=

als

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS — UFAL
ESCOLA DE ENFERMAGEM E FARMACIA — ESENFAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

JOAO CARLOS DE GUSMAO CAVALCANTE JUNIOR

Purificagcao parcial e caracterizagao de uma TAG- lipase do gorgulho do milho
Sitophilus zeamais.

MACEIO/AL
2016



=

als

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS — UFAL
ESCOLA DE ENFERMAGEM E FARMACIA — ESENFAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

JOAO CARLOS DE GUSMAO CAVALCANTE JUNIOR

Purificagao parcial e caracterizacao de uma TAG- lipase do gorgulho do
milho Sitophilus zeamais.

MACEIO/AL
2016

Dissertagao de mestrado
apresentada ao programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade
Federal de Alagoas, como
requisito para obten¢do do grau
de mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientador: Professor Dr.
Luciano Aparecido Meireles
Grillo

Co orientador: Professor Dr.
Hugo Juarez Vieira Pereira.



Catalogac¢ao na fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Central
Bibliotecaria Responsavel: Janaina Xisto Barros Lima

C376p  Cavalcante Jtinior, Jodo Carlos de Gusméo.
Purificacéo parcial e caracterizagiio de uma TAG -lipase do gorgulho do
milho Sitophilus zeamais / Jodo Carlos de Gusmao Cavalcante Junior. —2016.
561 :il.

Orientador: Luciano Aparecido Meireles Grillo.
Dissertacdio (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Universidade Federal
de Alagoas. Escola de Enfermagem e Farmacia. Maceio, 2016.

Bibliografia: f, 43-56.

1. Milhos — Doencas € pragas. 2. Sitophilus zeamais. 3. Triacilglicerol -
Lipase. 4. Lipideos. L. Titulo.

CDU: 615.1




JOAO CARLOS DE GUSMAO CAVALCANTE JUNIOR

Purificagdo parcial e caracterizacdo de uma TAG-lipase do gorgulho do
milho Sitophilus zeamais.

Dissertacdo de mestrado apresentada ao Programa de Pos-graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alagoas, como
requisito parcial a obtengéo do grau de mestre, aprovada em 20 de Maio de
2016.

PROF. Dr. LUCIANO AP RECIDO MEIRELES GRILLO

r. HUGO JUAREZ VIEIRA PEREIRA
CO-ORIENTADOR

Banca examinadora:

Koo R Lo lon,

PROF. Dra. CAMILA BRAGA DORNELAS
1° EXAMINADOR (TITULAR INTERNO)

PROF. Dr. FRANCIS SOARES GOMES

2° EXAMINADOR (TITULAR EXTERNO - IQB)

PROF. Dr. TICIANO GOMES DO NASCIMENTO
1° SUPLENTE (INTERNO)



Dedico esse trabalho a minha
ESposa peta comPreewsﬁo e
apoto que we fol dado



AGRADECIMENTOS

Primeiro lugar agradecer a Jah a quem recorremos na hora do desespero e apegamos
com fé para que tudo dé€ certo. Agradego a minha familia que se dispus nesses periodos de
estudo, e que compreendam as auséncias em algumas ocasides, a minha esposa pela paciéncia
e minhas filhas pela inocéncia, mas que saibam que voc€s sdo prioridade na minha vida.
Agradecer a minha mae que sempre foi guerreira, e formou seus trés filhos com toda dificuldade
se esforcando o méximo para que chegassemos onde chegamos.

Agradeco com todo carinho a equipe de trabalho do laboratorio de bioquimica e
biologia molecular de insetos, que de maneira direta ou indireta fizeram com que esse trabalho
fosse realizado, aos colegas de bancada Camila, Mariana, Nadiane. Agradecer aos alunos de
iniciagdo cientifica Josiel, Tomaz pelos esfor¢o e grande ajuda nos momentos de aperto,
também agradeco ao Yann que durante um bom tempo foi aluno de iniciag¢do cientifica e
também contribuiu para realizacdo desse trabalho. Agradeco também aos parceiros do
laboratério TECnano, que contribuiram no desenvolvimento dessa pesquisa, ao professor
Euzébio Goulart e ao Cristian do Laboratorio de pesquisa em quimica de produtos naturais a
turma do Laboratdrio de Biotecnologia e Enzimologia, sob supervisao do professor Hugo, pela
parceria e apoio que foi dado ao longo desses anos de luta.

Um agradecimento todo especial a meu orientador e amigo Luciano Grillo que sempre
esteve presente nessa caminhada como um grande mentor, exercendo seu papel de orientador
como poucos, ¢ nunca abandonando seus orientandos que se esforcam em pro6 da ciéncia, e de
maneira simples e serena conduzindo sua equipe, se preocupando com o futuro de toda sua
equipe, “e vamos a luta”. Agradecer também a meu coorientador o professor Hugo Juarez, pelas
inimeras direcdes que me fez tomar com toda sua sapiéncia, e pela paciéncia que teve comigo
nesse periodo, nunca me negando ajuda e com as portas abertas quando precisava de sua
aptidao.

Agradecer também aos o6rgaos financiadores, FINEP, FAPEAL, CNPQ, CAPES e

UFAL que foram responsaveis pelo custeio da pesquisa.



Se wiio puder voar, corra,

Se whio puder correr, ande.

Se who puder andar, rasteje,
mas contlnue em fremte de
qualauer jeito,

Martin Luther King ),



RESUMO

Os triacilglicerois, incluidos na classe de lipideos neutros, sdo essenciais para manutengao da
vida na maioria dos vertebrados e invertebrados, uma vez que fazem parte da reserva energética
e servem de substratos para sintese de metabolitos secundarios. Nos insetos a mobilizagao e
digestao desta reserva energética ocorre pela acdo de triacilglicerol-lipase (TAG- lipase) que
disponibiliza esses lipideos sob a forma de diacilglicerol (DAG) e acidos graxos livres.
Substancias que interagem e sdo capazes de inibir enzimas essenciais para sobrevivéncia dos
insetos sdo uma alternativa promissora no controle de pragas. Sendo assim, este estudo tem
como objetivo purificar parcialmente e caracterizar TAG-lipases do inseto Sitophilus zeamais
a partir de seu extrato enzimatico como possiveis alvos para o desenvolvimento de novas formas
de controle. A purificagdo parcial da TAG-lipase foi realizada utilizando uma coluna de
interacdo hidrofobica, com injecdo de extrato enzimatico na qual quatro fragdes apresentaram
atividade lipasica. Em seguida as fragdes foram imobilizada por eletroforese SDS-PAGE 10%
e confirmada por zimograma. A lipase apresentou uma massa molecular de aproximadamente
50 KDa. Em seguida as quatro amostras foram unidas e foi feita a caracterizacao da lipase. Foi
mostrado que a atividade lipasica apresenta crescente com o aumento da concentragdo de
proteinas, também foi exposto que a forga idnica nao foi capaz de inibir a atividade lipasica, e
que o pH ideal da lipase parcialmente purificada foi de 8,5. Por fim a lipase foi parcialmente
inibida com uso de inibidor PMSF, mostrando que a enzima isolada tem caracteristica de

serinoprotease no sitio ativo.

Palavras chave: Sitophilus zeamais, Lipideos e Triacilglicerol- Lipase.



ABSTRACT

The triacylglycerols, in class of neutral lipids, are essential to maintenance of life in most
vertebrates and invertebrates, since part of the energy reserve and serve as substrates for the
synthesis of secondary metabolites. Insects mobilization and digestion of this energy reserve is
the action of triacylglycerol lipase (TAG- lipase) that provides these lipids in the form of
diacylglycerol (DAG) and free fatty acids. Substances that interact and are able to inhibit
enzymes essential to survival of insects are a promising alternative for the control of pests.
Thus, this study aims to purify and characterize partially-TAG lipases of Sitophilus zeamais
insect from its enzymatic extract as possible targets for the development of new forms of
control. Partial purification of TAG-lipase was performed using a hydrophobic interaction
column with enzymatic extract injection in which four fractions showed lipase activity. Then
the fractions were immobilized by SDS-PAGE and confirmed by zymography. A lipase with a
molecular mass of approximately 50 kDa. Then the four samples were bonded was taken and
characterization of the lipase. It was shown that has lipase activity increasing with increasing
concentration of protein, was also exposed to the ionic strength was able to inhibit the lipase
activity, and that the optimum pH of the partially purified lipase was 8.5. Finally the lipase used
was partially inhibited with PMSF inhibitor, showing that the isolated enzyme is serine protease

characteristic of the active site.

Keywords: Sitophilus zeamais, fatty acids and Triacilglicerol- Lipase.
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1 INTRODUCAO

A capacidade agraria brasileira no que se refere a produgdo de grdos ainda é pouco
explorada, contudo a cultura do milho ¢ uma das mais distribuidas, uma vez que facilmente
adapta-se aos mais variados ecossistemas. Estimasse que cerca 12 milhdes de hectares da
cultura seja plantada no pais, com uma produ¢do aproximada em torno de 40 milhdes de
toneladas por ano. Logo, a qualidade das sementes dependera de um controle eficiente de pragas
durante a armazenagem desses graos e, em geral, pragas de armazenamento atacam graos e
sementes integras vindas do campo destruindo sua massa germinativa ¢ reduzindo seu valor
econdmico e nutricional (LORINI, 2003; SANTOS, 2006; LORINI et al, 2010).

O gorgulho do milho (Sitophilus zeamais) ¢ uma das principais pragas de graos e
cereais. Contaminam a producdo muitas vezes ainda no campo, logo apds a colheita, e sdo
levados para silos de armazenagem comprometendo a qualidade dos graos afetados e
devastando toda producdao (PIMENTEL et al, 2011).

O S. zeamais tem um ciclo de desenvolvimento que dura em média 36 dias (27 + 1°C,
69 + 3% umidade relativa). Uma tnica fémea do S. zeamais € capaz de ovipor entre 150 e 300
ovos, no interior dos graos, durante toda vida. Apds o periodo de incubacdo ocorre a eclosdo
dos ovos, dando origem as larvas que t€ém um ciclo de quatro instares todos ocorrendo dentro
do grao ao fim do quarto instar, assume uma forma de pré pupa até assumir forma de pupa, que
em seguida tornam-se adultos e permanecem no grao por alguns dias para amadurecerem e
endurecerem a cuticula. Um pé fino ¢ formado decorrente dos danos causados na massa
germinativa, misturada com excrementos do inseto, diminuindo o seu valor econdmico e
nutricional levando a perda parcial ou total da produ¢ao (SHARIFI e MILLS, 1971;
LONGSTAFF, 1981; HALSTEAD, 1986; PEREIRA & SALVADORI, 2006; SULEIMAN et
al., 2015).

A qualidade dos graos armazenados aflige os produtores, uma vez que o S. zeamais ¢
uma das maiores pragas dentro da cultura de graos especialmente em climas tropicais. O
controle da praga hoje ¢ feito basicamente com uso de defensivos agricolas e fumigacdo com
fosfina, que, quando manejado de forma inadequada, pode levar a selegdo dos insetos mais
resistentes ao veneno e ainda causar graves danos a saude e ao ecossistema (PAES et al. 2012).

Uma das inquietacdes de oOrgdos governamentais e entidades ambientais ¢ como
controlar o uso indiscriminado de agrotéxicos, a fim de evitar uma possivel contaminagdo do

solo, alimentos, leng¢ois freaticos, mananciais e agricultores que manuseiam esses defensivos.
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Por isso a busca de alternativas para o combate a pragas vem chamando a atengdo (CARLI,
20006).

A investigacao da biologia de pragas segue como uma das alternativas para o controle
através do estudo de seu metabolismo. Substancias que interagem e s3o capazes de inibir
enzimas essenciais para sobrevivéncia do inseto sdo uma alternativa promissora no controle de
pragas. Alteragdes no processo metabodlico leva a um desequilibrio fisioldgico nos insetos,
levando-o a morte (SANTANA, 2014). Desta forma, conhecer mais sobre o metabolismo
energético de S. zeamais pode constituir em um novo alvo para controle da praga. Como sao
exiguas informagdes a respeito do seu metabolismo lipidico, este estudo traz como objetivo
purificar parcialmente e caracterizar TAG- lipases como possiveis alvos para o

desenvolvimento de novas formas de controle da praga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Ordem Coleodptera

Coleoptera ¢ a mais diversificada ordem da qual se tem conhecimento, dentre todas da
classe Insecta. Ela compreende mais de 300 mil espécies descritas abrangendo fartamente
diversos nichos ecologicos (WOODCOCK et al., 2013).

Apresentam tamanho variado entre as espécies, com exemplares com menos de Imm
de comprimento até aqueles que medem cerca de 200mm. Apresentam uma dieta variada,
todavia espécies fitofagas predominam, ndo se conhecendo ainda nenhum representante
hematéfago nesta ordem. Sua grande maioria ¢ de interesse agricola onde parte das espécies
sdo consideradas praga agricolas, devastando plantacdes. Por outro lado, existem diversas
espécies que sdo predadores e uteis no combate a outras pragas agricolas.

De todas as familias pertencentes a ordem Coleodptera, a mais populosa ¢ a familia
Curculionidae apresentando cerca de 50.000 espécies relatadas Sao popularmente conhecidas
como gorgulhos em geral sdo pragas primarias, ou seja, atacam graos e sementes integros,
porém, dentre as espécies de coleopteros, somente a familia Sitophilus tem importancia no que
se refere a praga de armazenamento (LONGSTAFF, 1981; REFAEL et al., 2012).

A compreensdo de fatores ecologicos que interfiram na evolucdo dessas pragas ¢ de
grande importancia para que se aplique medidas de controle com baixo impacto ao meio
ambiente. Estudos com coleopteros com finalidade de conhecer seus aspectos metabdlicos vém
sendo desenvolvidos para descobrir novas maneiras eficazes no controle dessas pragas. Um
exemplo que pode ser tomado é o do Tribolium castaneum (besouro castanho) que apresenta
um mecanismo bioldgico bem definido e tem sido usado como segunda escolha como modelo
experimental, atrds da Drosophila melanogaster (mosca da fruta) (FANCELLI, 2004; DONITZ
et al., 2013).

2.2 Sitophilus zeamais

Uma das grandes dificuldades na armazenagem em silos e galpdes ¢ a infestagdo por
espécies de pragas primarias que acometem a produgao, depreciando a qualidade e a quantidade
dos grdos e sementes, além de comprometer seu valor nutricional (Figura 1A). O S. zeamais
(Figura 1B) pertence a ordem Coledptera, da familia Curculionidae, popularmente conhecido
como gorgulho do milho. E uma das pragas de armazenamento mais destrutivas, principalmente

em paises de clima tropical, sendo conhecidos por perfurar o grao para ovipor e apos a eclosao
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suas larvas e pupas alimentam-se da massa do grio, diminuindo seu peso, causando perdas
significativas tanto econdomica como nutricional (ADANE et al., 1996; NOOMHORM et al.,
2013; SULEIMAN et al, 2015).

Figura— 1. Graos contaminados por insetos do género Sitophilus (A) e inseto

Sitophilus zeamais (B).

Fonte: AUTOR, 2015.

O S. zeamais sao holometabolos, uma vez que passam por um processo de
metamorfose completa, com mudancas fisicas radicais, passando do estado de larva para pupa
e inseto adulto. A fémea, ap6s a postura de seus ovos, fecha as cavidades com um muco seroso
produzido pela sua saliva. O ciclo completo de ovos até inseto adulto dura em torno de 36 dias
até a saida do inseto do grao (Figura 2). Seus ovos sdo delicados e apresentam uma coloracao
esbranquicada medindo em torno de 0,76 x 0,27 mm. A eclosdo se da 6 dias apos a oviposi¢cao
em uma temperatura de 25 °C. As fémeas continuam ovipondo durante toda sua vida e nesse
intervalo uma fémea pode por entre 150 e 300 ovos. Apos a eclosdo inicia-se a fase de larva
que dura em média 25 dias. As larvas sdo amarelo-esbranquicadas com cabeca marrom escura,
apodas, curculiformes medindo de 1,0- 2,0 mm e passam por 4 instares durante sua
metamorfose. A seguir passa por um estdgio de pré pupa com formagdo de patas até o
amadurecimento completo formando o inseto adulto. E importante ressaltar que o inseto
permanece no grao alguns dias até endurecimento de sua cuticula. Os insetos adultos medem

entre 2,0- 3,5 mm de comprimento, apresentam coloragdo castanha avermelhada bem definida
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nos ¢litros, tem cabega projetada para frente com rosto afilado em forma de tromba (LECATO
& FLAHERTY, 1974; LONGSTAFF, 1981; PEREIRA e SALVADORI, 2006; BLACKISTON
et al., 2008; ANTUNES e DIONELLO, 2010).

Figura- 2. Ciclo biologico do Sitophilus zeamais.
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Fonte: Autor 2015.

2.3 Metabolismo de lipideos em insetos

A maioria dos insetos produzem uma enorme quantidade de ovos a cada ciclo de postura.
Para que haja o desenvolvimento de ovdcitos sao necessarias grandes quantidades de reservas
energéticas, como carboidratos, lipideos e proteinas, que serdo tteis durante o desenvolvimento
embrionario dos insetos (ARRESE ¢ SOULAGES, 2010; ATELLA et al., 2012).

Os lipideos sao macromoléculas essenciais para diversas formas de vida, uma vez que sao
responsaveis pela homeostase energética. Nos insetos, assim como na maioria dos vertebrados,
os lipideos sdo a principal forma de armazenamento energético, ¢ o componente de membranas
mais abundante e ainda serve como material de partida para sintese de metabolitos secundarios
tais como esteroides, hormonios e feromonios. De maneira geral existem limitagdes biologicas
na utilizagdo dessa forma energética. O sucesso evolutivo dos insetos se deu gragas a sua
capacidade de armazenar lipideos para uso posterior, mobiliza-los para manutengdo do
crescimento, reprodu¢do, voo ou metabolismo celular (CAREY et al., 1983; GRILLO, 2005;
HORNE et al., 2009; JOHNSON et al., 2014).
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Apesar das semelhangas no metabolismo lipidico entre insetos e vertebrados, os
processos evolutivos em milhdes de anos levaram ao desenvolvimento de particularidades na
mobilizagao, transporte e reaproveitamento de lipideos pelos insetos, e esses desvios continuam
sendo enigmaticos, acredita-se que sdo formas de adaptagdo ao meio, porém eficacia dessas
adaptacdes e seu funcionamento sdo inestimaveis (BEENAKKER et al., 1985).

A quantidade de lipideo pode variar em cada classe de inseto, isso dependera entre
varios fatores, dente eles condi¢cdes ambientais, fase de desenvolvimento, estado nutricional,
tempo de voo migratorio e temperatura ambiental. Muitas variedades de lipideos sdo formadas
com a adicao de diferentes acidos graxos e insaturagdes, levando a formagao de novos lipideos.
Como essa gama de variagdes lipidicas ocorre no organismo dos insetos, e de que maneira
fatores externos podem influenciar sem que ocorra modificagdes na homeostase lipidica ainda
¢ indeterminado, porém grandes esforcos estao sendo langados a fim de melhorar estudos acerca
do metabolismo lipidico em insetos (BEENAKKER et al., 1985; SHEVCHENKO e SIMONS
et al., 2010; TZOMPA-SOSA et al., 2014; LAIANO et al, 2015).

Em experimentos realizados por Gilby (1965) foi realizada a extrag@o de lipideos com
uso de solventes organicos de insetos inteiros ou ceras produzidas por eles. O autor mostrou
que a composic¢ao lipidica do substrato € constituida de varias classes de lipideos, tais como os
fosfolipidios, glicolipideos, estordis e triacilglicerol (TAG). Apesar da grande variedade de
lipideos presentes no extrato, cerca de 80% dele esta sob a forma de TAG, e 4cidos graxos livres
causados pela hidrolise dos glicer6is, embora possam ocorrer variagdes entre as espécies, a
elevada a quantidade de TAG ¢ mantida.

Insetos, assim como a maioria dos animais, armazenam grandes quantidades de
energia na forma de TAG (ARRESE e SOULAGES, 2010; SOULAGES et al., 2015). O
principal 6rgdo de armazenamento de lipideos em insetos € o corpo gorduroso. Ele ¢ formado
por agregados celulares que se espalham pelo corpo do inseto, e estd intimamente ligado ao
intestino dos insetos, o que facilita a absor¢ao de nutrientes da dieta. O corpo gorduroso tem
funcdo metabolica equivalente ao figado e tecido adiposo em vertebrados, ja que ele ndo se
restringe apenas a estocar lipideos e carboidratos, mas também ¢ responsavel por uma série de
reagoes metabolicas intermediarias, fornecimento de proteinas e metabolitos (GILBERT e
CHINO, 1971; BEENAKKERS et al., 1985; CANAVOSO et al.,, 2001; ARRESE e
SOULAGES, 2010).

Kawooya e Law (1988) mostraram que em ovos de M. sexta mais de metade dos
lipideos estava sob a forma de TAG, em ovo H. cecropia cerca de 60% dos lipideos eram

armazenados principalmente sob a forma de TAG com discretas goticulas lipidica em seu
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interior ¢ os 40% restantes constituiam lipideos associados a lipoproteinas, mostrando que
assim como no corpo gorduroso, os ovarios podem armazenar lipideos e predominando o TAG,
possivelmente esses lipideos sdo incorporados a partir da hemolinfa.

Até o momento, dois modelos acerca da mobilizacao de lipideos da dieta em insetos
foram propostos:

v' O primeiro mostra a completa hidrolise de TAG a acidos graxos e glicerol. Os
experimentos foram realizados marcando radioativamente a dieta do inseto e
posteriormente observou-se o produto final da hidrolise (WEINTRAUB e TIETZ,
1973).

v" O segundo propde que a hidrolise de TAG gera monoacilglicerdis e cidos graxos.
Esse modelo foi sugerido apds experimentos realizados com TAG marcado
radioativamente encubado com homogenato de intestino médio de barata americana
(Periplaneta americana) apds a andlise do produto da lipolise (HOFFMAN e
DOWNER, 1979).

Canavoso ¢ Wells (2000) em experimentos com insetos de diversas ordens usando
trioleina marcada radioativamente, demonstraram que, apds serem digeridos no limen
intestinal, os lipidios eram rapidamente absorvidos na forma de diacilglicerol (DAG) pelo
enterocitos. A formagao desses DAG’s ocorreu, possivelmente, pela acilagdo de moléculas de
2-monoacilglicerol (MAG) ou ainda através da glicerol 3-fosfato formando DAG pela via do
acido fosfatidico usando como substrato acidos graxos provenientes da hidrolise de TAG
(CANAVOSO e WELLS, 2000; GRILLO, 2005).

Os resultados sugerem que acidos graxos provenientes da hidrolise de TAG, da dieta
dos insetos, independentemente da via seguida, sdo inicialmente convertidos em TAG pelo
inseto, que entdo serd convertido em DAG e liberado constantemente para serem entdo

transportados pela lipoforina para hemolinfa (Figura 3).
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Figura- 3. Dinamica metabolica do processo digestivo de lipideos da dieta em insetos.
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Fonte: MAJEROWICZ, 2009.

2.3.1 TAG- lipase

Pesquisas com enzimas capazes de degradar lipideos datam de mais de cem anos, logo,
estudos sobre essas enzimas lipoliticas como lipases, esterases e fosfolipases tomaram impulso.
Lipases sdo enzimas versateis, capazes de interagir com uma gama de substratos e apresentam-
se estaveis frente a solventes organicos (MACCABE e POLAINA, 2007). O TAG ¢ a principal
fonte lipidica e energética para o metabolismo em todos os animais. Durante a metamorfose o
inseto acumula lipideos para que a demanda energética seja suprida principalmente na fase de
pupa. Sao armazenados sob formas de goticulas de lipideos e fosfolipideos, ficam retidos no
citoplasma das células do corpo gorduroso revestidos por proteinas. Vdarias destas proteinas
estdo envolvidas na regulacdo e mobilizacio de TAG. Das proteinas envolvidas no
metabolismo lipidico a TAG- lipase € a principal catalisadora de TAG oriundo da dieta e
acumulado em goticulas de gordura (HORNE et al., 2009; ARRESE et al., 2010a; WU et al.,
2014).

Na maioria dos seres vivos as lipases podem ser classificadas em seis familias: as

lipases neutras, lipases acidas, lipases 2, lipases 3, GDSL e lipases sensiveis a hormdnios
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(HOLMQUIST, 2000; HORNE et al., 2009). Diferentes lipases entre varias espécies possuem
em comum uma sequéncia altamente conservada de aminoacido que caracteriza sua estrutura
de genes, em particular no sitio ativo de ligagdo enzima- substrato, o pentapeptidio (Gly-X-Ser-
X-Gly), sendo X qualquer aminoacido. Outros residuos conservados em lipases sdo as triades
cataliticas de Ser-Asp-His presentes no sitio ativo de lipases (HIDE et al., 1992; BRAVO-
RUIZ, et al., 2013).

Lipases neutras, também conhecidas como triacilglicerol hidrolases (EC 3.1.1.3) por
clivarem ligagdes de éster carboxilo em triacilglicerol, estao registradas no Protein Data Bank
(PDB), porém elas também sdo capazes, em algumas situagdes, de clivar fosfolipideos
(HORNE et al., 2009). Tém papel fundamental na mobilizacdo energética em insetos, agindo
sob processos fisiologicos basicos, tais como: reprodugdo, crescimento, producdo e liberagao
de feromodnios sexuais (CANAVOSO et al., 2001; HORNE et al., 2009; SANTANA, 2014).
Nos insetos € no intestino onde ocorre a agdo das enzimas digestivas responsaveis por hidrolisar
substratos originarios da dieta e a atividade de enzimas tais como fosfolipases. A TAG- lipase
e a colesterol esterase sdo intensas no intestino médio garantindo a sobrevivéncia das espécies
(GRILLO et al., 2007, CHRISTELLER et al., 2011).

A TAG- lipase atua na interface lipidica de substratos emulsificados. Esta lipase tem
preferéncia por hidrolisar 4cidos graxos insaturados na posi¢do 1 e 3 das moléculas de TAG
(Figura 4) e ¢ ativada por ions Ca®", semelhante ao que ocorre em mamiferos (GRILLO et al.,

2007).

Figura- 4. Mecanismo de a¢do do TAG- lipase

? 0
)(L HzC/ Y )L )k CH;OH
R 0——C-H LL 0——(-—H ;L» o——c—-H
. /u\ Lipase . Lipase i on
ch\o - 2 2
Triacilglicerol Diacilglicerol Monoacilglicerol

Fonte: STRYER et al., 2014.

Lipases neutras tém a capacidade de hidrolisar TAG, DAG, MAG e ainda fosfolipideos
na posi¢do sn-1 (DEREWENDA, 1994). Nos mamiferos, existem varias lipases com fungdes

bem definidas. As lipases pancreatica e gastrica sao formas acidas que hidrolisam lipideos
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provenientes da dieta no [imen intestinal, o produto dessa degradagdo ¢ a formagdo de MAG e
acidos graxos livres que sao rapidamente absorvidos pelas células intestinais. As lipoproteinas
lipases, que fazem parte das lipases neutras, desempenham uma fun¢ao de hidrolise de TAG,
VLDL e quilomicrons, e sao consideradas uma enzima fundamental no tecido periférico. Estao
presentes na superficie de capilares sanguineos, tecido adiposo, musculos ¢ na glandula
mamaria no periodo de lactacdo (GRILLO, 2005; CHRISTIE, 2014).

Em estudos realizados por Horne et al. (2009), foi realizada andlise gendmica
funcional entre as espécies de holometabolos Anopheles gambiae, Drosophila melanogaster,
Apis mellifera, Bombyx mori e Tribolium castaneum e confrontado o nimero de lipases
expressas entre as seis familias de lipases. Os pesquisadores observaram que entre os insetos
pesquisados ndo foram encontrados nenhuma lipase tipo 2, poucas lipases tipo 3, GDSL e
sensivel a hormonio. Por outro lado, as lipases dcidas e neutras foram expressas em quantidades
muito superiores comparadas com as outras lipases entre os holometabolos de sua pesquisa.

Outro dado relevante destes estudos realizados por Horne et al. (2009) é que foi
verificado que muitas das lipases 4cidas e neutras ndo apresentavam a triade catalitica, o que
provavelmente pode explicar uma auséncia da atividade lipolitica, e que essas proteinas
apresentam outras fungdes fisioldgicas em holometibolos tais como transporte e
armazenamento de lipideos durante a fase de desenvolvimento. Eles também observaram
diferencas estruturais entre as lipases neutras dos holometabolos e lipases neutras em mamiferos
pelas analises de expressao e filogenética. No entanto ha uma escassez de dados enzimologicos
em insetos, € ndo existem dados sobre a especificidade de substratos, nem preferéncia estéreo

especifica ou cinética nas diversas familias de lipases em insetos.

2.4 Importancia do estudo da biologia de insetos

Em razdo das poucas informacdes a respeito da biologia e metabolismo dos insetos, o
controle de diversas pragas em pequenas plantacdes € realizado de forma precéria e ineficaz,
na maioria das vezes. O controle ineficaz de pragas e o aumento da resisténcia das pragas a
inseticidas agricolas tém levado a um maior interesse dos pesquisadores em desenvolver
bioinseticidas que tragam maior custo-beneficio e que sejam eficazes no controle, além de
serem biocompativeis. Dessa forma, o nimero de estudos sobre a biologia dos insetos e
principalmente sobre o sistema digestivo e suas enzimas tem aumentado nas ultimas décadas,

com o proposito de identificar novos alvos potenciais para controle. Esses meios de controle de
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pragas de insetos baseados em sua biologia sdo também chamados de meios de controle
biorracionais (SILVA et al., 2012).

Atualmente, algumas técnicas tentam desenvolver um controle de pragas baseado na
inibi¢do seletiva de enzimas do inseto, provocando efeitos prejudiciais no crescimento das
larvas, por evitarem a digestdo e assimilacdo de nutrientes, causando retardo do
desenvolvimento e consequente morte (ALARCON et al., 2002). E conhecido que as proprias
plantas possuem mecanismos de defesa contra fitofagos baseados na inibicao de proteases do
inseto-praga (RYAN, 1981).

O motivo para o sistema digestivo de insetos ser o grande foco das pesquisas ¢ a sua
potencialidade como alvo para controle. As funcdes digestivas representam um modelo
riquissimo de informagdes sobre seu metabolismo, ja que os insetos fornecem excelente modelo
para estudar enzimas digestivas, especialmente porque existem espécies adaptadas a quase
todos os tipos de clima e habitos alimentares variados (BEDIKOU et al., 2010).

Com os avangos das técnicas de protedmica, gendmica e metaboldmica, motivadas
pelo niumero crescente de genomas completos de plantas e insetos, hd uma grande expectativa
de que mais detalhes sejam revelados sobre a fisiologia da digestdo em insetos, favorecendo
novas perspectivas para técnicas de controle (SILVA et al., 2012).

O epitélio intestinal ¢ a maior interface entre um inseto € o meio ambiente. Neste
conceito, ¢ razoavel se pensar que a interferéncia no processo digestivo dos insetos deva
culminar em comprometimento da sua sobrevivéncia. Hoje, a procura por novos métodos de
controle, que agem através do intestino, vem crescendo. Estratégias baseadas em biomoléculas
(inibidores de enzimas, lectinas, quitinases, etc.) ja vém sendo testadas. Porém, antes de se
pensar em métodos de controle, tem-se que, primeiramente, ter um conhecimento sélido sobre
a fisiologia do inseto a ser combatido. Assim, estudos sobre morfologia e processos digestivos

se tornam essenciais.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Purificar e caracterizar uma TAG- lipase no inseto Sitophilus zeamais.

3.2 Objetivos especificos

Obtencao de extrato enzimatico do S. zeamais;

Purificar uma TAG- lipase através de processos cromatograficos;

Caracterizar a TAG- lipase quanto ao perfil proteico por SDS-PAGE e zimografia;
Avaliar atividade lipasica com o substrato MUF- butirato;

Avaliar curva de concentragdo sobre a atividade lipésica;

Avaliar o efeito do (a): forca i6nica, pH e PMSF sobre a atividade lipasica.

26
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4 METODOLOGIA

4.1 Insetos
Os insetos (S. zeamais) foram obtidos de uma colonia mantida no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Alagoas. Foram mantidos a uma
temperatura de 27 + 1 °C e umidade relativa de 70 + 5%, alimentando-se com griaos de milho

como descrito por SHARIFI e MILLS, 1971 e ANTUNES et al., 2011.

4.2 Purificagdo e caracterizacao enzimatica
A purificagdo e caracterizacao enzimatica do extrato bruto do S. zeamais foi realizada

seguindo o fluxograma 1 apresentado abaixo.

Fluxograma- 1. Percursos seguidos no trabalho para purificagdo e caracterizagao da

TAG- lipase.
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Fonte: Autor 2015.

4.2.1 Preparo do extrato enzimatico

Para o preparo do extrato foram utilizados aproximadamente 1000 insetos adultos

machos e fémeas, que foram imobilizados sob refrigeracao, em seguida foi adicionado 6 mL de
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tampao Tris HCI 50mM pH 8,0 os insetos foram triturados em um homogenizador de Potter-
Elvehjem com pistilo de vidro, mantendo sempre em banho de gelo. Em seguida foi sonicado
por 10 minutos em banho no sonicador (Ultra Cleaner 700, Unique®, Sdo Paulo, Brasil). Logo
apds o homogenato foi centrifugado a 6000 G por 15 minutos numa temperatura de 4 °C, em
ultra- centrifuga (HITACHI micro ultracentrifuge CS150NX). A gordura flutuante foi removida
e o sobrenadante transferido para tubos tipo eppendorf e mantidos refrigerados para uso

posterior (Adaptado de BRABCOVA et al., 2013).

4.2.2 Dosagem de proteinas

Os niveis de proteinas soluveis do extrato enzimdtico dos tecidos dos insetos foram
mensurados pela metodologia de Bradford (1976), através de espectrofotometria em um

comprimento de onda de 595 nm, empregando albumina do soro bovino como padrao.

4.2.3 Atividade de TAG- Lipase

A atividade enzimatica foi realizada utilizando o substrato butirato de 4-
metilumbeliferila (MUF-butirato), fabricado pela Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA) como
descrito por Prim et al. (2003). Um esbouco da degradacdo do substrato em reacdo com a
enzima ¢ mostrada na figura 5. Na reacdo, ¢ formada metil-umbeliferona (fluorogénico) como
produto de degradacdo que ¢ um indicio de reacao enzimatica. No preparo do reagente de
trabalho, o substrato foi solubilizado em monometiléter etilenoglicol, fabricado pela Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, EUA), na concentragio de 25 mmol.L!. O substrato acima solubilizado
foi diluido em tampao Tris- HCI (50mM.L-!, pH 8,0), numa concentra¢io de 100 umol.L".

Em cada poco da microplaca onde ocorreu a reagdo, foi adicionado 30 pL de amostra
contendo enzimas, 20 pL de Tris- HC1 50mM, pH 8,0 e 150 pL substrato pronto para uso. Em
seguida a microplaca foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Terminada a
incubagado, a leitura foi realizada em fluorescéncia no leitor de microplacas (FlexStation 3
Molecular divices), com excitagdo em 340 nm e emissao de 450nm. Os valores foram dados

em unidades relativas de fluorescéncia (URF), que posteriormente foi convertido em unidades.
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Figura- 5. Reagdo de hidrolise do substrato com uma enzima lipase onde hd como

produto a formagao de fluorogénico (MUF) e acido butirico.
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Fonte: (SANTOS, 2005).

4.2.4 Purificacdo por cromatografia de interagdo hidrofébica

O método para purificacdo da TAG- lipase do S. zeamais foi realizado em um sistema
de cromatografia liquida FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography- AKTA pure 150
Protein Purification System). A coluna utilizada foi Phenyl Sepharose 6 Fast Flow com volume
de 20 mL. Inicialmente a coluna foi lavada com agua de miliQ. O sobrenadante da amostra
(5mL) e aplicados na coluna previamente equilibrada com tampao Tris HCl 50mM pH 8,0
(tampao A), nestas condig¢des ha a adsor¢ao das proteinas ao suporte hidrofébico, em seguida
foi realizada a dessor¢do com o gradiente decrescente de uma solucao hidroalcoolica contendo
etanol 50% (solucdo B). A corrida durou aproximadamente 4,5 horas e foram coletadas fragdes

de 4 mL.

4.2.5 Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese de proteinas com poliacrilamida foi realizada de acordo com Laemmli
(1970). O extrato bruto e as fragdes que apresentaram atividade lipasica foram diluidos em
tampao de amostra que continha: 1,25 mL Tris- HC1 0,5 M pH 6,8; 10 % (m/v) de SDS, 10 %
(v/v) de glicerol, 5 % (v/v) de 2-mercaptoetanol e 0,005 % (m/v) de azul de bromofenol e 10
mL de 4gua deionizada. O gel foi preparado a 10% (m/v) de poliacrilamida. As amostras
preparadas para o SDS-PAGE foram inativadas com aquecimento a 90 °C por 5 minutos. Foi

utilizado um marcador de massa molecular (Promega Corporation USA) que continha padrdes
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de proteinas que variavam de (10- 225 KDa). As amostras foram reveladas nitrato de prata

Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

4.2.6 Zimograma

Para zimografia foi utilizado um gel de poliacrilamida em condig¢des nativa, ou seja, o
gel ndo continha os agentes desnaturantes, dodecil sulfato de sddio (SDS) e beta mercaptanol,
e as amostras nao foram fervidas antes de injeta-las na eletroforese. Apds o término da
eletroforese, o gel foi retirado e lavado por 30 minutos em solugdo que continha Triton X-100
em uma concentragdo de 2,5 % (v/v) diluido em tampao Tris- HCI 50 mM, pH 8,0, como
proposto por Diaz et al. (1999). Em seguida foi imerso no mesmo tampao Tris- HCI 50 mM,
pH 8,0 por 5 minutos, e por fim, colocado para revelar em substrato de MUF- butirato por 15

minutos para captura da imagem no transiluminador (gel logic 200 imaging system kodak).

4.2.7 Curva de concentragdo de TAG- lipase

A avaliagao de TAG- lipase foi realizada em fun¢do da variagdo na quantidade de
enzima adicionada [3, 6,9, 12, 15, 18] ng. As analises foram realizadas conforme o item 4.2.3.

usando fra¢des proteicas apds a cromatografia.

4.2.8 Efeito da forga ionica sobre a atividade lipasica

O comportamento da TAG- lipase frente aos efeitos da forga idnica foi analisado
acrescentando concentragdes progressivas [ 0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0] M de cloreto de sodio
(NaCl) (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil), que foi adicionado a mistura de reaciio e analisado

conforme o item 4.2.3, apds a purificagao.

4.2.9 Efeito do pH sobre a atividade lipasica

A atividade enzimatica foi medida em diferentes valores de pH. Foram utilizados
tampao acetato de sodio 1 M em pH de 5,5 a 6,5; tampao Tris-HCI 1M em pH de 7,0 a 9,0. O
pH das solucdes tampao foram ajustados com acido acético e acido cloridrico, respectivamente,
em pHmetro (HANNA® instruments Roménia) devidamente calibrado. As andlises foram

realizadas conforme o item 4.2.3, apos a purificagdo.
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4.2.10  Efeito do fluoreto fenilmetanosulfonil (PMSF) sobre a atividade lipasica

Os efeitos do PMSF (Sigma Aldrich®, St. Louis, EUA) na atividade de TAG- lipase
foram avaliados usando concentragdes progressivas [0; 2,5; 3,5; 5,0] mM da substancia, que foi

adicionada a mistura de reagao e analisados conforme o item 4.2.3, ap0s a purificagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O extrato proteico foi aplicado na coluna de interacao hidrofobica e ao fim da corrida
foram coletados 77 tubos de amostras. O perfil cromatografico correspondente as amostras

parcialmente purificadas do extrato enzimatico estdao representadas na Figura 6.

Figura 6 Cromatografia (Fenil Sepharose) x (proteina 280 nm) perfil de eluigcdo
enzimatica (em roxo). Atividade de lipase em Unidades (em preto). E gradiente
alcoolico decrescente (em azul). A coluna foi previamente equilibrada com tampao
(A) 50mM Tris HCI pH 8,0. Para dessor¢ao das proteinas aderidas a coluna foi usado

uma solucdo hidro alcoolica de etanol a 50% (B). Foram coletados 4 mL em cada

fracdo.
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Fonte: AUTOR, 2015.

As fragdes 5, 6, 7 e 8 apresentaram atividade elevada frente ao substrato MUF butirato
em uma faixa de baixa quantidade de proteinas. A purificagao parcial foi realizada utilizando
somente uma coluna de interacao hidrofobica, e a amostra nao passou por fracionamento salino.
O numero de etapas empregados na estratégia de purificacdo de proteinas dependerd da

purificacdo desejada e a empregabilidade do produto final adquirido. Em cada processo de



33

purificagdo ha uma perda de atividade da enzima, logo, para se ter um bom rendimento ¢é
desejavel o menor numero possivel de etapas (LIMA et al., 2010).

As fragdes parcialmente purificadas foram unidas e concentradas para os ensaios
posteriores. Essas amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida em condig¢des
desnaturantes (SDS-PAGE) e apresentaram uma massa molar numa regido aproximada de 50
KDa (Figura 7A). A fim de confirmar a capacidade hidrolitica destas fragdes foi realizado teste
de atividade lipasica em gel de poliacrilamida em condi¢des nativas utilizando MUF butirato
como substrato (zimograma), este experimento mostrou que as fragdes coletadas tém alta
atividade de hidrolise deste substrato (Figura 7B), o que refor¢a os dados cromatograficos

apresentados acima.

Figura- 7. Eletroforese SDS- PAGE a 10% (A), e Zimograma (B) de uma TAG- lipase
parcialmente purificada a partir do inseto Sitophilus zeamais. 1: marcador de massa
molecular; 2: extrato bruto; 3: enzimas parcialmente purificadas correspondente aos
tubos de amostras 5-8 reunidos; 4: zimografia do extrato bruto; 5: zimografia das
amostras 5-8 reunidas. A eletroforese ocorreu a uma voltagem constante (110 mV). O

SDS-PAGE reveladas nitrato de prata e o zimograma revelado com MUF- butirato.
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Fonte: AUTOR, 2015.
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A purificacdo do extrato proteico em suportes de interacdo hidrofobica tem se
mostrado um eficiente método na purificacio TAG- lipase, varios autores vém reportando a
utilizacao dessa ferramenta na purificacao da proteina em questao. Em experimentos realizados
por Brabcova et al. (2013), a purificagdo do extrato proteico da glandula labial de Bombus
terrestres foi realizada com auxilio de um suporte de interacao hidrofébica Octil agarose em
um Unico passo cromatografico. Outro experimento de purificagdo e caracterizacdo de uma
TAG- lipase onde a fonte de enzimas foi o extrato de Litopenaeus vannamei foi utilizado um
suporte de interagdo hidrofobica também com um Unico passo onde autor foi capaz de purificar
sua enzima, a dessor¢do da coluna foi realizada com fra¢des crescentes de propanol (Rivera-
Pérezetal., 2011). Por outro lado, Arrese et al. (2006) utilizaram varios passos cromatograficos
para purifica uma TAG- lipase do corpo gorduroso de Manduca sexta. Primeiro usaram uma
coluna de troca i6nica DEAE o que nao foi suficiente para purificar, logo usaram uma coluna
de troca anidnica Q- sepharose, e por fim uma coluna de interacao hidrofobica fenil sepharose,
sua enzima apresentou massa molecular préximo de 66 KDa.

Em outro experimento com Cephaloleia presignis uma TAG- lipase foi isolada em
usando mais de uma etapa cromatografica, na primeira utilizou-se uma coluna de troca idnica
DEAE-5PW e na segunda etapa uma coluna de interacdo hidrofobica fenil SPW, a enzima
apresentou uma massa molecular proximo de 31 KDa (Arreguin-Espinosa et al. 2000). Logo
tanto nos resultados apresentados por Arrese e colaboradores (2006) e Arreguin-Espinosa e
colaboradores (2000) houve uma diminui¢do no rendimento final de suas enzimas recuperadas,
uma vez que quanto mais etapas cromatograficas forem realizadas menor a quantidade de
enzimas ¢ recuperada no final do processo de purificacio.

A purificagcdo de TAG- lipase em micro-organismos € realizada de maneira semelhante
a que ¢ feito em extrato proteico de insetos. Fernandez-Lorente et al. (2005) purificaram
diferentes lipases em extrato de Aspergillus niger utilizando suporte hidrofobico na ocasiao
duas TAG- lipase foram isoladas uma com massa molecular préximo a 43 KDa e outra com 65
KDa.

Em nossos experimentos a massa molecular da enzima parcialmente purificada ficou
em uma regido de proteinas de aproximadamente 50 kDa semelhante aquelas apresentadas
(Figura 7B). Em experimentos realizados a fim de isolar uma TAG-lipase das larvas de Pieris
brassicae (Lepdoptera), foi reportado que a enzima isolada apresentou uma massa molecular
de aproximadamente 72,3 KDa, ja em outros experimentos realizados com Gryllus campestris
(Orthoptera: Gryllidae), uma TAG-lipase foi purificada a partir de homogenato do corpo total

do inseto, purificada em coluna de gel filtragao que apresentava uma massa molecular de 76,5
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KDa. (Zibaee 2012; Orscelik et al. 2007). Horne et al. (2009) em uma revisdo sistematica
realizou experimentos comparativos entre lipase em holometabolos e mamiferos, reportou que
a massa molecular das lipases em insetos pode variar de 20- 100 KDa.

Apos purificagdo parcial da TAG-lipase e determinagdo de sua massa molecular
aproximada as amostras com alta atividade lipasica reunidas foram usadas para realizar os testes
de caracterizagdo enzimatica. O processo de purificacdo ¢ mostrado na (tabela 1). Apos a
purificagao parcial da enzima observou-se que houve um enriquecimento de aproximadamente
2,16 vezes das fracoes em relagdo ao extrato enzimatico, € a atividade especifica passou para
aproximadamente 1995,07 U.mg' apés purificada usando MUF butirato como substrato.
Utilizando 3,46 mg de proteinas a partir do extrato enzimatico, ao final da purificacdo parcial
foram recuperados 1,02 mg de proteinas apds a coluna Fenil sepharose.

A tabela de purificagdo ¢ um importante instrumento onde observa-se a dinamica de
purificacao da proteina, um dos parametros mais importante disposto na tabela, € o percentual
de recuperacgdo de proteinas. Quando a recuperagdo ¢ menor que 100% ¢ um sinal que houve
perda proteica durante o processo de purificagdo, por outro lado quando a recuperagdo ¢ maior
que 100%, sugerisse que houve ativagdo de uma enzima pela remocdo de um inibidor que

inicialmente estaria presente no extrato enzimatico (Scopes, 2002).

Tabela- 1. Purificacdo da lipase de Sitophilus zeamais por cromatografia de interagdo

hidrofobica em coluna Fenil Sepharose.

Etapa Atividade  Proteina Atividade Fator de

Total (U) Total (mg) especifica (U.mg!) Purificagiio %
Extrato enzimatico 3189,69 3,46 921,88 1,00 100
Fenil sepharose 2034,97 1,02 1995,07 2,16 63,79

Fonte: AUTOR, 2015.

Uma curva de concentragao de proteinas foi realizada para observarmos qual seria a
faixa ideal de proteinas para realizarmos os demais testes. As amostras apresentaram um

aumento de linear na a atividade de lipasica frente ao aumento na concentragdo de proteinas.
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Figura- 8. Curva de concentragdo da TAG- lipase parcialmente purificada
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A partir destes dados passamos a executar os experimentos com 13 pg de proteinas.
Em experimentos realizados com larvas de Rhynchophorus palmarum e no inseto Rhodnius
prolixus apontou que o aumento da atividade lipasica foi proporcional ao aumento da
concentracdo de proteinas usadas para realizar o experimento, corroborando com nossos
resultados e mostrando que aumento na taxa de hidrolise pela TAG- lipase ¢ proporcional a
concentracdo de enzimas utilizadas (SANTANA, 2014; GRILLO et al., 2007). Hirayama e
Chino (1987) reportaram que o aumento da atividade de TAG- lipase ocorreu com o aumento
da concentragdo de enzimas em experimentos com Locusta migratoria que foi um ponto chave
no desenvolvimento de um novo método para determinar TAG- lipase. Por outro lado, Lima
(2004) em experimentos com TAG- lipase de B. megaterium mostrou uma relagdo incomum da
atividade de TAG- lipase com concentragdes crescentes de enzima na reagao, em seus ensaios
nao houve um aumento linear monomérico, e segundo reportado pela autora houve pelo menos
duas faixas lineares, que foi justificado pelas caracteristicas estruturais da lipase, concentragao
do substrato na atividade de lipase, mecanismo cinético da enzima e propriedades do substrato

€m meio aquoso.
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O efeito da forca i6nica na atividade lipasica foi realizada com concentragdes crescentes
de NaCl (0, 0.25, 0.50, 0.75 e 1 M NaCl). Observamos que o aumento da for¢a idnica do meio

nao foi capaz de inibir a atividade enzimadtica, se mantendo constante (Figura 9).

Figura- 9 Efeito da for¢a idnica na atividade lipasica
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Experimentos realizados com R. prolixus mostraram que concentragdes crescentes de
NaCl n3o foram capazes de inibir a atividade lipasica, assim como ocorreu em nossos
experimentos, todavia em seus experimentos a partir 0,5 M apresentaram um aumento na
atividade enzimatica de TAG- lipase, diferente do nosso que se manteve constante durante todo
o experimento (Grillo et al. 2007). Resultados obtidos por Hirayama e Chino (1987) com
ensaios realizados com L. migratoria, tiveram um comportamento semelhante onde a atividade
mostrou também uma dependéncia da forga eletrostatica pela enzima no sitio ativo do substrato
sem alteragdo na atividade enzimatica. Ja em experimentos realizados com a larva de L. dispar
onde na ocasido testou-se varios ions metalicos frente a reagdo enzimatica a fim de verificar a
estabilidade da TAG-lipase nessas condig¢des, foi observado que o NaCl ndo inibiu a atividade

de TAG-lipase mostrando também uma dependéncia eletrostitica de sua enzima
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(MRDAKOVIC et al., 2008). Por outro lado, Heusden (1993), testou a capacidade inibitoria do
NaCl, em lipoproteina lipase de M. sexta, em seus experimentos a capacidade inibitoria do NaCl
nao ocorreu em concentracoes de até 0,5 M., todavia com o aumento da concentragao no valor
maximo houve uma ligeira inibi¢ao na atividade de TAG-lipase, de maneira semelhante ocorreu
em experimentos com membrana do foliculo de M. sexta, onde foi realizado atividade lipasica
e a possivel inibicdo com varias concentragdes de NaCl, observou-se que em concentragdes de
até 0,5 M, ndo houve inibi¢ao enzimatica, porém quando testada a estabilidade da lipase em
concentragdes de até 2 M de NaCl houve uma inibicao parcial da lipase (ANTWERPEN et al.
1998).

Na analise do pH da TAG- lipase em nossos experimentos o pH variou de 5.5 até 9.0.
Logo ficou explicito que o pH 6timo da TAG- lipase ap6s a purificacao parcial foi em torno de

8.5 (Figura 10).

Figura- 10 Efeito do pH sobre a atividade de TAG- lipase de Sitophilus zeamais.
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Mrdakovic et al. (2008) em seus experimentos reportaram que o pH alcalino foi o ideal
para atividade da TAG-lipase por eles caracterizada, o pH ideal 8,2. Quando observada a faixa
acida de pH a estabilidade relativa da enzima é muito baixa. Experimentos com R. palmarum,

evidenciaram em suas analises que o pH ideal para atividade enzimatica TAG- lipase foi de 8,5
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(SANTANA, 2014) corroborando com os resultados exposto neste trabalho, ja em
experimentos realizados por Antwerpen e Law (1992) com ovocitos de M. sexta, determinou-
se que o pH ideal para atividade da lipoproteina lipase caracterizada esta em torno de 9,0 - 9,5.
Diante do exposto, a faixa ideal para uma atividade 6tima da TAG- lipase ¢ alcalina.

Por outro lado, a faixa de pH dependera do tipo e fungao da TAG-lipase isolada. Outras
publica¢des mostram variadas faixas de pH em diferentes tecidos, como os representados por
Grillo et al. (2007), onde o pH ideal variou entre 7,0 - 7,5 com experimentos com intestino
médio posterior de R. prolixus. Assim como ocorreu com experimentos de Arreguin-Espinosa
et al. (2000) com Cephaloleia presignis (Coleoptera) onde a faixa de pH ideal ficou em pH
neutro. Ja experimentos realizados por Delkash-Roudsar et al. (2014) usando larvas no terceiro
instar de B. oleae (Diptera), o pH encontrado foi na faixa de 4,0 - 6,0. Mostrando assim que a
TAG-lipase pode ser ativa desde faixas de pH ligeiramente acidas até faixas alcalinas.

Contudo, a variacdo de pH pode alterar a fun¢do enzimatica, ja que as elas podem
possuir aminodcidos com grupos ionizaveis em seus sitios ativos, que podem se alterar durante
as variacdes de pH. Além disso, outros aminoacidos que ndo pertencem ao sitio ativo também
podem conter grupos ionizaveis e essas variagdes podem ocasionar mudangas na conformagao

da proteina e consequentemente na sua fungio (ARREGUIN-ESPINOSA et al., 2000).

O efeito do PMSF, um inibidor de serino proteases, comumente utilizado em teste de
estabilidade enzimatica, sobre a atividade TAG- lipase foi avaliado em concentracdes

crescentes (0; 2.5; 3.5; 5.0 mM) da substancia (Figura 11).
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Figura- 11 Efeito do PMFS na atividade de TAG- lipase das amostras parcialmente

purificadas do Sitophilus zeamais.
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Os resultados dos testes demonstraram diminui¢ao da atividade enzimatica com a
adicdo de PMSF na mistura de reagdo. A incubagdo com 2,5mM de PMSF resultou em
diminui¢do expressiva da atividade enzimatica, cerca de 75%. Esses resultados sugerem que a
TAG- lipase de S. zeamais possui, provavelmente, residuo de serina em seu sitio ativo. O PMSF
que ¢ uma substancia capaz de modificar as ligacdes de serina no sitio ativo, logo, foi capaz de
inibir a TAG- lipase parcialmente purificada em nossos experimentos. A inibicdo quase que
total da atividade enzimatica por esse reagente pode retratar a presenca de Serina ativa na
enzima como descrito por Mrdakovic et al. (2008) em experimentos com intestino médio da
larva de Lymantria dispar onde eles relatam que a inibicdo com PMSF foi quase que total com
atividade relativa de apenas (9,10%) quando comparado com a atividade sem adicdo de
inibidores, o autor sugere que pode haver uma serina no sitio ativo da enzima. Heusden (1993),
em experimentos realizados com lipoproteina lipase da musculatura de voo de M. sexta, o
PMSF, também inibiu fortemente a lipoproteina lipase em diferentes concentragdes presente no
musculo de voo do inseto, corroborando com os dados de nossos experimentos. Zibaee (2012)
realizou experimentos onde as larvas de P. brassicae eram alimentadas com folhas contendo

varios inibidores enzimaticos, entre eles o PMSF. Em seus ensaios 10 mM de PMSF foi
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acrescentado nas folhas que alimentaram o inseto, posteriormente o intestino foi analisado por
zimografia, porém o PMSF nio foi capaz de inibir a TAG- lipase presente no intestino da larva
de P. brassicae, assim como também ndo foi capaz de inibir a amostra apos a purificagdo

incubada com PMSF nas concentracdes de (1,0; 5,0 ¢ 10,0 mM de PMSF).
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6 CONCLUSAO

A purificagdo parcial de TAG- lipase em coluna de interagdo hidrofobia fenil
sepharose foi realizada com sucesso com TAG-lipase isolada na faixa de 50 KDa. A TAG-
lipase isolada foi caracterizada neste trabalho e mostrou que com aumento da concentracao de
enzimas, ha um aumento da atividade de TAG- lipase, isso ocorreu tanto com o extrato de
enzimas como com as fragdes apds a cromatografia, também ficou evidenciado que o PMSF
levou a uma inibi¢do da enzima, que ¢ uma caracteristica de enzimas que possuem uma serina
no sitio ativo da triade catalitica. O Na* ndo foi capaz de inibir a enzima, logo acreditamos que
ha uma forte dependéncia eletrostatica da enzima ligada ao substrato no sitio ativo, importante
também foi a determinagdo da faixa de pH ideal da enzima que ficou na casa de 8,5. Esses
dados sdo de fundamental importancia para uma melhor compreensao sobre o metabolismo e a

fisiologia do S. zeamais em estudos mais aprofundados posteriormente.
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