultima fragdo salina, a qual continha o inibidor, foi centrifugada sob
refrigeracdo a 12.000 rpm por 10 minutos em seguida foi retirado sobrenadante, com
0 objetivo de limpar (filtrar) a solucdo proteica foi adicionado 400ul em uma
membrana de ultrafiltracdo (Corning ® Spin-X © concentradores UF Spin-X de UF

500 para amostras, com 500ul; 10kDa de limite de peso molecular), por vez, e
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submetido a centrifugacdo a 10.000 rpm de 30 min em 30 min até obter a

quantidade de filtrado desejada para os proximos testes.

4.11 Inibicao tripsinica utilizando fracao salina filtrada

Apés etapa de filtracdo foi verificada a atividade do filtrado, utilizou-se um
volume correspondente a 2ug de proteina e 10 ul de tripsina a 1M. A amostra
concentrada também passou pelo ensaio de atividade, 30 ug de proteina dessa

amostra foi utilizada para 10 ul de tripsina bovina a 1 mg/ml.

4.12 Ensaio de temperatura

A fracdo 80-100% filtrada foi submetida a um ensaio de temperatura o qual
200ul da amostra ficaram por 30 minutos em aquecimento a 90°C e depois foi
verificada a atividade inibitoria usando um volume correspondente a 2ug de proteina
dessa amostra e 10ul de tripsina bovina a 1 mg/ml para a reacdo, seguindo o

protocolo de atividade ja descrito anteriormente.



40

5 RESULTADOS E DISCURSOES

5.1 Monitoramento da atividade de um inibidor de tripsina da Larva do T.

castaneum

Para verificar a presenga do inibidor na larva do inseto T. castaneum foi
realizado um ensaio de inibicdo da tripsina bovina através do monitoramento da
atividade tripsinica usando o substrato BApNa com trés concentracdes de proteina
do extrato bruto da larva inteira (Fig. 15).

Os inibidores em insetos estdo associados a tecidos como o tegumento, as
gonadas, as glandulas salivais, o corpo gorduroso e a hemolinfa. Um estudo feito
com Mythimna unipuncta comprovou a existéncia de dois inibidores de serino
protease na hemolinfa da larva desse inseto (CHERQUI et al., 2001), ja no inseto
Locusta migratoria foi isolado inibidores pacifastin do corpo gorduroso, de células
neurossecretoras e da hemolinfa (MER et al., 1994).

Figura 15: Inibic&o da tripsina bovina com diferentes concentra¢des do extrato bruto da larva

do T. castaneum, A letra b demonstra diferenga significativa com relacdo ao grupo com 100

e 150 ug de proteina, pelo teste ANOVA One Way. As barras acima das colunas expressam
o desvio padrao.
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41

Com o resultado obtido péde-se confirmar a presenca de inibicdo da tripsina
bovina causada pelo extrato da larva do inseto e também verificamos um aumento
na porcentagem de inibicdo quando foi aumentada a quantidade de proteinas, assim
podemos inferir uma relacdo de dose-dependéncia entre a concentracao de proteina
e as taxas de inibicdo, apesar de nao ter tido uma diferenca significativa de inibicéo
entre os grupos com 100ug e o 150ug de proteina, provavelmente devido a pouca
alteracdo na concentracdo de proteinas, observou-se que quando a quantidade de

proteina foi aumentada para 300ug houve uma inibicdo de aproximadamente 50%.

5.2 Tratamento do extrato bruto com PMSF

O extrato bruto da larva do T. castaneum contém diversas proteinas, inclusive
a tripsina endogena do inseto, visto isso ndo era possivel dimensionar o verdadeiro
potencial do inibidor, pois ele pode estar se ligando a serinoproteases endégenas

diminuindo, assim, sua capacidade inibitéria quando se adiciona a tripsina bovina.

Em uma aliquota de extrato bruto foi adicionado PMSF 10mM, um inibidor
irreversivel de serinoproteinase, avaliando o potencial inibitério dessa amostra ficou
evidente um aumento na atividade do inibidor enddégeno quando comparado a
amostra que nao foi tratada com PMSF (Fig. 16). Com 300ug de proteina do EB
conseguiu-se inibir 30% da tripsina bovina, em contra partida, com apenas 150ug de
proteina da amostra tratada com o PMSF conseguiu-se dobrar essa porcentagem
(60%) e com 300ug dessa mesma amostra a inibicdo chegou a 80%.
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Figura 16: Extrato bruto da larva do T. castaneum tratado com PMSF por 24 horas. As letras expressam
diferencas significativas entre cada amostra de acordo com o teste One Way Anova as barras expressam o desvio
padréo.

100-
90+ c Il EXTRATO BRUTO

80- EXTRATO BRUTO+PMSF

o b Bl EXTRATO BRUTO+PMSF
60- —1—

50+

404 a

30+

20+

104
0' T

RS S O

Q N Q
P N P

% de inibicao

Quantidade de proteina

Fonte: préprio autora

Os resultados obtidos se d&o provavelmente devido a inibicdo das
serinoproteases, como a tripsina, presentes na larva do inseto, causada pelo PMSF.
A literatura documenta que a tripsina-similar de outros insetos séo inibidas pelo
PMSF, como é o caso da tripsina da larva de Ostrinia nubilalis (BERNARDI et al.
1996), e as tripsinas parcialmente purificadas de Anticarsia gemmatalis (OLIVEIRA
et al., 2005) e de Sitophilus zeamais (SILVA et al., 2010) que também se

apresentaram sensiveis a esse inibidor.

O PMSF tem como caracteristica um atomo de fldor ligado a um atomo de
enxofre na sua molécula. A tripsina possui em seu sitio catalitico um aminoacido
serina 0 qual tem uma cadeia lateral que promove um ataque nucleofilico a esse
inibidor, que entdo, forma um composto tetraédrico relativamente estavel que
mimetiza o intermedidrio tetraédrico das reagBes das serinoproteases (DOS
SANTOS, 2016). Tendo em vista 0s resultados obtidos, juntamente com as
evidencias de inibicdo das serinproteases em outros insetos e com o mecanismo de

acdo do PMSF pode-se inferir que essa substancia também conseguiu inibiu as
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serinoproteases do T. castaneum, ajudando, assim, a analisar melhor o real,

possivel, potencial do inibidor endégeno dele.

5.3 Fracionamento Salino

Como o extrato bruto foi feito com a larva de T. castaneum inteira, tornando-o
uma amostra complexa, foi necessaria a utilizacdo de um fracionamento salino, que
€ usado como uma etapa de isolamento por conseguir reduzir a complexidade das
amostras e separar as diversas substancias que ndo sdo de interesse presentes
nela.

A técnica salting out € bastante aplicada como método de purificacdo, e pode
ser utilizada para purificar inibidores de proteases. Em 1992 TSUKAMOTO et al.,
utilizaram ela no isolamento de um inibidor de fenoloxidase enddégeno da Musca
domestica L., assim como também foi utilizada no processo de purificacdo de um
inibidor de protease do intestino do inseto Leucophaea maderae em 1980 por
ENGELMANN e GERAERTS.

O fracionamento do extrato da larva do T. castaneum foi feito de acordo com
a metodologia de GREEN e HUGHES (1955). A solubilidade das proteinas em agua
depende do pH e da forca ibnica, quando as proteinas se encontram em solucdes
aquosas apresentam-se fortemente hidratadas, desta forma é explicavel que a
adicao de sal atrai moléculas de agua, estas moléculas sdo mais atraidas pelo sal
do que pela prépria proteina, visto que ha uma maior carga, desta forma as

proteinas precipitam (WENK; FERNANDIS, 2007).

Apés a realizacdo da técnica, utilizando sulfato de amonio, foi feita a
verificacdo da capacidade inibitéria da tripsina através da hidrolise de BApNa
utilizando 45 ug de proteina de cada uma das fragbes. Como demonstrado na tabela
2 a maior concentragdo da substancia de interesse ficou na ultima fragdo, com cerca
de 50% de inibicdo, comparando esse resultado com o ensaio de inibicdo com o
extrato bruto pode-se verificar que com 45ug de proteinas da frac&do salina tivemos o
mesmo percentual de inibicdo que com 300ug de proteina do extrato bruto o que


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0006291X9291161I#!
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indica que houve uma remocéo significativa de contaminantes e um enriquecimento

na atividade inibitoria.

Tabela 2: Fracionamento salino utilizando 45 ug de proteina de cada fracéo para efetuar o ensaio de

inibicao.
% de Sulfato de ambnio % de inibicdo

Bruto 0%

0-20 2,8%
20-40 0%
40-60 0%
60-80 0,94%
80-100 50,16%

Fonte: prépria autora

O fato do inibidor estd concentrado na ultima fracdo da a possibilidade de
inferir que ele possui uma alta solubilidade, ja que o salting out remove proteinas
gue se agregam facilmente a medida que a concentracdo de sal vai aumentando, ou
seja, proteinas ou peptideos menos sollveis, jA aquelas que permanecem em
solucdo, mesmo com grandes quantidades de sal, sdo ditas como muito sollaveis.
(DOUNG-LY e GABELLI, 2014).

5.4 Atividade inibitéria da fracdo de interesse

Para confirmar a presenca do inibidor de tripsina na fracdo 80-100% foi
realizado um ensaio com diferentes concentracdes 40ug, 80ug e 160ug de proteina
dessa fragcéo. O resultado obtido (Figura 17) confirmou a presenca do inibidor nessa
fracdo e também se notou que, por mais que se aumente a quantidade de inibidor na
reacdo, a capacidade de inibir a tripsina bovina permanece em cerca de 60% ou

seja, a inibicdo nao diferiu significativamente entre as concentracdes.

Uma explicacdo para esse resultado pode ser a ndo especificidade do inibidor

pela tripsina, ou seja, ele pode esta se ligando a outras substancias presentes na
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mostra, além dessa enzima. A especificidade de um inibidor por uma determinada
classe de proteases pode estar relacionada a alguns fatores como: composicao,
conformacdo do sitio reativo, arquitetura global da molécula de inibidor e tipo de
inibicdo exercida (KRAUCHENCO et al, 2003).

Figura 17: Inibicdo da tripsina bovina com diferentes concentracfes da fracdo 80-100% do
extrato da larva do T. castaneum, teste ANOVA One Way. As barras acima das colunas
expressam o desvio padréo.
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5.5 Ultrafiltracdo da fracdo 80-100%

Para melhores resultados nas etapas seguintes de purificacdo do inibidor foi
necessaria a utlizacdo de uma membrana de ultrafitragdo com o intuito de
concentrar a amostra, porém o processo ndo obteve o resultado esperado, pois o
inibidor ultrapassou a membrada. Por outro lado, essa filtragdo proporcionou a
retirada de mais alguns contaminantes, como proteinas mais pesadas que ficaram

retidas na membrana, deixando assim a amostra ainda mais limpa.
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O filtrado e o concentrado foram submetidos ao ensaio de inibicdo da tripsina
bovina, os resultados presentes na tabela 3 comparam essas duas amostras com a
fracdo salina 80-100% e fica evidente que, mesmo com uma menor quantidade de
proteina, o filtrado possui uma maior porcentagem de inibicdo do que o concentrado,

por esse motivo essa amostra foi escolhida para dar continuidade aos experimentos.

Tabela 3: Inibicdo da tripsina bovina pela fracdo 80-100% filtrada e concentrada do extrato da larva
do T. castaneum.

AMOSTRA ug de proteina ul de tripsina % de inibicao
bovina a 1mg/ml
FRACAO 80-100% 40ug 10ul 66%
CONCENTRADA 30ug 10ul 45%
FILTRADA 2ug 10ul 58%

Fonte: elaborado pela autora

A membrana de ultrafiltragéo utilizada tinha corte de peso molecular de
10kDa, sendo assim podemos inferir que o inibidor estudado possui peso molecular
menor que 10kDa, ja que ele conseguiu ultrapassa-la. Em literatura ja foi relatado
inibidores de tripsina enddgenos de insetos com massas moleculares pequenas
como, por exemplo, HAMDAOUI et al. (1998) que purificaram cinco peptideos
ovarianos de 4 kDa inibidores de gafanhotos do deserto (Schistocerca gregaria),
KURIOKA et.al (1999) encontraram um inibidor de 6 kDa em Bombyx mori, RAMESH
et al. em 1988 isolaram dois peptideo de 8 kDa e 9 kDa de Manduca sexta, em
2000 FROBIUS e colaboradores purificaram trés inibidores de serinoproteases da
larva de Galleria mellonella com os seguintes pesos moleculares: 9,2 kDa,, 6,3 kDa,
e 8,2 kDa e em 2004, AZZOLINI et al. isolaram um inibidor com peso molecular de 7
kDa, presente na cabeca e térax de Haematobia irritans irritans, capaz de inibir a

tripsina bovina e a elastase de neutréfilos humanos.
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5.6 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida SDS-PAGE

Para a verificacdo do perfil proteico e da efetividade do processo de
diminuicdo de contaminantes da fracdo que contém o inibidor de tripsina e do filtrado
foi feito um gel SDS-PAGE a 14%, seguindo a metodologia de LAEMMLI (1970),
nesses geis as proteinas sao separadas, dentre outros aspectos, por seus pesos
moleculares.

Na figura 19 na canaleta a foi aplicado o extrato bruto, onde podemos
visualizar que na larva do inseto ha uma grande complexidade proteica. Na canaleta
b foi aplicada a fracdo 80-100%, aquela que demonstrou maior potencial inibitorio,
ficando nitido que houve uma diminuicdo dos contaminantes quando comparado ao
EB, ja na canaleta c verificamos o perfil proteico do filtrado da fracdo salinha 80-
100% e fica evidente a maior pureza da amostra, apresentando poucas bandas.
Com esses resultados fica claro que os métodos utilizados em busca da purificacéo
do inibidor estdo sendo eficazes, pois serviram para retirar substancias que ndo séo

de interesse, deixando a amostra mais limpa.

Figura 17: Gel SDS-PAGE 14% corado com nitrato de prata, Linha a: extrato bruto, linha b:
precipitagcdo salina 80-100% (NH4)2S04 (m/v), linha c: filtrado da fracao 80-100%.

a b c

r s

Fonte: elaborado pela autora
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5.7 Resisténcia térmica

Em altas temperaturas a maioria das proteinas acabam sofrendo mudancas
conformacionais, devido ao rompimento de algumas ligacdes e interagbes fracas,
um processo conhecido como desnhaturacdo, processo este que, no caso da

temperatura, na maior parte das vezes, € algo irreversivel (NELSON; COX, 2014).

A amostra filtrada foi submetida a um teste de resisténcia térmica, para
verificar se o inibidor de tripsina presente na amostra era resistente a altas
temperaturas, foi notado que ao deixar a amostra por 30 minutos a 90° C ela ainda
manteve seu poder de inibicdo semelhante a amostra que ndo passou por
aguecimento.

Figura 18: Inibi¢éo da tripsina bovina com filtrado da fragdo 80-100% do extrato da larva do T.
castaneum submetido a aquecimento de 90°C.

100+

% de inibicao

Grupos

Fonte: prépria autora
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Contrapondo esses resultados com outros presentes em literatura foi
observado que inibidores com baixo peso molecular foram purificados de inseto
como KURIOKA et.al (1999) que purificram um peptideo de 6 kDa que é estavel ao
calor e ao acido e inibe a tripsina bovina em Bombyx mori. RAMESH et al. em 1988
purificaram e caracterizaram dois inibidores de tripsina da hemolinfa de larvas de
Manduca sexta, que sob condicfes redutoras em géis de poliacrilamida tiveram seus
pesos moleculares estimados de 8 kDa e 9 kDa e ambos os inibidores foram

estaveis a 100° C quando deixados a essa condi¢ao por pelo menos 30 min.

Desta forma, o inibidor de tripsina do T. castaneum pode ser uma sustancia
promissora para 0 uso em produtos que precisem de altas temperaturas, pois nao

havera perda da sua atividade.
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6 CONCLUSAO

A buscar por inibidores de proteases se da devido a uma ampla gama de
utilidades nos setores farmacéutico, biotecnoldgico e agricola. Os IPs podem ajudar
no tratamento de vérias doencas humanas como malaria, cancer e AIDS que sao
causadas por um desequilibrio de eventos proteoliticos e vias incorretas de
sinalizacdo de protease, além disso, podem ser uma solugdo para o controle de

pragas, evitando que plantacdes sejam destruidas e perdas econémicas.

A metodologia utilizada em busca da purificacdo um inibidor de tripsina da
larva do T. castaneum se mostrou bastante eficaz, visto que até a fase de
ultrafiltracdo da fracdo 80-100% conseguiu-se diminuir consideravelmente o nimero
de contaminantes, como fica evidente no gel SDS-PAGE com poucas bandas e na
reducdo da atividade tripsinica em 58% com apenas 2ug de proteinas do filtrado,
essa amostra também foi submetida a tratamento térmico de 90° C constatando que
o inibidor conservou sua funcionalidade mesmo quando submetido a altas

temperaturas.

Os resultados descritos nesse trabalho comprovam a presenca de um inibidor
na larva do inseto T. castaneum capaz de reduzir a atividade da enzima tripsina,
levantando a hipétese que ele estd associado a mecanismos complexos da sua
fisiologia. Este inibidor é pequeno, bastante solivel e resistente a altas
temperaturas, caracteristicas essas que podem ser importantes para futuras
aplicacdes biotecnologicas, ajudar na elucidacdo de mecanismos de inibidores de

tripsina e a entender a fisiologia do inseto.

As perspectivas do trabalho incluem solidificar uma rota de purificacdo do
inibidor, caracteriza-lo, por meio de ensaios de temperatura, pH 6timos e cinética
afim de elucidar o mecanismo de inibicédo, e buscar aplicacées biotecnoldgicas para

0 mesmo.
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