UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS - UFAL
ESCOLA DE ENFERMAGEM E FARMACIA — ESENFAR
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR

JOSIEL SANTOS DO NASCIMENTO

IDENTIFICAR E CARACTERIZAR A ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA
NO INSETO T. castaneum.

Maceid
2019



JOSIEL SANTOS DO NASCIMENTO

IDENTIFICAR E CARACTERIZAR A ENZIMA CONVERSORA DE ANGIOTENSINA

NO INSETO T. castaneum.

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de  Poés-graduacdo em
Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Alagoas, como
parte do requisito para obtencdo do grau
de Mestre em Ciéncias (Bioguimica e
Biologia Molecular).

Orientador: Pr. Dr. Luciano Aparecido
Meireles Grillo

Co - orientador: Profa. Dra. Mariana da
Silva Araujo

Macei6
2019



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisdao de Tratamento Técnico
Bibliotecaria Responsavel: Helena Cristina Pimentel do Vale — CRB4 - 661

N244i Nascimento, Josiel Santos do.
Identificar e caracterizar a enzima conversora de angiotensina no inseto 7.
castaneum / Josiel Santos do Nascimento. —2019.
59 f. : il. color.

Orientador: Luciano Aparecido Meireles Grillo.

Coorientadora: Mariana da Silva Aratjo.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal de
Alagoas. Instituto de Ciéncias Farmacéuticas. Maceio, 2019.

Bibliografia: f. 59-74.

1. Enzimas. 2. Angiotensina. 3. Inibidores enzimaticos. 4. Tribolium castaneum.
5. Serino proteases. I. Titulo.

CDU: 615.285




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelas coisas maravilhosas em minha vida e, por

sempre ter estendido as maos nos momentos mais dificeis.

A minha mae, pela sua sabedoria e for¢ca de carater, de quem desde a minha tenra

infancia tem ensinado — me a ser uma pessoa melhor todos dias

Ao professor Luciano Grillo por ter me dado a oportunidade de despertar para
pesquisa, por seus conselhos, orientacdo, paciéncia e puxfes de orelhas nos

momentos oportunos, sempre visando o melhor caminho para gente seguir.

Ao professor Hugo por sua disponibilidade de tempo e coorientacao

Aos doutores Elizabete e Humberto de quem obtive ajuda na compilacdo deste
trabalho

Obrigado ao Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de Insetos — LBFI pelo suporte no
desenvolvimento deste trabalho e, também aos meus amigos novos e de longa

jornada, que fazem parte deste ambiente de realizagdo de sonhos e conhecimento.

Obrigado ao Laboratério de Metabolismo e Protedmica — LAMP, por também ter
disponibilizado ferramentas no desenvolvimento deste trabalho e, pelo acolhimento

das pessoas maravilhosas que compdem o seu quadro de trabalho.



LISTAS DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Morfologia béasica dos besouros Coleopteros 15
Figura 2 - Estagio de desenvolvimento do T. casteneum: ovo, larva, pupa e adulto 17

Figura 3- Esquema classico do sistema renina angiotensina aldesterona intravascular
19

Figura 4— Representacéo da visdo atual da cascata do sistema renina angiotensina.
As vias metabdlicas representadas mostra a producdo dos principais produtos e a

relacdo entre as elas. 22
Figura 5 — Notacéo para sitios de clivagem de proteases. 28

Figura 6 — Cromatograma obtido de filtracdo em gel do extrato bruto do inseto T.

castaneum. 34

Figura 7 — Cromatograma obtido por HPLC para os produtos gerados via hidrélise de
Ang | apds a incubagdo com extrato proteico bruto e fracfes obtidas por filtracdo em
gel. 34
Figura 8 - Cromatografia obtido através de HPLC mostrando os produtos formados

pela hidrolise de Ang Il com extrato proteico do inseto T. casteneum. 37

Figura 9 - Cromatograma obtido por HPLC para os produtos gerados via hidrélise de
Ang | por extrato proteico bruto do inseto T. castaneum e inibidores. 38

Figura 10 - Cromatograma obtido por HPLC para os produtos gerados via hidrélise
de Ang | por extrato proteico bruto do inseto T. castaneum e inibidores. 39



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACP — Carboxipeptidase tipo A

APA - Aminopeptidase tipo A

APN - Aminopeptidase tipo N

APD - Aminopeptidase tipo D

AT — Receptor de angiotensina

BmSP36 - gene que codifica uma serina prétese em B. mori
CAGE - Enzima Geradora de Ang Il Sensivel a Quimostatina
CYP - Citocromo P

DAG - 1,2 Diacilglicerol

DPPI — Dipeptidio peptidase

DTT - Ditiotreitol

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra — Acético

ECA — Enzima conversora de angiotensina

HPLC — do inglés High Performance Liquid Chromtography
GMPc — Monofosfato ciclico de guanisina

IL —8 — Interleucina beta

IP3 —1,4,5 — Trifosfato de inotisol

IRAP — Aminopeptidase Regulado por Insulina

IL —B — Interleucina beta

JH - Homoénimo juvenis

MMPs — Matrix Metaloproteinases

NEP — Neprilisina ou Neutral Endopeptidase

P1 — Residuo de aminoé&cido na posicéo 1

PAMPs — Padrdes moleculares associados a patégenos
PLC - Fofoslipase C

PCP - Prolil carboxipeptidase

PKC - Proteina cinase C

PMSF — Fluoreto de Fenilmetil Sulfonil

POP — Prolil Oligopeptidase



PPRs — Receptores de reconhecimento padrao
PRCP — Prolilcarboxiendopeptidase

RAPG — Receptores Acoplado a Proteina G

SRA - Sistema Renina Angiotensina

TFA — Acido Trifluoracético

TGF-B — do inglés Transforming Growth Factor Beta

THOP — Thimete Oligopeptidase



RESUMO
Os coledpteros popularmente conhecidos como besouros, constituem uma ordem de
insetos bastante diversificada e com espécies ocupando todos os nichos ecolégicos.
A maioria desse insetos alimenta — se de tecidos vegetais e por esta razao consistem
de relevantes pragas de grdos e derivados de produtos agricola, no ato do
armazenamento. Neste contexto temos o Tribolium casteneum que é uma importante
praga de armazenamento. As quimotripisina - similar do tipo serino proteinases € uma
relevante classe de enzimas proteoliticas presentes em varios sistemas biolégicos dos
vertebrados e invertebrados. Em insetos esta familia de enzima € um componente
chave em diversas vias metabdlicas incluindo digestédo, defesa e desenvolvimento.
Quimase e elastase — 2 sao quimotripisina — similar que pertencem a classe das serino
proteases e sdo responsaveis por diversos processo fisiopatolégicos em mamiferos,
estas enzimas convertem Ang | em Ang Il, formando assim, um peptideo regulador da
pressdo sanguinea e homeostase de eletrélitos em mamiferos. Este estudo tem como
objetivo identificar e caracterizar uma enzima processadora de angiotensina no inseto
T. castaneum. O fracionamento do extrato proteico em gel filtracéo (S — 100 sephacril)
produziu trés fragdes (fracdo 13, 14 e 15) com atividade de conversao de angiotensina,
convertendo Ang | em Ang Il. O gel em SDS — PAGE a 10 % revelou duas banda semi
— purificadas na fracdo 13 e 15. A fracdo 15 e o extrato bruto também demostrou
capacidade de produzir Ang (1 — 7) via Ang | revelando supostamente a presenca de
endopeptidase como neprilisina e timete oligopeptidase na fisiologia do inseto. No
ensaio de inibicdo no extrato bruto a enzima néo foi inibida por captopril um inibidor
especifico da ECA e nem por EDTA indicando que a enzima nao é uma ECA classica.
No entanto, demostrou sensibilidade inibitéria ao PMSF, caracterizando a enzima
como uma serino protease do tipo quimase ou elastase 2 presente em mamiferos,

pela atividade processadora de angiotensina in vitro e pelo perfil de inibicao.

Palavras chaves: Tribolium castaneum, caracterizag&o, serino proteases



ABSTRACT

Coleoptera, which are popularly known as beetles, constitute a reasonably diverse
insect order with species occupying all the ecological niches. Most insects feed on
plant tissues and for this reason, consist of important grain pests and derivatives of
agricultural products in the act of storage. In this context, we have the Tribolium
castaneum, which is an important pest of storage. Chymotrypsin-like serine proteases
are a relevant class of proteolytic enzymes present in various biological systems,
vertebrates, and invertebrates. In insects, this enzyme family is a crucial component in
different metabolic pathways including digestion, defense, and development. Chymase
and elastase - 2 are chymotrypsin-like belong to the class of serine proteases and are
responsible for several pathophysiological processes in mammals, these enzymes
convert Ang | to Ang Il, thereby forming a blood pressure regulating peptide and
electrolyte homeostasis in mammals. This study aims to identify and characterize an
angiotensin-converting enzyme in T. castaneum. Fractionation of the protein extract in
gel filtration (S - 100 sephacril) produced three fractions (fractions 13, 14 and 15) with
angiotensin converting activity, converting Ang | to Ang Il. The 10% SDS-PAGE gel
revealed two semi-purified bands in fractions 13 and 15. Fraction 15 and the crude
extract also demonstrated the ability to produce Ang (1 - 7) via Ang |, allegedly
revealing the presence of endopeptidase as neprilysin and timete oligopeptidase in the
physiology of the insect. In the inhibition assay in the crude extract the enzyme was
not inhibited by either ACE-specific inhibitor captopril or by EDTA indicating that the
enzyme is not a classical ACE. However, it demonstrated an inhibitory sensitivity to
PMSF, characterizing the enzyme as a serine protease of the chemosis or elastase 2
type present in mammals, by the angiotensin-converting activity in vitro and by the
inhibition profile.

Keywords: Tribolium castaneum, characterization, serine proteases
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1 INTRODUCAO

A necessidade crescente de géneros para abastecer a demanda mundial de
alimentos, visando o aumento populacional, requer que 0sS graos ou sementes
colhidas nas lavouras sejam preservados com o minimo de perdas até o consumidor
final. Dentre os agentes responsaveis pelas perdas da qualidade e quantidade dos
graos e sementes armazenadas no pés — colheita, destaca — se a presenca de insetos
pragas (LORINE et al, 2015).

A ordem Coleopetera possui um vasto numero de espécies dentro do reino
animal, com cerca de 400. 000 individuos descritos, e adaptou — se a todos 0s nichos
ecolégicos dentro do ecossistema (ENGEL, 2005; HUNT et al, 2007; CHAPMAN,
2009). Os coledpteros sdo popularmente conhecidos como besouros e, em sua
maioria, sao fitéfagos. J& que alimentam — se exclusivamente de tecido vegetal e, em
vista disso, sdo bastante conhecidos como pragas de culturas, causando grande
danos financeiros aos produtores (RAFAEL et al., 2012). Além disso, cerca de mais
de 500 insetos da ordem Coleopetera sao referidos como pragas de produto
armazenados, em diversas partes do mundo. Destacado— se o Tribolium castaneum
que é descrito como uma importante praga de armazenamento.

O T. castaneum (Coleoptero: Tenebrionidae) conhecido como besouro
vermelho da farinha é identificado como o inseto mais destrutivo de graos e seus
derivados alimenticios, em instalacbes de armazenamento, conhecido no mundo
(DOWDY, 1999; TILLEY et al, 2007). Medindo de 3 a 4 mm de comprimento; 0 corpo
e achatado e possui duas cavidades transversais presente na cabeca (ELIAS et al,
2008), sendo considerado como praga secundaria de produtos armazenados,
principalmente cereais (FARONI e SOUZA, 2006). Aléem do mais, o genoma T.
castaneum do ja foi sequenciado e depositado em banco de dados o que facilita o seu
uso como organismo modelo em estudos de desenvolvimentos de insetos, evolugéo,
gendmica comparativa e ciéncia de pragas (Tribolium Genome Sequencing
Consortium, 2008).

A evolucdo de meios de controle biorracionais (meios de controle baseados na
biologia dos insetos) esta em obter um melhor entendimento do sistema fisiolégicos
dos insetos, ja que determinadas vias enzimaticas s&o importantes para a
sobrevivéncia dos mesmos (SILVA et al, 2012). Estudos bioquimicos tem

evidenciados enzimas importante na digestédo, defesa e desenvolvimento dos insetos,
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tornado — as o foco para pesquisas de futuros alvos de controle bioldgicos. Uma das
técnicas usadas para o controle de pragas atualmente, baseiam — se na inibicdo
seletiva de enzimas envolvidas no processo digestivos dos insetos, ocasionando
efeitos danosos no crescimento das larvas, por evitarem a digestdo e absorcéo de
nutrientes e, posteriormente morte (ALARCON et al., 2002). E conhecido que as
plantas desenvolveram mecanismo de defesa contra insetos - pragas baseado na
inibicdo de proteases (HICKS et al., 1997; VALUEVA e MOSOLOV, 2004).

Serino proteses sdo uma classe de enzimas distribuidas em diversos
organismos, com papel critico em varios processos bioquimicos e fisiolégicos
(JOANITTI et al., 2006). A familia das quimotripisina - similar do tipo serino proteases
€ conhecida por hidrolisar ligacbes peptidicas no lado carboxila de residuos de
aminoacidos como fenilalanina, tirosina e triptofano (SIMPSON e HAARD et al, 2013).
Em insetos as enzimas do grupo das quimotripisina - similar pertencente as serino
proteases regulam diversas vias essenciais que inclui desenvolvimentos, defesa e
digestao (LAW et al., 1977; NEURATH, 1984; SRINIVASAN et al., 2006; BARILLAS-
MURY, 2007; KANOST e GORMAN, 2008; CERENIUS et al., 2010; JIANG et al.,
2010), demostrando a importancia das serinos proteases na sobrevivéncia dos
insetos. A quimase e elastase 2 sdo quimotripisina - similar que pertence a classes
das serino proteases presentes em maior concentracdo em tecidos inflamatorios de
mamiferos (HEUTINCK et al, 2010; SANTOS et al, 2003). S&o quimase e elastase 2,
assim como a enzima conversora de angiotensina (ECA) sdo capazes de produzir Ang
Il a partir de Ang | e, portanto, estas enzimas sao uma relevante resposta de serino
proteases na formacao de Ang Il independente da ECA na vasculatura arterial humana
(RICHARD et al, 2001;). Em mamiferos Ang Il através da acao dos receptores AT 1 e
AT 2, pode regular diversos processos biolégicos no ambiente celular (HURT et al,
2015).

Com o propésito de poder originar novas técnicas de controle com foco em
mecanismos inibitdrios de enzimas importantes para o desenvolvimento desse inseto,
o objetivo deste trabalho é identificar purificar e caracterizar a enzima processadora
de angiotensina no inseto T. castaneum, e com isso, fornecer mais informacgao sobre

a biologia e fisiologia deste inseto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Insetos como Modelo experimental

Os insetos representam um dos grupos mais importantes do reino animal, seja
pelo aspecto econdmico, ou sob o aspecto médico (LEHANE, 1991). A classe Insecta
constitui o grupo mais numeroso dos artropodes e compreende cerca de 70% de todas
as espécies animais conhecidos. E a classe que obteve maior sucesso evolutivo
dentre as espécies eucarioticas. Um dos fatores que contribuiram para este sucesso
foi o fato de manterem um ciclo de vida altamente especializado, onde adultos e larvas
se desenvolvem, em sua grande maioria, com habitos alimentares diferentes. Outro
fator favoravel para o sucesso adaptativo do grupo foi, sem duvida, a presenca de
asas, que possibilitou a conquista dos mais diversos ambientes. Esta caracteristica
Ihes permitiu uma maior eficiéncia na busca do alimento e defesa contra agressoes,
além de garantir o fluxo génico das espécies através da migracdo (MARANHAO,
1977). Além disso, muitas espécies de insetos se reproduzem facilmente e
apresentam um ciclo de vida curto, que pode ser acompanhado em todas as fases,
possibilitando um bom modelo para o desenvolvimento de ensaios experimentais. Os
insetos tém outra vantagem para estudos cientificos em relacdo aos demais grupos,
sdo pequenos e apresentam 6rgaos que podem ser facilmente manipulados. Eles
também apresentam menor resisténcia a intervencdes cirargicas, devido ao fato de
nao necessitarem sofrer incubacédo para irrigacdo com oxigénio; possuem um sistema
nervoso menos complexo, dentre outras caracteristicas. Os insetos constituem um
grupo de escolha para diversos tipos de estudos dentre eles, genéticos, bioquimicos,
celulares e moleculares (GRILLO, 2005).

Pesquisas utilizando insetos como modelo forneceu evidencias que podem ser
aplicadas nos vertebrados. A compressdo dos efeitos biolégicos dos horménios
esteroides teve principio com a discricdo da acdo da ecdisona, um horménio esteroide
de insetos, que estimulava a sintese de novo de RNA no nucleo das células
(KARLSON, 1963). Estudos realizados em Drosophila melanogaster levaram ao
estabelecimento de conceitos basicos de citogenética e biologia do desenvolvimento,
como a demonstracéo da localizacédo dos genes nos cromossomas (MURRAY; HUNT,
1993) e a descoberta dos genes “Homeobox”, responsaveis por determinar o padrao

de organizacéo dos eixos corporais (AKAM, 1989).
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Recentemente, com as contribuicdes de estudos envolvendo sequenciamentos
e clonagem foi possivel determinar a estrutura genicas de receptores em
invertebrados. A descobertas de receptores é de grande relevancia na compreensao
de mecanismos farmacolégicos. Nos insetos, um grupo relevante de
neurotransmissores e receptores de neuro — hormoénios foram descobertos. Esses
receptores sdo aminas biogénicas acopladas a proteina G (GPCRS), que sé&o
componente chave em muitas vias de sinalizacdo ao longo do reino animal.
Entretanto, estudos de natureza farmacologas sdo necessarios para uma
classificacao pratica dos mesmos (VLEUGELS et al., 2014).

Hormonios juvenis (JH) nos insetos sdo moléculas que regulam os mecanismos
guimicos relacionados aos processos fisiologicos no desenvolvimento pos-
embrionario e reproducédo no inseto adulto. Os estudos de receptores especificos nos
insetos deram origem a analogos moleculares do JH, que tem como alvo o sistema
enddcrino do inseto e, que sao utilizados para finalizar o ciclo de vida do inseto, mas
sem efeito toxicolégico em vertebrados (HAMOMMOCK et al, 2016).

Recentemente, alguns cientistas tém utilizado insetos como modelo
hospedeiros para estudos de microrganismos patogénicos humanos em vez de
mamiferos (TAN, 2002; KAVANAGH e REEVES, 2004; MYLONAKIS e ABALLAY,
2005). O sistema imune inato conservado dos insetos e mamiferos reconhece
invasores externos, por mecanismo bioldégicos semelhantes e, usar cascatas de
sinalizacdo correspondente para ativar as principais respostas (MEDZHITOV e
JANEWAY, 1997; HOFFMANN et al., 1999; MEDZHITOV, 2001; HEINE e LIEN,
2003). A ativagdo do sistema imune nos insetos e mamiferos ocorre pelo
reconhecimento de padrées moleculares associados a patdgenos distintos (PAMPS),
gue sao substancia microbianas essenciais conservadas, como lipopolissacarideos
de bactérias gram — negativas, peptidoglicano e acidos tecoicos de bactérias gram —
positivas, mananas de levedura, 1,3 — glucanos de fungos e CpG nao metilado de
bactérias (MEDZHITOV e JANEWAY, 1997). Os sistemas imunes dos insetos e
mamiferos dispdem de receptores de reconhecimentos padrdes (PPRs) que
identificam PAMPs e estabelece uma defesa imune adequada. Em algumas situacgoes,
os PPRs de mamiferos e insetos mostram semelhancas moleculares e funcionais
(KHUSH & LEMAITRE, 2000; KIMBRELL e BEUTLER, 2001).
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Em 1995, o primeiro homoélogo da enzima conversora de angiotensina (ECA)
de mamiferos foi caracterizado na mosca — das — frutas, Drosophila malanogaster.
Logo, a enzima identificada mostrou 45 % de identidade de sequéncia com a enzima
conversora de angiotensina testicular (ECAt) humana e, desde entdo, tem sido
empregada com éxito como modelo para estudar as ligacdes fundamentais de
inibidores de ECA humana (CORNELL et al. 1995; TATEI et al. 1995).

2.2 Ordem Coledptera

A ordem Coledptera é a ordem metazodria mais diversificada em espécie
conhecida no planeta. Com cerca de 400.000 espécies descobertas, os besouros
representam por volta de 30% de todas as espécies animais descritos (GRIMALDI e
ENGEL, 2005; HUNT et al, 2007; CHAPMAN, 2009). Devido essa grande variedade
de individuos, os coledGpteros mostram uma variedade de formas de vidas e
comportamentos adaptados, habitando em todo os ambientes inclusive o marinho
(FOOTTIT e ADLER, 2009). Diferenciam-se das demais ordem pela presenca das
asas anteriores endurecidas, os élitros (Figura — 1). Estes, geralmente servem como
capsula de protecdo a um segundo par de asas membranosas, que se encontra sob
os élitros, e sao fundamentais para o v6o. Sdo em sua maioria insetos fil6fagos, que
se alimenta quase unicamente de tecidos vegetal e, por isso, causam muitos danos
ao setor agroecondmico (RAFAEL et al., 2012).

Além do ataque dos tecidos vegetativos pelos coledpteros, esses besouros
podem ser vetores de microrganismos causadores de doencas. O Rhynchophorus
palmarum é a principal praga que acomete a cultura do coco. Tanto as larvas quanto
0s insetos adultos alimentam-se de tecidos vegetais, fazem galerias no meristema
apical da planta. Além disso, este coleOptero também é vetor do nematoide
Bursaphelenchus cocophilus, agente causal da doenca do anel vermelho, fatal para
as palméaceas infectadas (NEGRISOLI-JUNIOR et al., 2011). O coleéptero Diabrotica.
speciosa além de causar estragos pelo seu habito alimentar, sédo também vetor de
virus e bactérias que acomete doencas em varias plantas (BOFF e GANDIN, 1992;
OLIVEIRA et al.,1994; WALSH, 2003)

As perdas importantes na qualidade e quantidade de graos por influéncia de
pragas ocorrem, principalmente, nos produtos armazenados. Estima - se que 15% das
perdas de graos armazenados ocorrem por presenca de insetos pragas (PIMENTEL

et al, 2011). Dentre as principais pragas que infesta graos, o gorgulho de farinha do
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género Palorus ataca trigo, milho, 6leo, farinha, arroz e varios produtos armazenados,
propiciando grandes prejuizos em paises em desenvolvimento (ZHANG et al., 1998;
YANG et al., 2013a; DOUMBIA et al, 2014). Além disso, as fezes e urina desse inseto
contaminam os produtos (YANG et al., 2013b; ATHANASSIOU et al., 2014), o que
pode acarretar risco a saude humana (ATHANASSIOU et al., 2014; WANG et al.,
2014; VARADINOVA et al., 2015).

Figura 1 - Morfologia basica dos besouros Coleopteros

Mandibula s
Labio Antenas

Asa rigida

/ (Elitros)

Asa membranar

Aparelho
reprodutor

Fonte: adaptada de - https://447409391434632225.weebly.com/biological-and-evolutionary-
attributes-of-carrion-beetles.html - acesso 23 de dezembro de 2018.

Uma praga importante que infesta grdos armazenados, o gorgulho Sitophilus
zeamais causam perdas significativas a producdo de commodities agricolas,
acarretando danos, sobretudo nas sementes de milho, arroz e trigo (GALLO et al,
2002). Araujo (2008) e colabores evidenciaram o dificil controle dessa praga, que
relataram mudancas em enzimas metabodlicas que favoreciam mecanismos de

resisténcia a inseticidas comercias.
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A ordem coledptera apresenta insetos com diferentes morfologia, tamanho,
comportamentos, habitat e nichos alimentares. No entanto, a maioria destes insetos
sao fitéfagos, dando a eles uma grande importancia no segmento do agronegocio.
Neste contexto temos o Tribolium castaneum, é uma relevante praga de produtos

armazenados.

2.3 Oinseto: Tribolium castaneum

O Tribolium castaneum € uma importante praga que ataca graos armazenados,
farinha, madeira em putrefagao, produtos oriundos de cereais, entre outros, causando
grandes perdas substanciais anualmente ao seguimento do setor de agronegocio
(BROWN et al., 2009; PARK et al., 2008). Por isso, é considerado uma das pragas

de grdos armazenados mais devastadora (CHEN et al., 2015).

Este besouro tem sido largamente estudado devido ao seu pequeno tempo de
geracdo, facilidade de manejo, distribuicdo global e sua posicdo filogenética
importante (DENELL, 2008; ZOU et al., 2007). Além disso, o T. casteneum foi o
primeiro besouro em que o genoma foi totalmente sequenciado (RICHARDS et al.,
2008).

O T. castaneum é popularmente conhecido como besouro vermelho da farinha
e pertence a ordem Colebdptera e familia Tenebrionidae. Os besouros adultos
possuem coloracao castanho avermelhadas. O inseto também é classificado como
praga secundaria, pois necessita que os graos ja estejam danificados, fragmentados
ou perfurados por pragas primarias. A familia Tenebrionidae possuem cerca de 1.700
géneros e 1.800 espécies, destas, cerca de 100 espécies causam danos a produtos
alimenticios armazenados e muitos destes individuos sdo pragas secundarias
(LORINI et al, 2015).

A infestagdo por este inseto € evidenciada por um forte cheiro desagradavel,
marcante, de quinonas que sdo expelidas por glandulas de defesas (odorificas),
localizadas na regido abdominal e toracica do inseto. As quinonas sdo substancias
toxicas e pungentes (ATHIE e DE PAULA, 2002).

O ciclo de vida deste inseto € completo e, passa por varias mudancas
metamorfosicas (holometabolo), com intervalo aproximado de 21 dias, com
temperatura 6tima de 35°C e umidade relativa de 75% (FARONI e SOUSA, 2006). A

oviposicéo ocorre 2 ou 3 vezes durante o dia, sob sacarias, fendas ou alimentos, num



17

total de 400 a 500 ovos (VIEBRANTZ, 2014). Estes sao pequenos medindo cerca de
0.3 a 0.6 mm de comprimento, de coloragdo branca recobertos por uma pelicula
viscosa e, com um periodo de incubacéo de 7 dias (BERNARDO QUIMICA, 2006).
As larvas T. casteneum séo cilindricas, de cor branco — amareladas, medindo
7 mm, além de possuir mandibulas pouco resistente e uma bifurcacdo no ultimo
segmento abdominal. As larvas passam por 6 a 8 instares antes de atingir a faze de
pupa. O estagio de pupa deste inseto dura cerca de 7 dias (Figura 2). (GALLO et al,
2002). Ja o inseto na fase adulta do T. casteneum, exibe uma coloracdo marrom —
avermelhada, medem cerca de 3 — 4 mm, possuem corpo achatado e duas
depressodes transversais na regiao da cabeca (Figura 2) (ELIAS et al, 2008).

Figura 2 - Estagio de desenvolvimento do T. casteneum: ovo, larva, pupa e adulto.

Fonte: https://www.grainscanada.gc.ca — Acesso em 02 de dezembro 2018.

Esta espécie ataca de preferéncia grdos moidos e, adaptou-se bem a
ambientes e alimentos excessivamente secos. Isto deve-se a uma estrutura
morfolégica altamente desenvolvida - os Tubulos de Malpighi - que é um sistema
criptonefrial inserido no reto e que permitem reabsorcdo quase completa da agua.
Esta adaptacdo dos Tubulos de Malpighi possibilita uma 6tima osmorregulacdo e sua
alta resisténcias aos inseticidas convencionais. Experimentos evidenciaram a
presenca de genes duplicados em T. castaneum, principalmente, genes da subfamilia
CYP450, CYP6 e CYPY9, e esta duplicacdo tem correlagdo com a resisténcia a
inseticidas em dipteros (DABORN et al, 2005).
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Além disso, os genes CYP6Z8 e juvenil horménio esterase (CCEjhelF) sao
responsaveis pela desintoxicacéo de piretroides e orgonofosforados no Aedes aegypti
(POUPARDIN et al., 2008). A superexpressao de genes da subfamilia do CYP6BQ9
e de outros CYPs esta relacionados a resisténcia deltametrina em T. castaneum
(KALSI & PALLI, 2015).

As enzimas da classe das esterases (EC 3.1.1.1.) também s&o as principais
isoenzimas envolvidas em mecanismo implicito de resisténcia a argonofosforado,
carbamatos e piretréides; no T. castaneum, assim como na maioria dos insetos
(HAUBRUGE et al., 2002; SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al., 2014).

2.4 Sistema Renina — Angiotensina (SRA)

O sistema renina angiotensina (SRA) ndo € unicamente um sistema enddcrino,
mas também um sistema paracrino e intacrino (FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008).
Em mamiferos, o SRA intravascular € um componente indispensavel no controle da
homeostasia da pressédo sanguinea e balanco hidrossalino. O SRA tecidual ou local
estd envolvido em fatores fisioldégicos e processos patolégicos, como crescimento
celular, remodelacéo tecidual e evolucdo inflamatéria (NGUYEN e CONTREPAS,
2008). Em um SRA classico, a renina circulante de origem renal cliva o
angiotensinogénio circulante de origem hepatico, formando o decapeptideo inativo,
angiotensina | (Ang I) (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu) no plasma. A segui,
a ECA remove o dipeptidio carboxterminal de Ang |, formando octapeptideo
Angiotensina Il (Ang 1l) (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) (Figura 3), o principal
horménio do SRA, que apresenta uma forte atividade vasoconstritora (GUANG et al.,
2012). Ang Il estimula a producao de aldosterona. A formacao de aldesterona também
€ estimulada por potassio, corticotropina, catecolaminas e aldesterona (WEBER,
2001). Alguns tecidos possuem enzimas nao - renina, como a tonina e catapsina G
gue podem clivar o angiotensinogénio em Ang | ou diretamente em Ang Il (LAURENCE
et al, 2010).

O angiotensinogénio é uma glicoproteina com uma cadeia polipeptidica
formada por 452 aminoacidos e, sintetizada inicialmente na forma de pré —
angiotensinogénio. A produgéo de angiotensinogénio é estimulada pela inflamacéao,
insulina, estrogénio, glicocorticoides, hormonio tiroidiano e Ang Il. No decorrer do
periodo de gestacdo a concentracdo de angiotensinogénio aumenta

consideravelmente devido a uma maior quantidade de estrogénios circulante (BEM-
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ARl e GARRISON, 1988). J4 a renina é uma aspartil — protease sintetizada na forma
de pré — pr6 — enzima de 406 residuos de aminoacidos, que posteriormente é
processada em pré — renina, uma forma madura, porém inativa, nas ceélulas

justaglomerulares renais (GALEN et al, 1984).

Figura 3 — Esquema classico do sistema renina angiotensina aldesterona intravascular.

Fonte - Modificado de Weber (2001)

A segui, a pr6 — renina é clivada em renina ativa de 340 aminoéacidos
(SCHWEDA et al, 2007). A secrec¢do de renina € ativada por mecanismo derivado da
estimulacdo barorreceptor da arteriola aferente glomerular, agcdo dos nervos
simpéticos e mudancas na concentragcdo de NaCl detectada pela macula densa
(HARISSO — BERNARD, 2009). Além controle sistémico, experimentos evidenciam
para uma regulacdo local dos processos envolvido na liberagdo de renina. Na
superficie vascular, os importantes componentes reguladores sao as endotelinas, o
oxido nitrico e as prostaglandinas (BOOR e FLOEGE, 2011; PHANISH et al, 2010)

Os efeitos biolégicos de Ang Il ocorrem por interacdo com receptores
especificos na superficie celular. Os receptores de Ang Il no sistema cardiovascular
séo divididos em dois principais subtipos: receptor tipo | (AT 1) e receptor 2 (AT 2).
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Os receptores tipo 1 e tipo 2 (AT 1 e AT 2) sdo integrante da familia de receptores
acoplado a proteina G com sete regides membranar. Os efeitos biol6gicos conhecidos
da Ang Il sdo mediados, principalmente por acao do receptor AT | (FYHRQUIST e
SAIJONMAA, 2008). E isto esta em conformidade com sua relevancia funcional, o
gene do receptor AT 1 possuem um polimorfismo (A1166C), relacionado a
hipertenséo, vasoconstricdo das artérias coronarias, rigidez da aorta e miocardiopatia
hipertréfica. Ja as funcdes do receptor AT 2 constituem em acdes antiproliferativos,
pro — apoptéticos e vasodilatadores (BRUNTON, 2010). O receptor AT 1l compartilha
34% de homologia de sequéncia de aminoacidos com o receptor AT | (GRADY, 1991).
O receptor AT 2 € costumeiramente expresso durante o desenvolvimento fetal,
diminuindo apds o nascimento, no entanto, permanece em diversos 6rgaos incluindo
coracao, rins e vasculatura, onde, ativam diversos efeitos fisioldgicos relevantes
(CAREY & PADIA, 2013).

A ligagdo de Ang Il com o receptor AT 1 dispara vérias vias de sinalizacéo
moduladas pela proteinas G (RAPG) que estimula fofoslipase C (PLC), a fofoslipase
C catalisa a formacdo de segundos mensageiros intracelulares importantes, o 1, 2
diacilglicerol (DAG) e 1,4,5 — trifosfato de inotisol (IP3) (BERRIDGE, 1987). Por sua
vez o IP3 liga — se a receptores especificos no reticulo endoplasmatico e libera calcio
intracelular e, consequentemente ativa proteinas contrateis na célula (ROGERS e
LOKUTA, 1994). Ja o DAG ativa a proteina cinase C (PKC) (RASMUSSEN et al,
1987).

A sinalizacao intracelular via receptor AT 2 ndo esta totalmente elucidada e
parece envolver mediadores quimicos por via dependente e independente da proteina
G (BERRY et al, 2001; HANSEN et al, 2000). Essa estimulacdo do receptor leva ao
acréscimo da atividade de proteinas fosfatase e desforilacdo de proteinas. A
regulacao da via 6xido nitrico e sistema GMPc, ativacao da fofoslipase A2, liberacéo
de &cido araquiddnico e liberacdo de ceramidas (HORIUCHI et al, 1999).

A formagdo de Ang Il, através de outras enzimas, que ndo a ECA, tem sido
descrita na comunidade cientifica como vias alternativas para formacédo de Ang Il
(Figura 4). Diversos trabalhos tém mostrados que essas vias alternativas seriam mais
relevantes na formacgédo de Ang Il, a nivel local, isto &, seriam mais importantes onde
a Ang Il mostra acdes fisiopatologicas (RESENDE & MILL, 2002). Ang Il pode ser
formada por enzimas como quimase, catapsina G, enzima geradora de Ang Il sensivel
a quimostatina (CAGE) (GIBBONS, et al.,1994), Alastase Il (PAULA et al., 1998).



21

Estudos in vitro evidenciam que 40% da Ang | é convertida em Ang Il por vias
independentes da ECA, e que, apenas com uso de inibidores da ECA nao é suficiente
para a total inibicdo do SRA, como estratégia terapéutica (PETRIE et al, 2001;
HOLLENBERG et al., 1998).

Ja estd bem definido que Ang Il é o principal efetor final do SRA, mas
atualmente foram descobertas outras angiotensinas com atividades biol6gicas
importante no SRA. A Ang Il pode ser clivado a peptideos menores por acédo de
aminopeptidases. A aminopeptidase A converte Ang Il em Ang Il (Ang 2 — 8) pela
clivagem de um residuo de acido aspartico na regiao N — terminal de Ang Il (AHMAD
e WARD, 1990; HEALY e SONG, 1999; KUGLER, 1982; SONG e HEALY, 1999;
WOLF, 2005). Além disso, a acdo complementar de Aminopeptidase N cliva Ang Il
formado outro peptideo vasoativo Ang IV (3 — 8), esta enzima tem preferéncia por
metabolizar residuos basicos de argininas N — terminais de Ang Il (KUGLER, 1982;
PALMIERI et al, 1989) e, que interagem com a célula através da acdo de receptores
AT 1 e AT 2 (com efeito mais fraco). Entretanto, Ang IV pode ser gerado diretamente
a parti Ang Il pela atuacdo de Aminopeptidase D (CAT e TOUYZ, 2011). Ang IV
transmite atividade biolégica por influéncia de receptor de aminopeptidase regulada
por insulina (IRAP) que libera NO (ALBISTON et al, 2001; KRAMAR et al, 1998). A
aminopeptidase D esté largamente distribuidas no rins, cortex e células da medula
(ALBISTON et al 2011).

Os efeitos fisiologicos de Ang Ill sdo semelhantes aos de Ang Il, embora menos
potente. Varios estudos demostram que Ang Il promove vasoconstricdo e promove
liberacdo de aldesterona (PADIA et al.,, 2008). Foi observado que pacientes
voluntarios quando tratados com Ang Ill ocorria um amento na pressdo arterial,
estimulacdo na producdo de angina vasopressina e sensacdo de sede. Além disso,
este peptideo também estimula a expressao de fatores de crescimento e mediadores
inflamatérios (WRIGHT et al, 2003; HARDING et al, 1992). Ang IV tem a capacidade
de melhora o fluxo sanguineo renal, provoca vasodilatacdo e tem capacidade
cardioprotetora (Yang et al., 2010). Renal, provoca vasodilatacdo e tem capacidade
cardioprotetora (Yang et al., 2010). Assim como, foi observado efeitos benéficos em
modelos animais com comprometimento cognitivo (WISNIEWSKI et al, 1993;
ALBISTON et al, 2004) e crises epilética (STRAGIER et al, 2006; TCHEKALAROVA
et al, 2004). O mecanismo pelo qual Ang IV se liga ao receptor regulado por insulina

(IRAP) e os seus efeitos fisiologicos permanece desconhecido (CAT e TOUYZ, 2011).
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Figura 4 — Representacdo da visdo atual da cascata do sistema renina angiotensina. As vias
metabolicas representadas mostram a produgéo dos principais produtos e a relagéo entre as elas. ECA
(enzima conversora de angiotensina), ECA 2 (enzima conversora de angiotensina 2), APA
(aminopeptidase A), APN (aminopeptidase N), APD (aminopeptidase D), THOP (thimete
oligopeptidase), NEP (neprilisina ou neutral endopeptidase), PEP (prolil endopeptidase), CAGE
(enzima geradora de Ang Il sensivel a quimostatina), PCP (prolil carboxipeptidase), PRCP
(prolilcarboxiendopeptidase), IRAP (aminopeptidase regulada por insulina).
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Angiotensina (1 —7) ou Ang (1 —7) (Asp — Arg — Val — Tyr - lle — His — Pro) pode
ser formada a partir de Ang | pela acdo de endopeptidase ou Ang Il por agcédo de
carboxipeptidase. As principais enzimas envolvidas na producgéo de Ang (1 -7) usando
Ang | como substrato sdo timete oligopeptidase, endopeptidase neutra e prolil
oligopeptidase. Além disso, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2),
carboxipeptidase A e prolil carboxipeptidase pode gerar Ang (1 — 7) a partir de Ang |l
(RICE et al, 2004). Além disso, Ang (1 — 7) também poder ser formado a partir de Ang
(1 - 9) pela acéo da ECA (KITTANA, 2018).

Ang (1 -7), atualmente, é visto como um importante componente
biologicamente ativo do SRA, induzindo muitas atividades benéficas, tais como
vasodilatacdo, controle da pressdo sanguinea, efeitos antiproliferativos no sistema
cardiovascular. (FERRARIO, et al 2004). Além disso, acredita - se que Ang (1-7) pode
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melhora o metabolismo por diminuir a resisténcia a insulina (GIANI et al, 2009;
SANTOS et al, 2010).

A Angiotensina (1 — 9) pode ser gerada através de Ang | pela acdo de ECA 2,
gue também acredita — se ter efeitos benéficos em patologias cardiacas (DONOGUE
et al, 2000). Dados recentes indicam que Ang (1 — 9) preservam 0 coracao e vasos
sanguineos de remodelacdo cardiovascular adversa em modelo animais de
hipertenséo ou insuficiéncia cardiaca (OCARANZA et al, 2006, 2010). Além disso, Ang
(1 — 9) também promove a liberacdo de oxido nitrico (NO) e acido araquidénico no
endotélio, acarretando no aumento dos efeitos da bradicinina e, consequentemente,
melhora a atividade vascular (JACKMAN et al, 2002). Os efeitos biolégicos da Ang (1
— 9) sdo mediados via receptores AT 2 (OCARANZA et al, 2014; CHAN et al, 2013;
FLORES — MUNOS et al, 2011).

Mais recentemente, Ang (1 — 12) um novo peptideo derivado do
angiotensinogénio foi isolado de células intestinais de ratos (NAGATA et al, 2006).
Esse peptideo serve como substrato alternativo para producéo de Ang I. Ang (1 —12)
tem efeito vasoconstritor por mecanismo dependente de quimase e ECA. Os efeitos
fisiopatolégicos vasculares de Ang (1 — 12) ainda sao desconhecidos (BUJAK-
GIZYCKA et al, 2010; CAT e TOUYZ, 2011)

Uma homologa da ECA, a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2), foi
clonada e caracterizada por dois grupos de pesquisa autbnomos, no ano 2000
(DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al., 2000). Mais recentemente, varios estudos
indicaram que a ECA 2 regula negativamente a atividade do RAS pelo metabolismo
da Ang Il para a Ang (1 — 7), que se liga a receptores Mas, um receptor especifico
agregado a proteina G para Ang (1 — 7) e, contrabalanca os efeitos cardiovascular da
Ang |l pela acédo opostas a mediadas pelos receptores AT 1 (KUBA, et al., 2010).
Desde entdo, ACA 2 e o eixo ECA 2/ Ang (1 — 7) / Mas sao um importante ponto de
interesse em estudos do SRA (FYHRQUIST E SAIJONMAA, 2008). A ECA 2 é uma
glicoproteina integral membranar do tipo I, que contém 805 aminoacidos codificado a
partir do exons 18 e compartilha 42 % de sequéncia idéntica a ECAs (TURNER e
HOOPER, 2002). Além disso, a enzima & um componente da familia M 2 de
metaloprotease, mas com um unico dominio catalitico que inclui um sitio de ligagcéao
ao zinco (HOOPER e TURNER, 2003). Essa enzima aparece em maior quantidade
no endotélio vascular das coronarias e renais, no coragdo, na superficie da aorta e
regido do hipotalamo (SANTOS e FERREIRA, 2002).
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Enzima conversora de angiotensina € uma glicoproteina monomérica,
importante, no sistema renina — angiotensina responsavel pela regulacdo da
homeostase da pressao sanguinea e eletrdlitos, encontrada na superficie de varios
tecidos em mamiferos (CORNELL et al, 1995). A ECA possui uma molécula de zinco
no seu centro catalitico essencial para atividade catalitica, que remove o dipeptidio C
— terminal dos seus substratos peptidicos (CUSHMAN e CHEUNG 1971; DAS e
SOFFER, 1975). A enzima processa angiotensina | para forma angiotensina I, um
potente vasoconstritor, retirando o dipeptidio His — Leu C — terminal e, inativa as
propriedades vasodilatadora de um segundo peptideo, a bradicinina (SKEGGS et al,
1954; ZAMAN et al, 2002; ACHARYA et al, 2003; GONZALEZ-VILLALOBOS et al,
2013).

Em mamiferos existem duas isoforma de ECA, a somatica (ECAS) e a
(ECAL). A ECAs é expressar em diversos tecidos, incluindo o endotélio vascular, a
borda em escova do intestino, as células epiteliais dos tubos proximais do rim, na
superficie de células endoteliais pulmonares, células cerebrais gliais, epitélio do trato
genital masculino, e as células de Leydig (BALYASNIKOVA et al., 2002; HOOPER e
TURNER, 2003; PARKIN e TURNER, 2004). E também largamente distribuida de
forma solavel nos fluidos corporais, evidenciado a importancia dessa enzima em
varios mecanismos biolégicos (DEGUCHI et al, 2007). Ja a tECA, € expressa
unicamente no desenvolvimento das espermatides e espermatozoide maduro,
consequentemente, possui um papel importante na reproducdo (CALDWELL et al,
1976; LANGFORD et al, 1993; SIBONY et al, 1993, 1994; FUCHS et al, 2005). As
duas isoenzimas sdo ectoproteinas ligada a membrana plasmatica por um anico
polipeptidio transmembranar hidrofébico perto do C - terminal (MURRAY e
FITZGERALD, 2007).

2.6 Quimotripisina - similar: Quimase e Elastase 2

Quimases sdo membros da familia das serino - proteases com extensa
atividade proteolitica. Esta familia € caracterizada por apresentar um residuo de serina
no sitio ativo (HEUTINCK et al, 2010). Essas enzimas Sao proteases monomeéricas e
tem especificidade para substrato de quimotripisina - similar, criva preferencialmente
depois de residuos de aminoacidos aromaticos.

De acordo com estrutura e especificidades de substrato, foram identificadas

18 quimases em varias espécies, divididas em dois subgrupos: as a quimases e as 3
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quimases (CHANDRASEKHARAN et al, 1996). Atualmente, s6 foi identificada a -
quimases em humanos, macacos, babuinos e cédes. Contudo, em roedores varias
guimases estdo presente s6 que a maioria é - quimase (WU et al, 2005).

Além disso, quimase sao expressadas inicialmente nas células dos
mastocitos, fibroblastos, células vasculares endoteliais e granuldcitos. Essas enzimas
séo liberadas no meio extracelular em respostas a mediadores quimicos inflamataorios,
dano tecidual e estresse celular (URATA et al, 1989; URATA et al, 1990). Quimase é
processada como uma molécula inativa (pro — quimase) nas células mastocitarias, no
lugar em que permanecem armazenadas. A ativacdo da enzima se dar pela remocao
do residuo de dipeptidio (Gly — Glu) na regido N — terminal pela dipeptidil peptidase
(DPPI) (WOLTERS et al, 2001).

Diversos estudos apontam que a quimase estad envolvida em diversos
fendbmenos fisiopatoldégicos em pacientes cardiacos. A atividade da quimase é
substancialmente maior em relacdo com a atividade da ECA no tecido cardiaco
humano. Experimentos demonstra que a enzima € responsavel pela producédo de
cerca de (80 — 90%) da Ang Il presente nos tecidos e células cardiacas, proveniente
de seres humanos e animais que foram submetidos a estudos experimentais.
Demostrou — se que quimase cardiaca humana pode produzir Ang Il utilizando Ang |
ou usando Ang (1 — 12) como substrato em concentracdes mais expressivas em
comparacao com ECA (AHMAD et al, 2011; AHMAD et al, 2013; AHMAD et al, 2016;
BUTTS et al, 2017; FROOGH et al, 2017; KINOSHITA et al, 1991; BALCELLS et al
1997; URATA, 2007). No tecido cardiaco a Ang Il, produzida principalmente pela
quimase, pode ser responsavel pela remodelacdo cardiaca e desenvolvimento da
doenca. As varias acdes bioldégicas da quimase incluem up — regulacdo da
degradacdo de proteinas da matriz extracelular (metabolismo direto da fibronectina,
digestédo autofagica de procolageno e vitronectina), degradacéo de apolipoproteinas,
ativacdo da matriz metaloproteinases (MMPs), TGF — B1, Interleucina 1 (IL — B1),
alta producdo de endotelina — 1 e atuagao metabolismo lipidico (DELL’ITALIA et al,
2018). A matriz metaloproteinase (MMP) — 9 é ativada clivando o dominio especifico
do sitio catalitico pela acdo da quimase. O acréscimo no tamanho do infarto e fibrose
do ventriculo esquerdo esta intimamente associado a presenca de MMP — 9 no tecido
cardiaco, em modelo experimental (KELLY et al, 2007). Quimase também induz o
iniciador do fator de crescimento transformador B (TGF — B) em sua conformacgao

ativa, contribuindo assim para reposta vascular a lesdo. Tanto o TGF — 3 quanto o
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MMP — 9 estdo comprometidos na inflamacéao tecidual e na fibrose, com consequente
lesdo organica (TAKAI e MIYAZAKI, 2005).

A Elastase -2 é uma quimotripisina - similar membro familia A2, uma serino
protease, que € descrita como uma via alternativa na geracao de Ang Il. ELA - 2 é
capaz de gerar Ang Il a partir de Ang |, semelhante a reacdo catalisada pela ECA de
mamiferos. No entanto, a ELA — 2 também pode produzir Ang Il diretamente do
angiotensinogénio (SANTOS et al, 2003). A relevancia dessa via alternativa viavel
para a producao de Ang Il foi exposta nas artérias do coragao, carétida e mesentéricas
de ratos com pressao arterial normal e facilmente hipertensos (BECARI et al, 2011).
Além disso, a elastase - 2 € uma enzima chave na desregulacao independente da
ECA do SRA no infarto do miocéardio e, provavelmente, em outras patologias
cardiacas (BECARI et al, 2017).

As propriedades enziméticas da elastase - 2 de ratos mostra diferencas
entre esta protease e a ECA em diversos sentidos, no entanto, apresenta semelhancga
com a enzima sensivel a quimostatina da artéria renal purificada de cdo (OKAMURA
et al., 1990) e quimase presente no coracdo humano (ARAKAWA, 1996). Além disso,
a elastase 2 da mesma maneira que a ECA néo destroi o produto Ang Il (Paula et al.,
1998).

A elastase — 2 amplamente distribuida em varios 6rgdos, como pulmao,
pancreas, figado, vasos sanguineos (artérias mesentéricas e caroétida) coracao e rim
de roedores (SANTOS et al, 2003; BECARI et al, 2005, 2011; WHALSH e WICOX,
1970) e, também no cortex pré-frontal de ratos (KUNNUTTILA et al, 2004).

A importancia da via alternativa a ECA, possivelmente quimase e elastase
— 2, geradora de Ang Il no tecido vascular indicam ter importante funcado de formar

Ang Il na vigéncia da inibicdo da ECA.

2.7 Serino proteases de insetos

As proteases sao enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas em proteinas. As
exopeptidases quebram um residuo de aminoacido terminal na posicao final da
proteina; em relacdo as endopeptidases elas clivam ligacbes entre residuos de
aminoacidos internos. Os grupos quimicos participantes destas reacdes no sitio
cataliticos sdo utilizados para classificar as proteases. Em serino proteases, 0 grupo
hidroxila na cadeia lateral de um residuo de serino comporta - se como um nucléofilo
na reacéo que hidrolisam uma ligacéo peptidica, enquanto que as cisteina proteases

o grupo sulfidrila de uma cadeia lateral de cisteina é que executa essa funcédo. Em
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metaloprotease e aspartico proteases, a reacdo ocorre com a interacao entre uma
molécula de agua e um ion metélico ou grupo aspartico no sitio ativo, respectivamente.
No entanto, as proteases podem possuir 0 mesmo mecanismo catalitico, mas nao ter
a mesma sequéncia de aminodacidos, como resultado de evolucdo convergente
(HOOPE, 2002; RAWLINGS et al, 2010).

Uma protease quebra uma ligacédo peptidica, chamada ligacao cindivel, entre
dois residuos de aminoacidos nomeados como P1 e P10. Os residuos na posicao
amino terminal da ligacdo de cisdo sdo numeradas na posi¢cao C para N, enquanto
que os residuos no lado carboxterminal da ligacdo de cisdo sdo numerados N para C
(figura 5) (SCHECHTER e BERGER, 1967).

Muitas serino proteases em insetos pertence a familia S1 (familia
qguimotripisina) que compreende as subfamilias S1A a S1F, que é filogeneticamente
distinta, mas estruturalmente correlacionadas (RAWLINGS et al., 2008). A maior
subfamilia € S1A, que atuam essencialmente no meio extracelular, onde elas
executam diversas funcdes. A subfamilia S1A engloba enzimas como quimotripisina,
tripsina, elastase e diversas peptidases da matriz. As estruturas de peptidases S1A
foram determinadas a partir de varias peptidases de mamiferos e séo caracterizadas
pela dobra quimotripsinica de dois B — barris com sitio ativo composto pelos residuos
da triade catalitica Ser, His e Asp (KRAUT, 1977; PAGE e DI CERA, 2008). A estrutura
do sitio ativo € preservada por uma ampla rede de ligac6es de hidrogénio e a estrutura
geral € mantida por ligacdes dissulfeto entre residuos de cisteinas altamente
conservados (HEDSTROM, 2002).

A determinacdo da estrutura quimica de uma quimotripisina presente na
formiga — de — fogo, Solenopsis invicta, comprovou que a dobra total de S1A também
se emprega nas serino proteases de insetos (HEDSTROM, 2002).

As serino proteases de diversas espécies possuem mecanismo catalitico
semelhante entre si: quando o substrato peptidico liga —se ao centro catalitico ocorre
um ataque nucleofilico da Ser195 sobre a carbonila da ligac&o peptidica a ser clivada,
formando um intermediario tetraédrico ligado a enzima por interacdo covalente, que
recebe um proton proveniente do nitrogénio 3 da His157, sendo degradado em um
intermediério acil — enzima e produzindo um novo local N — terminal do substrato, que
é liberada e trocada por uma molécula de agua. Essa His157 forma ligacdo de

hidrogénio com 0 Asp102 e tem seu pKa aumentado (que passa de aproximadamente
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7 da histidina livre para maior que 12), convertendo — se uma base nuclecfilica forte.
A agua passa a atuar como nucléofilo da reacdo e ataca o carboxilato ainda ligado a
Serl95, liberando uma nova regido C -terminal formada, reconstituindo a enzima
(VOE e VOET, 2004).

As especificidades de clivagem divergem largamente entre as diversas
proteases S1A. As proteases do tipo quimotripisina clivam ligacdes pépticas,
principalmente, apds residuos hidrofébicos grandes, proteases semelhantes a tripsina
apos residuos com carga positivas e enzimas do tipo elastase apds pequenos
residuos hidrofébicos na posi¢do P1. A especificidade do substrato é definida pelas
caracteristicas fisicas da cavidade de ligacdo do substrato S1 presente ao lado do
local catalitico (PERONA e CRAIK, 1995).

Figura 5 — Notagéo para sitios de clivagem de proteases. A seta indica a ligagdo péptica cindivel entre

os residuos de aminoéacidos P1 e P1". .

R O RO RO R O RO RO
I Il Il [ || [
-NH-C-C-NH-C-C-NH-C-C-NH-C-C-NH-C-C-NH-C-C-

P3 P2 P1 T P1’ p2’ P3’

Fonte — Shechter e Berger (1967)

Embora as proteases S1A tenham sido amplamente pesquisadas em modelos
mamiferos, muitas caracteristicas funcionais ainda precisam ser estudadas em
insetos. Com o advento do sequenciamento do genoma e transcriptoma de diversas
espécies de insetos, incluindo Drosophila malanogaster, Aeds aegypti, Anopheles
gambiae, Tribolium castaneum, Plutella xylostella e Manduca sexta, forneceu
compreensao sobre a diversidade dessa familia de proteases (BRACKNEY et al.,
2010; CAO et al., 2015; ROSS et al., 2003; ZOU et al., 2006).

As serino proteases de insetos atuam em varias fungdes fisioldgicas que séo
essenciais no crescimento e desenvolvimento. Além da sua fungdo bem descrita na
digestdo, evidéncias bioquimicas e genéticas indicam que ativacdo de serino
proteases na hemolinfa de artropode influenciam na muda e metamorfose, atuam
como reguladores intrinsecos da resposta imune inata, incluindo a encapsulagéo
melandtica, a expressao de peptideos antimicrobianos e modulacdo de funcéo
hemocitaria (LAW et al., 1977; NEURATH, 1984; SRINIVASAN et al., 2006;
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BARILLAS-MURY, 2007; KANOST e GORMAN, 2008; CERENIUS et al., 2010; JIANG
et al., 2010).

A vitelina e algumas proteinas armazenadas em granulos de vitelo nos ovos de
insetos sdo degradadas por proteases para liberar aminoacidos que serao
empregadas no desenvolvimento embrionario (RAIKHEL e DHADIALLA, 1992).
Serino proteases que digerem vitelina foram isoladas de amostras de ovos de Bombix
mori (INDRASITH et al., 1988), e seu DNA foi clonado (IKEDA et al.,, 1991). Esta
protease cliva apés residuo de Arg ou Lys e, € um membro da familia S1
(quimotripisina — like) de serino protease. E produzida nos ovarios como uma proteina
inativa e é ativada durante a embriogénese. Uma segunda serino protease da familia
S1 cliva especificamente proteinas da gema de 30 KDa presente nos ovos de B. mori.
Esta protease, que é produzida no final da embriogénese, tem especificidade do tipo
elastase, degradando residuos de aminoacidos de cadeias laterais curtas (MAKI e
YAMASHITA, 1997, 2001). Uma serino carboxipeptidase € sintetizada no corpo
gorduroso de um mosquito, Aeds aegypti, conduzida através da hemolinfa e captadas
pelo odcitos. Esta protease € formada como um zimogénio e acionada no interior dos
ovos no decorrer da embriogénese (CHO et al., 1991; KANOST e CLEM, 2012).

O sistema de cascata proteoliticas evoluiram no sistema imunoldgico inato de
insetos (KANOST et al, 2012; CERENIUS et al, 2010). Serino proteases que possui
um ou mais dominio grampo na regido N — terminal funcionam em vias extracelulares
na regulacdo de algumas repostas imune em insetos (JIANG et al, 2000). Dominio
grampos foram nomeados em razdo do diagrama padrdo de ligacdo dissulfeto no
dominio N — terminal da enzima da pro — coagulacédo do caranguejo — ferradura que
se parecia com grampo de papel (MUTA et al, 1990). As serino proteases que contém
dominios em grampos foram inicialmente identificadas como enzimas envolvidas na
via de sinalizacdo indispensavel no desenvolvimento de estrutural dorsal — ventral em
D. malanogaster (MORISATO e ANDERSON, 1995; ANDERSON, 1998). Elas
consistem de um dominio serino protease do tipo quimotripisina - similar, e um ou dois
dominios em grampos na regido N — terminal. O dominio serino protease é
responsavel pela amplificacdo do sinal pela clivagem e ativacdo em cascata — abaixo.
O dominio de grampo, normalmente possui de 35 a 55 residuos de aminoacidos, é
interligado por trés ligagdes dissulfetos estritamente conservados (JIANG e KANOST,
2000).
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Entre os 204 genes com homologia da familia S1 da serino proteases no
genoma D. malanogaster, 24 sédo proteases de dominio em grampo, em gue a maioria
das atividades biolégicas sdo desconhecidas (ROSS et al, 2003). Outras serino
proteases de dominios em grampos foram descobertos em diversos genomas de
insetos que incluem 18 na abelha Apis melifera (ZOU et al, 2006), 31genes em T.
castaneum (ZOU et al, 2007), 55 genes em A. gambiae e 71 genes A. aegypti
(WATERHOUSE et al., 2007). Entre os Lepiddpteros, o genoma de B. mori contém 15
proteases de dominio em grampos (TANAKA et al., 2008), enquanto mais de 20
proteases de dominios em grampos foram encontradas expressas no corpo gorduroso
e hemolinfa de M. sexta (JIANG et al., 2005; ZOU et al., 2008).

O controle ineficaz e 0 aumento da resisténcia dos insetos ao uso de inseticidas
tém estimulados os pesquisadores a buscar formas alternativas de combate a pragas,
com melhores resultados e sem danos ao meio ambiente. O estudo da biologia dos
insetos, principalmente, andlise do perfil de proteinas e enzima importantes para o
desenvolvimento e reproducdo dos insetos, tem ajudado a encontrar novos alvos
bioldgicos de controle (SILVA et al., 2012).



31

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Identificar e caracterizar a enzima conversora de angiotensina no inseto T. castaneum.
3.2 Objetivos especificos
e Identificar a atividade enzimatica de extratos de T. castaneum envolvida na
conversdo de Angiotensina | no inseto T. castaneum.
e |solar a enzima conversora de angiotensina no inseto T. castaneum;
e Avaliar a formacao de Ang (1 — 7) a partir de Ang 2;

e Testar o perfil de atividade frente a inibidores especificos;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Insetos

Os insetos Tribolium castaneum utilizados neste trabalho foram obtidos de uma
colénia mantida no Laboratério de Bioguimica e Fisiologia de Insetos da Universidade
Federal de Alagoas. Os insetos faziam parte de uma colénia mantida a 30°C com
umidade relativa entre 70 e 80% e fotoperiodo claro/escuro de 12h. Nos experimentos

foram testados insetos no estagio adulto de desenvolvimento.

4.2 Preparo do extrato bruto

Aproximadamente 500 insetos foram triturados e os tecidos homogeneizados
em tampdo 2 ml de Tris — HCI 50 mM, pH 8,0. Em seguida, foi submetido a
centrifugagdo (15.000 g 15 min a 4 ° C) e o sobrenadante, agora chamado de Extrato
Bruto coletado, foi utilizado para realizar a atividade enzimatica e a continuidade dos
experimentos laboratoriais. A concentracdo de proteina determinada pelo método de
Bradford (1976).

4.3 Determinacado da concentracdo de proteinas

A concentracao de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),
usando albumina de soro Bovino como padrdo (0. 01 - 0.6 mg/mL). Para isso foram
tomadas 10 pL das amostras, adicionados 190 pL de reagente de Bradford.
Posteriormente o meio reacional foram encubado por 5 mim, e medindo a absorbancia

a 595 nm. As unidades correspondente sdo (mg/mL) de proteina.

4.4 Ensaio enzimatico de atividade conversora de angiotensina

A atividade conversora de angiotensina no extrato proteico do inseto T.
castaneum foi testada utilizando como substrato o decapeptideo Angiotensina | (Ang
). A reacao consistira de 30 pL de solucédo de Ang | (1 mM), 130 uL de tampéao Tris —
HCI (50 mM), pH 8,0 e 10 uL de extrato proteico por 4 horas a temperatura ambiente.
Padrbes de referéncia de Ang | e Ang Il serdo usados, onde cada tubo de reacéo ira
conter 30 yL de solucao do peptideo (1mM), 140 pL de solucédo tampao Tris - HCI (50
mM), pH 8,0. As reacgOes foram paradas com 40 pL de uma solugédo 5% de &cido
trifluoracético. As amostras foram mantidas congeladas a -20°C até o ensaio em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa. Os peptideos foram
identificados pela comparacdo de seus tempos de retencdo com aqueles dos

respectivos peptideos cognatos sintéticos.
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4.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os produtos de hidrdlise foram detectados através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia de fase reversa usando um equipamento Shimadzu SCL-6B junto a uma
coluna C-18 (0.45x15cm). As fases méveis usadas foram solucdes de acetonitrila a
5% e 60% (solucéo A e solugéo B, respectivamente). Ambas com 0,1% TFA. A eluicido
ocorreram com um gradiente de acetonitrila de 90% de solugcéo A 10% de solucéo B
até 50% de solucdo A + 50% de solucdo B, o que da um gradiente de
aproximadamente 10% até 32% de acetonitrila, percorridos em 25 minutos em 0.1%
de TFA, num fluxo de 1 mL/min, monitorado pela absorbancia em 215 nm.
4.6 Purificacdo Protéica

Para isolar e purificar a enzima, 150uL de homogenato foram diluidos em 4850
mL de tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8. O volume total da amostra (5 mL) seré injetado
em um cromatografo liquido do tipo FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA
pure M1da GE, usando uma coluna de gel filtragcéo (S — 100 sephacryl) de 50mL eluida
com tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, fluxo de 0.5mL/mim, 150 pL de amostra aplicada
diretamente a coluna, 2mL de solucdo coletada em cada fracdo cromatografica e
monitoramento em tempo real das proteinas eluidas através de espectrofotbmetro

acoplado ao Akta a 280 nm.

4.7 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
A Eletroforese foi desenvolvida de acordo com Laemmli (1970) usando o
Sistema Mini-Protean 3 Eletroforese (Bio-Rad). As bandas proteicas foram coradas

com Comassie Blue G-250.

4.8 Ensaio Enzimético de Inibicdo

O ensaio de inibicdo da enzima do inseto T. castaneum consistiu em 30uL de
extrato proteico, 20uL de Ang | 1mM, 106uLde tampao Tris-HCI 50 mM pH 8 e 20 pL
de inibidores preparados em tubos separados. Os inibidores testados foram o captopril
10 pM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, 2 — mercapto etanol, 1 mM, DTT 1 mM. O tubo
controle continha 30uL de extrato bruto, 20uL de Ang | 1mMe 126uL de tampao Tris-
HCI 50 mM pH 8. As reac¢des duraram 2 horas a 25°C e foram encerradas com 40puL

de uma solugao 5% de TFA



34

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema escolhido para o fracionamento do extrato bruto do inseto T.
castaneum foi a gel filtracdo, com coluna cromatogréafica S — 100 sephacril, vinculado
ao cromatégrafo FPLC Akta-M1. Foram aplicados a coluna cromatografica 150 pL de
mistura proteica e o fluxo da corrida cromatografica foram mantidas a 0,05ml/min e,
fracOes de 2 ml foram coletadas individualmente e estocadas em geladeiras a 4°C
para posteriormente serem analisadas. A figura — 6 (A), abaixo, ilustra o perfil
cromatografico obtido nesta etapa de purificacdo. A atividade processadora foi
verificada nas fracBes 13, 14 e 15, correspondente ao pico mais acentuado no
cromatograma.

Leimeire e colaboradores (2007) purificaram parcialmente duas isoformas de
ECA de insetos presentes no intestino da larva Spodoptera littoralis. Por meio de uma
coluna de troca idnica e gel filtracdo, respectivamente. Utilizando semelhantes
técnicas de isolamento, Marcous e colaboradores (2003) purificaram dos testiculos de
Locusta migratoria uma ECA de inseto com massa molecular aproximada de 80 KDa
por meio de cromatografia de troca idnica e gel filtracéo.

Diferentes dos mamiferos, os insetos possuem circulacéo aberta e ndo contém
todos os componentes, exceto a homodloga da eca, do sistema SRA, que é
responsavel pelo controle dos vasos sanguineos e aumento da pressao arterial em
mamiferos (FOURNIER et al., 2012). A ECA de insetos sdo enzimas semelhante a
ECAt de mamiferos (HARRISON e ACHARYA, 2014; HENS et al, 2002). Séo
expressas em diversos tecidos e atua na formacao de peptideos para muitas funcbes
fisiologicas no desenvolvimento dos insetos (ISAAC et al., 2007), como na contracao
do musculo intestinal e cardiaco (CORNELL et al., 1995; TATEI et al., 1995), sinapse
nervosa (ISAAC et al., 1998, 2009), nos processos digestério (LEMEIRE et al., 2008;
RIVIERE et al., 2004), na reprodugcéo (EKBOTE et al., 1999; ISAAC et al., 1999;
SCHOOFS et al., 1998; VANDINGENEN et al., 2002, 2001) e reacdes imunoldgicas
(AGUILAR et al., 2005; MACOURS et al., 2003).
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Figura 6 — Cromatograma obtido de filtracdo em gel do extrato bruto do inseto T. castaneum.os150 uL
de amostra foram aplicados a uma coluna (sepharose S — 100 sephacril com volume 50mL de resina)
previamente equilibrada com tampé&o Tris - HCI 50mM, pH 8.0, em Ekta — pure com fluxo de 0.05mL/min
a 25°C monitorado a 280 nm. Figura 6 — (B) - Analise das amostras em gel de poliacrilamida a 10% de
fracBes coletadas proveniente da cromatografia de gel filtracdo. Os circulos vermelhos identificam no
cromatograma as fracdes com atividade conversora.
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Em seguida, 20 pL das respectivas fracfes ativas foram aplicadas em gel de
poliacrilamida a 10% em condi¢cdes né&o - redutoras a 90 V, para verificar a composi¢ao
proteica de cada uma das fracbes obtidas, (Figura 7). ApGs a coloracao pela prata
para visualizacdo das bandas, pode — se observar duas bandas bem separadas na
caneleta referente a fracdo 13 e, duas bandas muito préximas na canaleta referente a

fracdo 15 com massas moleculares aproximadas.
Figura 7 — Andlise das amostras em gel de poliacrilamida a 10% de fracdes coletadas proveniente da

cromatografia de gel filtrag&o. Os circulos vermelhos identificam no cromatograma as fragbes com

atividade conversora.
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As fracOes representativas de cada pico de eluicdo foram avaliadas quanto a
atividade processadora de Ang Il utilizando — se como substrato a Ang I. O extrato
proteico e a fracdo 15 coletada demostrou capacidade de formar Angiotensina (1 — 7)
a partir de Ang I, (Figura 8 A e D), respectivamente. A Ang (1 — 7) poder ser gerada
pela clivagem de Ang | pela acdo de endopeptidases ou Ang Il por acdo de
carboxipeptidases. Foi utilizado Ang Il como substrato para demostrar se a formacéo

de Ang (1 -7) era proveniente de Ang Il

Figura 8 - Cromatograma obtido por HPLC para os produtos gerados via hidrélise de Ang | apés a
incubacdo com extrato proteico bruto e fragc8es obtidas por filtracdo em gel. A reacao ocorreu com 40
pg de proteinas, 10uL de Ang Il solugdo 1mM,140 L de tampé&o Tris - HCI 50mM, pH 8.0. A reacao foi
incubada por um periodo de 2h a 25°C. A reacao foi interrompida com 40 uL de uma solucédo de acido
trifluoracético 5% (TFA). A elui¢éo foi feita usando um gradiente de acetonitrilal10-32% com 0.1% TFA
em uma coluna de HPLC fase reversa (C18, 0.45 x 15cm) com absorbéncia a 215 nm; e os produtos
foram identificados com padrdes. (A) extrato bruto, (B) fracdo 13 e (C) fracdo 14, (D) fracdo 15 e, os
produtos foram identificados com padrdes.
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A Figura (9) demostra que nao houve formacédo de Ang (1 — 7) quando Ang Il é
o substrato no ensaio, mostrando que Ang (1 — 7) é formado via hidrolise de Ang | no
extrato proteico do inseto. O peptideo Ang (1 -7) pode ser formado diretamente através
de Ang | pela acdo de enzimas como neprilisina (NEP) (CAMPBELL et al, 1998),
Timete oligopeptidase (TOP) (CAMPBELL et al, 1994) e Prolil oligopeptidase (POP)
(WELCHES et al, 1991).
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Figura 9 - Cromatografia obtida através HPLC mostrando os produtos formados pela hidrolise de Ang
Il com extrato proteico bruto do inseto T. casteneum. A reacéo ocorreu com 40 pg de proteinas, 10uL
de Ang Il solucdo 1mM,140 uL de tampéo Tris - HCI 50mM, pH 8.0. A reacdo foi incubada por um
periodo de 2h a 25°C. A reacao foi interrompida com 40 yL de uma solucao de acido trifluoracético 5%
(TFA). A eluicao foi feita usando um gradiente de acetonitrilal0-32% com 0.1% TFA em uma coluna
de HPLC fase reversa (C18, 0.45 x 15cm) com absorbancia a 215 nm; e os produtos foram identificados
com padroes.
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Diversos estudos tém descrito atividade da POP em varios insetos. A POP
participa da diferenciacdo de discos imaginarios e sintese de DNA em Sarcophaga
peregina (mosca da carne) (OHTSUKI et al., 1994; OHTSUKI et al., 1997; OHTUSKI
et al.,, 1997). Em um estudo de protedmica, Zhang e colaboradores (2014)
identificaram a enzima prolil oligopeptidase nos fluidos de muda do bicho da seda B.
moris. Posteriormente, Fu e colaboradores (2018) clonaram e caracterizaram dois
genes que codificam duas isoformas de POP em B. mori. O grupo demostrou que a
enzima pode ter um papel importante na ecdise (muda) dos insetos.

A neprilisina, além do papel em algumas doencas, € também importante no
desenvolvimento e reproducdo de mamiferos (CARPENTIER et al, 2004). A NEP de
inseto € responsavel pela clivagem de peptideos que regulam os mecanismos
essenciais para o acasalamento e reproducdo em D. malanogaster e T. castaneum
(JIANG et al. 2013). Além disso, tanto em Locusta migratoria quanto em Leucophaea
maderae, foi identificado a hidrolise de taquicininas pela neprilisina nos cérebros
destes insetos (ISAAC e NASSEL 2003). As taquicininas sdo uma familia formada de
peptideos com diversas estruturas e fungdes, existentes no sistema nervoso, trato
digestorio e varios outros tecidos de uma grande variedade de organismos
vertebrados e invertebrados (SANTOS, 2003).

As enzimas sao classificadas de acordo com a natureza bioquimica do
mecanismo de acdo que as mesmas possuem. E um dos métodos aceitos para

identificar o0 mecanismo enzimatico de uma enzima € atraves de experimentos com
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inibidores conhecidos. Para verificamos se a conversdo de angiotensina no inseto T.
castaneum ocorria devido acdo de uma ECA de insetos, o extrato bruto do inseto foi
incubado com varios inibidores conhecidos.

Na caracterizacdo da enzima processadora de angiotensina no extrato proteico
do inseto foram utilizados cinco diferentes inibidores (Figura 9): captopril inibidor
especifico da ECA, PMSF inibidor de serino protease, EDTA inibidor de
metaloproteases, DTT inibidor cisteina protease, 2 - mercapto etanol inibidor de tiol
protease.

A enzima processadora de Ang | presente neste estudo ndo mostrou
sensibilidade inibitéria pelo captopril (Figura 9 C), demostrando que a enzima nao é
uma ECA, ja que ndo foi inibida pelo captopril um inibidor classico da mesma
(CUSHMAN e ONDETTI, 1991; CAMARGO et al., 2012). Essa hipétese é fortalecida
pelo teste com EDTA (Figura 9 D), em razdo que o mesmo também n&o inibiu a
formac&o de Ang Il a partir de Ang I. E conhecido que a ECA possui uma molécula de
zinco no sitio catalitico essencial na clivagem dos substratos da enzima (CUSHMAN
e CHEUNG 1971; DAS e SOFFER, 1975). Mas o EDTA (Figura 9D) reduziu a
formacédo de Ang (1 -7) confirmando a suspeita da existéncia de endopeptidases do
tipo neprilisina e timete oligopeptidase presente no extrato do inseto. Essas enzimas
sdo integrante da familia das metaloproteinases (ICIMOTO et al, 2017; MEYER et al,
2009).

A figura 9 B mostra que a enzima presente no extrato bruto mostrou
sensibilidade inibitoria ao PMSF. A inibicdo de enzimas por efeito do PMSF lhe confere
a caracteristica de serino protease. O mecanismo catalitico que caracteriza essas
enzimas € a presenca de um residuo de serino, que corresponde a uma triade
catalitica (serina, histidina e acido aspartico). Essas enzimas estao envolvidas em
diversos processos biolégicos e correspondem a cerca de 95% das atividades de
proteinases em insetos (CHOUGULE et al., 2008; HEDSTROM, 2002). Enzimas
proteoliticas realizam papeis indispensaveis no desenvolvimento, crescimento e
funcao reprodutora no ciclo de vida dos insetos (TERRA e FERREIRA, 1994).

Um enorme numero de genes que codificam quimotripisina - similar foram
descobertos no genoma dos principais insetos da familia lepidépteros (ZHOU et, al.,
2016). Khajuria e colaboradores (2009), estudando genes, presentes no intestino da
larva Ostrinia nubilalis identificaram 52 genes relacionados a resisténcia a inseticidas

neste inseto, dos quais, 18 destes genes codificam proteases da familia da
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qguimotripisina - similar, demostrando que algumas enzimas presentes na fisiologia dos
insetos também estdo relacionadas ao mecanismo de resisténcia a inseticidas,
principalmente as enzimas da familia das serino proteases.

Liu e colaboradores (2016) clonaram e caracterizaram o gene BmSP36
proveniente de células intestinais do bicho — da seda B. mori. O BmSP36 possui a
triade catalitica Asp, His e Ser presente nas serino proteases. O estudo demostrou
um aumento na expressdo do gene BmSP36 quando ocorria um acréscimo na
concentracdo do horménio juvenil (JH) na hemolinfa do inseto, sugerindo que a
expressdo do gene BmSP36 em bicho — da — seda pode ser afetado pela
concentracdo do JH. O JH é um importante horménio de insetos responsavel
regulacdo de vias relacionadas ao desenvolvimento, reproducdo e metamorfose em
larvas de insetos (JINDRA et al., 2013; HIRUMA e KANEKO, 2013).

Além disso, Broehan e colaboradores (2010) estudaram uma familia de genes
codificadores de quimotripisina - similar peptidases no genoma de inseto T.
castaneum, descobriram 14 genes que codificam peptidases com especificidade para

a familia S1 visto comumente em enzimas quimotripisina — similar.

Figura 9 — Cromatograma obtido por HPLC para os produtos gerados via hidrélise de Ang | por extrato
proteico bruto do inseto T. castaneum e inibidores. A mistura de reacéo envolveu 40 pg proteinas, 30
pL de solugéo de Ang | 1mM, 140 pL de tampé&o Tris - HCI 50mM, pH 8.0. A reacéo foi incubada por
um periodo de 2h a 25°C. As reagbes foram interrompidas com 40 pyL de uma solucdo de &cido
trifluoracético 5% (TFA). A elui¢éo foi feita usando um gradiente de acetonitrilal10-32% com 0.1% TFA
em um coluna de HPLC fase reversa (C18, 0.45 x 15cm) com absorbancia a 215 nm; e os produtos
foram identificados com padrées. (A) rea¢édo sem inibidor, (B) reacdo com PMSF 1mM, (C) reacdo com
captopril 20uM, (D) reacdo com EDTA 1 mM, (E) reacdo com 2 —mercapto etanol 1mM, (F) reacdo com
DTT 1mM.
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A gquimase e elastase 2 sao quimotripisina - similar, enzimas da familia das

serino proteases que convertem Ang | em Ang Il em mamiferos (URATA et al, 1990;
SANTOS et al, 2003; BECARI et al, 2005, 2011). No entanto, em insetos até o
momento ndo ha relatos do isolamento destas enzimas.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho, foi purificado parcialmente por gel filtracdo (S — 100
sephacril) a enzima processadora de angiotensina presente no inseto T. castaneum,
gue se apresentou com duas bandas (SDS —PAGE) bem separadas na fracdo 13 e
aproximadas na fragao 15.

A enzima processadora de angiotensina presente no extrato bruto do inseto
T.castaneum ndo pode ser ECA pois ndo é inibida por captopril e, sim por PMSF
caracterizando a enzima na classe das serino proteases, possivelmente, uma
homologa da quimase ou elastase 2, presente em mamiferos. Ja que, ela também

hidrolisa Ang I em Ang Il, semelhante aos mamiferos.

O outro produto presente em grande concentracao foi Ang (1 — 7) que de acordo
com os resultados € derivado da Ang I, levando a conclusdo de que h&a enzimas na
fisiologia do inseto semelhante Timete oligopeptidase e neprilisina presente em
mamiferos. Este resultado € corroborado pelo ensaio de inibicdo com EDTA, ja que
h& uma diminuicdo na formacgdo de Ang (1 - 7) reforcando mais esta hipétese, pois

as enzimas acima citadas pertence a familia das metaloproteinases.
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