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“Muitas vezes passamos por momentos dificeis,
mas temos que permanecer firmes na fé, pois sdo
nestas situacdes que Deus molda nosso carater de
filho.

O ouro para ser purificado tem que ser exposto ao
fogo maximo. Uma vez purificado, é ouro. Se cair
na lama, é ouro. Se cair na terra, é ouro.

Independente de onde estiver, tenha fé!

Seja ouro, independente da situagdo!”

Autor desconhecido
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Resumo

A Leishmaniose Visceral é uma doenca de grande impacto & satde publica. No Novo
Mundo é causada por Leishmania infantum e transmitida principalmente por Lutzomyia
longipalpis. Em flebotomineos adultos, as tripsinas desempenham um importante papel
durante o processo de digestdo sanguinea, entretanto, pouco se sabe a respeito da acédo destas
proteases nas formas imaturas. Neste trabalho foi realizado um processo de purificagdo e
caracterizacdo de uma enzima semelhante a tripsina de intestino médio de L. longipalpis.
Ensaios enzimaticos na presenga de benzamidina (inibidor de tripsina) demonstraram que a
atividade tripsinolitica € responsavel por maior parte da digestdo de proteinas totais (58%)
guando comparadas com a atividade quimotripsinolitica (42%). O processo de purificacdo por
cromatografia de afinidade (coluna de p-aminobenzamidina) permitiu a obtencéo de fragdes
com atividade tripsinolitica (substrato: _-BApNA), que revelou por SDS-PAGE uma Unica
banda de massa molecular de 20,6 kDa. A analise com benzamidina em SDS-PAGE co-
polimerizado com gelatina, bem como ensaios enzimaticos na presenca de diversos inibidores
indicou que a enzima é uma protease semelhante a tripsina. Ensaios realizados em diferentes
faixas de pH demonstraram que a atividade proteolitica maxima ocorre em pH 9,5. A
atividade especifica encontrada foi de 2511,5 U.mg™ e o fator de purificacdo 46,1 vezes. Na
determinacéo cinética, o valor de Km utilizando _-BApNA foi de 0,49 mM. Em anélise por
espectrometria de massa do material purificado, foi detectada a massa de 23311,88 Da
(MALDI-TOF). Com relacéo ao efeito da concentracdo de fons metalicos (Ca** e Mg®) e
EDTA, verificou-se uma diminuicdo da atividade tripsinolitica apenas quando EDTA era
adicionado aos ensaios em concentracdes iguais ou maiores a 18,75 mM, ndo havendo
interferéncia por parte dos ions metalicos. Este é o primeiro trabalho que relata a purificacéo e
caracterizagdo de uma tripsina digestiva em larvas de L. longipalpis.

Palavras-chave: Lutzomyia longipalpis, digestdo de proteinas, tripsina
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Abstract

Visceral Leishmaniasis is a disease of major public health impact. In the New World
the diasease is caused by Leishmania infantum chagasi and transmitted mainly by Lutzomyia
longipalpis. In adult sandflies, trypsins play an important role during of blood digestion.
However, little is known about the action of these proteases in immature forms. In this work
we purified and characterized a trypsin-like enzyme from the midgut of L. longipalpis.
Enzyme assays performed with benzamidine (a trypsin inhibitor) demonstrated that trypsin is
responsible for most of total protein digestion (58%) compared with chymotrypsins (42%).
The process of purification by affinity chromatography (p-aminobenzamidine column)
produced fractions with tryptic activity (substrate: |-BAPNA), which by SDS-PAGE gel
analysis revealed a single band of molecular mass of 20.6 kDa. The benzamidine analysis on
SDS-PAGE co-polymerized with gelatin and enzyme assays in the presence of various
inhibitors indicated that the enzyme is a trypsin-like protease. Assays performed at different
pH showed that the maximum tryptic activity occurs at pH 9.5. The specific activity was
2511.5 U.mg™ and purification factor of 46.1 times. Kinetic analysis using L-BApNA gave a
Km value using L-BApNA of 0.49 mM. Mass spectrometry analysis of the purified material
detected a mass of 23311.88 Da (MALDI-TOF). Regarding the effects of Ca**, Mg®* and
EDTA on the trypsin activity, there was a decrease in tryptic activity only when EDTA was
added at concentration > 18.75 mM, with no interference by metal ions. This is the first study
that reports the purification and characterization of a digestive trypsin on L. longipalpis
larvae.

Key-words: Lutzomyia longipalpis, protein digestion, trypsin
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1.0 INTRODUCAO
1.1. Importéncia dos flebotomineos

Flebotomineos sdo pequenos insetos pertencentes a ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. A importancia dos flebotomineos deve-se,
sobretudo, a seu papel como vetores naturais de alguns agentes etiologicos de doengas
humanas e de animais, como bactérias do género Bartonella e inimeros arbovirus. Entretanto,
a maior importancia dos flebotomineos em salde publica esta relacionada com a transmissédo
dos agentes etiologicos das leishmanioses (Alexander et al., 1995; Sherlock, 2003; Maroli et
al., 2012).

As leishmanioses consistem em um complexo de doencas infecciosas causadas por
diferentes espécies de protozoarios pertencentes a familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. De modo geral, essas enfermidades manifestam-se sob formas clinicas distintas:
leishmaniose cutanea, leishmaniose cutaneo-mucosa, leishmaniose difusa e leishmaniose
visceral, estando estas diferentes manifestacBes clinicas relacionadas com a espécie do

parasito, aspectos eco-epidemioldgicos e fatores proprios dos hospedeiros (Desjeux, 2001).

Estima-se que a prevaléncia mundial das leishmanioses esteja proxima de 12 milhGes de
casos, com uma incidéncia anual de 1,5-2 milhdes de casos (1-1,5 milh&o para leishmaniose
cutanea e 500.000 para a forma visceral). Atualmente, essas doencas sdo consideradas
endémicas em 88 paises, dos quais, 72 sdo paises em desenvolvimento. A grande maioria
(90%) dos casos de leishmaniose visceral ocorre no Brasil, Bangladesh, india, Nepal e Sudao
(Chappius et al., 2007). Ja a forma cutaneo-mucosa ocorre principalmente no Brasil, Bolivia e
Peru, que juntos, somam cerca de 90% dos casos da doenca. Com relacdo a leishmaniose
cutanea, 90% dos casos notificados concentram-se no Afeganistdo, Brasil, Iran, Peru, Ardbia
Saudita e Siria (OMS, 2012).

Estas enfermidades encontram-se em um nitido processo de transi¢do epidemiologica,
caracterizada por uma incidéncia crescente nos ultimos anos em éareas onde ocorrem

tradicionalmente, associada a notificagdo de casos em areas anteriormente nao endémicas.

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, € de evolugdo cronica e
grave, e se ndo tratada, a doenca pode alcancar taxas de letalidade de até 100%. Estudos
recentes sugerem que os parasitos que causam a doenga em diferentes focos com transmissao

zoonGtica, tradicionalmente atribuida a L. infantum no Velho Mundo e L. chagasi no Novo
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Mundo, pertencem a mesma espécie, razdo pela qual L. chagasi tem sido descrita como
sinbnimo de L. infantum (Mauricio et al., 2000; Kuhls et al., 2011).

Existem aproximadamente 900 espécies de flebotomineos no mundo e 476 espécies do
género Lutzomyia nas Américas. No Brasil, ja foram descritas cerca de 220 espécies deste
género, sendo L. longipalpis o principal vetor de L. infantum na América do Sul (Galati,
2003; Laison e Rangel, 2005; Bermudez, 2009). Atualmente sabe-se que L. evansi e L. cruzi,
sdo vetores secundarios de leishmaniose visceral em algumas areas da Colémbia e do Brasil,
havendo também suspeita do papel vetorial de L. forattinii (Shaw, 1999; Pita-Pereira et al.,
2008).

1.2. Biologia dos flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos de pequeno porte, medindo de 2 a 3 mm, possuem 0 COrpo
recoberto por inumeras cerdas, asas lanceoladas semi-eretas e cabeca formando um angulo de
90° com o térax. Como todo diptero, sdo insetos holometébolos (Figura 1) e o ciclo de vida
caracteriza-se por apresentar uma fase de ovo, uma fase larval que compreende quatro

estadios, uma fase de pupa e finalmente a fase adulta (Ward, 1990; Killick-Kendrick, 1999).

Larvas L;-L,

Figura 1: Representacdo esquematica do ciclo biolégico de flebotomineos.

Em comparagdo com outras familias de Nematocera de importancia meédica, muito

pouco se conhece sobre os criadouros naturais de flebotomineos. Diferentemente dos
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mosquitos (Diptera — Culicidae), cujas formas imaturas se desenvolvem em ambientes
aquaticos, sabe-se que as larvas de flebotomineos sdo exclusivamente terrestres. Estudos
realizados com insetos colonizados em laboratorio demonstraram que as principais exigéncias
para 0 desenvolvimento das formas imaturas sdo umidade, temperatura amena e matéria
organica em decomposicédo (Killick-Kendrick, 1987;1999; Volf e Volfova, 2011).

Estudos revelam que fémeas realizam a oviposi¢do em micro-ambientes estabelecidos
através do reconhecimento de um ou mais marcadores que indiquem um local com condicGes
adequadas para o desenvolvimento das larvas (Killick-Kendrick, 1987). Como exemplo de
marcadores, substancias isoladas dos ovos foram apontadas como atrativos de fémeas para o
reconhecimento de possiveis criadouros (Elnaiem e Ward, 1991), assim como compostos
quimicos presentes em fezes de galinha e coelho também serviram de atrativos para

oviposicdo de fémeas gravidas de L. longipalpis (Dougherty et al., 1995).

Inimeros autores relatam que na natureza, a postura dos ovos de flebotomineos é feita
em substratos ricos em matéria organica tais como: fendas em rochas, tocas de animais,
troncos de arvores, solo e demais locais ricos em matéria organica animal e vegetal em
decomposicéo, (Deane e Deane, 1957; Mangabeira, 1969; Ferro et al., 1997) e embora esses
locais sejam considerados constantes criadouros, o pequeno numero de larvas e pupas

encontradas ndo condiz com a alta densidade de adultos nesses locais.

As larvas de flebotomineos (Figura 2) apresentam coloracdo esbranquicada, possuem
aspecto vermiforme e sdo constituidas por 12 segmentos, além da cabeca, que é bem
desenvolvida, de coloracdo escura, com presenca de um par de antenas e pecas bucais fortes
do tipo mastigadoras (Leite e Willams, 1996) para auxiliar na alimentacdo constituida de
matéria organica em decomposicdo. Em condi¢bes experimentais, varias dietas ja foram
oferecidas as larvas. Racdes a base de p6 de figado e alface cozida (Killick-Kendrick et al.,
1977), racdo para peixes (Rangel et al. 1986) e fezes de coelho (Peterkova-Koci et al., 2012)

mostram-se favoraveis ao desenvolvimento larval e obtencdo de formas adultas.
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Figura 2: Larva de quarto estadio de Lutzomyia longipalpis.

Os flebotomineos adultos além do dimorfismo sexual acentuado (Figura 3), apresentam
peculiaridades também no comportamento alimentar. Tanto os machos como as fémeas
necessitam de se alimentar de substancias agucaradas tais como seiva de plantas, néctar de
flores e secrecBes acucaradas de insetos parasitos de plantas como fonte de energia
(Chaniotis, 1974; Schlein e Warburg, 1986; Alexander e Usma, 1994), entretanto, somente as
fémeas realizam a hematofagia, habito alimentar este necessario para a maturacao dos ovarios

e producado dos ovos (Young e Duncan, 1994).

Figura 3: Flebotomineos adultos do género Lutzomyia. (A) macho; (B) fémea
ingurgitada apos realizacéo de repasto sanguineo.
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1.3 Digestao de proteinas em insetos

De modo geral entende-se por digestdo como o processo no qual os alimentos sofrem
um conjunto de transformacdes fisico-quimicas para se converterem em compostos menores,
hidrossoltveis e absorviveis pelas células do intestino. Este processo € controlado por
enzimas digestivas e € dependente da localizacdo destas ao longo do intestino dos insetos
(Terra e Ferreira, 2011).

Enzimas digestivas responsaveis pela hidrolise de proteinas sdo denominadas de
proteases, proteinases, peptidases ou enzimas proteoliticas. Estas enzimas podem ser
classificadas de acordo com a posi¢do da ligacdo a ser clivada na cadeia peptidica ou de

acordo com a natureza quimica do sitio catalitico (Barrett, 1994).

De acordo com a posicdo da ligacdo a ser clivada, as proteases podem ser subdivididas
em dois grupos: as endopeptidases, que atuam preferencialmente nas regides internas da
cadeia polipeptidica e as exopeptidases que atuam somente nas extremidades N-terminal ou
C-terminal da cadeia polipeptidica, sendo denominadas de aminopeptidases aquelas que
atuam na regido amino terminal livre liberando um unico residuo de aminoéacido, e por sua
vez as carboxipeptidases constituem aquelas que atuam na regido carboxi terminal livre
liberando um Unico residuo de aminoacido. Ja dipeptidases, sdo exopeptidases que hidrolisam
apenas dipeptideos, liberando assim dois aminoacidos. (Barrett, 1994). Um esquema
simplificado desta classificacdo das proteases esta demonstrado na Figura 4.

ENDOPROTEASES
i @-0-0-0-0-0-0-9@@®coon
EXOPROTEASES
Aminopeptidase Carboxipeptidase
N -O-O-O-O-0-0-0-0-0-0—~oon
DIPEPTIDASES
~o-—@-@—coon

Figura 4: Representacdo esquematica da atuacdo de endoproteases e
exoproteases. Adaptado de Barrett, 1994.
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Quanto a natureza quimica do sitio catalitico, as proteases podem ser classificadas
principalmente como: serino proteases, cisteino proteases, aspartil proteases e metalo

proteases (Terra e Ferreira, 1994).

As serino proteases sdo as enzimas mais estudadas, sendo encontradas em virus,
bactérias e em eucariotos, 0 que indica uma participacdo vital no metabolismo desses
organismos. Este grupo envolve um conjunto de proteinas com alto grau de homologia de
sequéncias e de similaridade estrutural (Fersht, 2002). A caracteristica mais comum destas
enzimas € a triade catalitica constituida pelos residuos de serina, histidina e acido aspartico.
Essas proteinas participam de diversas atividades fisiologicas que incluem além da digestéo
(cujos representantes mais comuns sao tripsina, quimotripsina e elastase), a ativacdo de
proteinas especificas, como na cascata de coagulacdo sanguinea, (Bode et al., 1989; Russo,
2006), no sistema imune de insetos e plantas (Wilson et al., 1997; Gorman et al., 2000a e

2000b) e no desenvolvimento de peptideos biologicamente ativos (Gill et al., 1996).

Cisteino proteases sdo enzimas proteoliticas que agem via ataque nucleofilico do anion
sulfeto, presente no sitio ativo, a ligacao peptidica (Kunakbaeva et al., 2003). O sitio ativo de
uma cisteino protease € composto por um residuo de cisteina, por um de asparagina e um de
histidina na triade catalitica, sendo o mecanismo de acdo destas enzimas muito semelhante ao
das serino proteases. Estas enzimas possuem pH étimo de atuacdo neutro (Rao et al., 1998),
entretanto, enzimas de insetos monstraram atividade maxima quando ensaiadas em pHs

acidos (5-6) com diversos substratos sintéticos (Terra e Ferreira, 2011).

Aspartil proteases sdo caracterizadas por empregarem uma molécula de agua, ativada
por dois residuos de aspartato, como nucleéfilo no ataque a ligacdo peptidica. Sdo todas
endopeptidases e sdo encontradas em organismos tdo diversos quanto vertebrados, plantas e
virus (Northrop, 1930). A maioria das aspartil proteases demonstraram atividade maxima em
pHs baixos (3-4) e massas moleculares variando de 30-45 kDa (Rao et al., 1998). O primeiro
relato de aspartil proteases em insetos foi feito por Greenberg e Paretsky (1955) que
observaram uma forte atividade proteolitica no pH 2,5-3 em Musca domestica. Em insetos a

massa molecular dessas enzimas varia de 60 a 90 kDa (Terra e Ferreira).

As metaloproteases constituem o grupo de maior diversidade de enzimas proteoliticas
(Barrett, 1995) e sdo caracterizadas pela exigéncia de um fon metalico (usualmente Zn** ou

Mn®*) bivalente em seu sitio catalitico (Rao et al., 1998), tendo sido descritas em diversos
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seres Vvivos, tais como colagenases de organismos superiores (Hibbs et al., 1995) e toxinas
hemorréagicas de venenos de serpente (Shannon et al., 1989). Quantidades importantes de
metalo proteases solUveis foram encontradas no intestino médio de insetos pertencentes a
linhagens mais basais (Orthoptera, Hemiptera, Coleoptera Adephaga), enquanto que em
insetos de linhagens mais derivadas (Coleoptera Polyphaga, Diptera, Lepidoptera) essas
enzimas foram encontradas principalmente ligadas as membranas microvilares de células

intestinais (Terra e Ferreia, 1994).

Enzimas proteoliticas de invertebrados tem sido alvo de muitos estudos e uma atencéo
especial tem sido direcionada para o grupo das tripsinas por estas fazerem parte de uma série
de processos fisiologicos, desempenhando um papel importante e melhor compreendido na
hidrolise de proteinas alimentares (Diaz-Mendonza et al., 2005; Delcroix et al., 2006).
Tripsinas clivam preferencialmente cadeias de peptidios no grupamento carboxilico de
residuos de arginina ou lisina. Esta enzima ocorre na maioria dos insetos, com excegdo de
algumas espécies de hemipteros e coledpteros da familia Curculionidae, demonstrando haver
semelhanca com as tripsinas de vertebrados (Terra et al., 1996; Lam et al., 2000; Muhlia-
Almazan et al., 2008).

Em insetos hemat6fagos, a alimentagdo sanguinea € um fator que induz a um grande
aumento da atividade proteolitica no intestino (Fisk, 1950), sendo a tripsina a principal
endoprotease envolvida no processo de digestdo das proteinas advindas do sangue (Briegel e
Lea, 1975).

Estudos realizados por Billingsley & Hecker (1991), demonstraram que a atividade de
tripsina em Anopheles stephensi € restrita & por¢do do intestino medio posterior, e detectavel
somente apds o repasto sanguineo, apresentando pico de atividade por volta das 30 horas pos
repasto e retornando a niveis basais a partir de 60 horas. Em Anopheles gambiae, sete genes
envolvidos com a producdo de tripsinas ja foram identificados, dos quais cinco sdo
constitutivos (Antryp3, Antryp4, Antryp5, Antryp6 e Antryp7) e dois sdo induzidos ap6s
repasto sanguineo (Antrypl e Antryp2) (Muller et al., 1993; 1995).

Um estudo envolvendo a caracterizacdo da atividade proteolitica presente em Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) revelou alta atividade de serino proteases no extrato bruto total
dos quatro estadios larvais e de pupa. Analises zimograficas dos estadios larvais detectaram 6-
8 bandas com massa molecular aparente variando de 20 a 250 kDa e atividade observada em
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pHs 5,5 a 10. A forte inibigdo da atividade proteolitica tanto de larvas como de pupas por
PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonila) e TLCK (N-a-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona),
indicou que as principais proteases expressas nesses estagios de desenvolvimento sdo serino
proteases semelhantes as tripsinas (Mesquita-Rodrigues et al., 2011). Resultados semelhantes
foram obtidos por Borges-Veloso et al., (2012) avaliando ovos, larvas e pupas de Culex
quinquefasciatus. Diferencas no perfil destas peptidases foram observadas para ambas as
espéecies durante as diferentes fases de desenvolvimento, sugerindo que estas enzimas
exercem func@es especificas durante as diferentes fases do ciclo de vida dos insetos. Estudos
envolvendo a purificacdo de tripsinas em mosquitos foram realizados por Graf e Briegel
(1985). Os autores descreveram a presenca de 5 isoformas de massas moleculares variadas
(26,7-32 kDa) no intestino de fémeas de A. aegypti alimentadas com sangue mediante a
realizacdo de duas etapas de purificacdo; uma cromatografia de troca idnica seguida de uma

cromatografia de afinidade.

Ja é bem estabelecido que no intestino médio de fémeas de A. aegypti sdo sintetizadas
duas formas de tripsina por ocasido do repasto sanguineo. A primeira forma (early trypsin) é
produzida em pequenas quantidades e € detectivel no intestino médio na primeira hora apds o
término do repasto sanguineo, desaparecendo cerca de 6 a 8 horas subsequentes, quando se
inicia a sintese da segunda forma (late trypsin) que surge por volta de 8 a 10 horas apds o
repasto, sendo responsavel pela maior atividade proteolitica durante a digestdo sanguinea
(Felix et al., 1991; Noriega e Wells, 1999) . Fendmeno semelhante foi descrito por Telleria et
al., (2007) em L. longipalpis, ao identificarem através de analises de bibliotecas de cDNA,
dois genes (LItrypl e Lltryp2) que codificam tripsinas com padrbes de expressao diferentes.
RNA mensageiro de Lltrypl (late trypsin) é indetectivel durante as fases larvais e permanece
ausente até o momento do repasto sanguineo, atingindo um pico cerca de 12 horas pds-repasto
e retornando aos niveis basais as 72 horas subsequentes. Em contrapartida, 0 RNA
mensageiro de Lltryp2 é constitutivamente expresso em altos niveis em fémeas ndo
alimentadas com sangue, sendo reduzido ap0s o repasto e voltando a niveis elevados apds o
término da digestdo sanguinea. Interessantemente, a expresséo do RNA mensageiro de

LItryp2 foi detectada em machos, em niveis comparaveis aos de fémeas nao alimentadas.

Além da sua importancia na digestdo sanguinea, tripsinas tém sido implicadas no
estabelecimento da infeccdo de varios patdgenos em seus respectivos vetores. Para 0 sucesso

da infeccdo de A. aegypti por Plasmodium gallinaceum, uma tripsina do mosquito é essencial
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para a ativacdo de uma quitinase secretada pelo parasito, que auxilia 0 oocineto no mecanismo
de escape da membrana peritrofica (Shahabunddin et al., 2006). Além disso, inibidores de
tripsina diminuem a carga do virus da dengue em A. aegypti, indicando uma relacdo entre
infeccdo, digestdo sanguinea e um possivel processamento proteolitico de proteinas virais
(Molina-Cruz et al., 2005). Em flebotomineos, alguns mecanismos ndo esclarecidos sugerem
que a infeccdo espécie-especifica por Leishmania esteja associada com a expressdo de serino
proteases no intestino médio dos vetores. Borovsky & Schlein (1987) sugeriram que a
atividade de uma enzima semelhante a tripsina presente no intestino de Phlebotomus papatasi
prevenia o estabelecimento da infeccdo por L. donovani, enquanto que a modulacdo desta
atividade proteolitica por L. major, permitia a sobrevivéncia desta espécie. Atualmente é bem
esclarecido que a resisténcia de Leishmania a atividade proteolitica presente no intestino de
flebotomineos é uma etapa crucial durante o desenvolvimento do parasito no inseto (Pimenta
et al., 1997; Schlein & Jacobson, 1998).

A digestdo de proteinas em flebotomineos tem sido alvo de diversos estudos nos
ultimos anos. Gontijo et al., (1998) demonstraram que a atividade tripsinolitica em fémeas de
L. longipalpis esta presente no conteldo intestinal e possui atividade 6tima em meio alcalino.
Ramalho-Ortigdo et al., (2003) descreveram os mRNAs de seis serino proteases em P.
papatasi, quatro tripsinas e duas quimotripsinas. Dentre as enzimas descritas, uma teve o
padrdo de expressao aumentado e outras duas tripsinas tiveram expressdo diminuida apés o
repasto sanguineo enquanto que a expressdo das quimotripsinas era induzida por ocasido da
alimentacdo sanguinea. Utilizando um modelo de alimentacdo artificial com sangue bem
estabelecido, Sant’Anna et al., (2009) demonstraram que em L. longipalpis, a atividade
tripsinolitica é reduzida por ocasido da infeccdo por L. mexicana de 24 a 72 horas apds
realizacdo do repasto sanguineo, e adicionalmente, o silenciamento da expressao génica de
tripsina por RNAI levou a um aumento do numero de parasitos no intestino médio dos insetos.
Resultados semelhantes foram obtidos por Telleria et al. (2010), ao constatarem uma
diminuicdo da atividade tripsinolitica em L. longipalpis modulada através da infeccdo por L.
infantum. Em fémeas de L. anthophora, a presenca de serino proteases foi confirmada por
Mahmood & Borovsky (1993). Ao estudarem esta espécie, 0s autores sugeriram que a
atividade das quimotripsinas pareceu ser maior que a das tripsinas.

Apesar da importancia dos flebotomineos em saude publica, pouco se conhece sobre a
fisiologia digestiva de suas formas imaturas. Mahmood e Borovsky (1992) descreveram a
presenca de endoproteases semelhantes as tripsinas e quimotripsinas no intestino de larvas de

24



L. anthophora. Utilizando uma técnica onde o sitio ativo destas enzimas foi marcado
radioisotopicamente com [1,3-H] diisopropilfluorofosfato ([1,3-*H] DIP), os autores
detectaram 12 bandas referentes as proteases do intestino de larvas e adultos, indicando a
presenca de isoformas destas proteases no género Lutzomyia. Adicionalmente, Fazito do Vale
et al., (2007), descreveram a anatomia do tubo digestivo, determinaram o pH nas diferentes
porcGes do intestino e investigaram a digestdo de proteinas em larvas de L. longipalpis. Neste
trabalho os autores mostraram que o intestino médio constitui a maior parte do tubo digestivo

e que o pH sofre alteracdes de acordo com as diferentes porc¢des do intestino (Figura 5).

0,5 mm

Intestino
Posterior

75<pH<85

Intestino
Meédio

Intestino
Anterior

Figura 5: Fotografia e representacdo esquematica do intestino de larvas L, de L.
longipalpis evidenciando diversos 6rgdos e valores de pHs intestinais. Ca: cabeca, Es:
esdfago, PV: pré-ventriculo, EE: espaco endoperitrofico, EC: espaco ectoperitréfico, TM:
tubulos de Malpighi, I: ileo, Re: reto. Adaptado de Fazito do Vale et al., (2007).

Além disso, o0s autores descreveram a presenca de endoproteases solUveis secretadas
no intestino médio anterior e a capacidade destas de digerir o substrato azocaseina em varias
faixas de pH, especialmente no pH 11. Utilizando varios inibidores, os autores concluiram
que as enzimas responsaveis pela atividade proteolitica sdo proteinas semelhantes as tripsinas
e quimotripsinas, resultados estes confirmados pela utilizacdo de substratos sintéticos
especificos para estas enzimas. Aminopeptidades também foram investigadas através da
utilizacdo de substratos sintéticos, e 0s autores concluiram que estas enzimas estdo localizadas
no intestino médio posterior, ligadas ao epitélio intestinal e possuindo atividade méaxima em
pHs que variam de 6,5-8 (Fazito do Vale et al. 2007).
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2.0 JUSTIFICATIVA

Estudos bioguimicos envolvendo a digestdo em insetos tiveram inicio nas primeiras
décadas do século passado. Entretanto com o desenvolvimento de inseticidas quimicos
sintéticos na década de 40, estudos nesta area tornaram-se escassos. Mais tarde com o
surgimento de problemas ambientais devido a utilizacdo destes produtos em larga escala,
novas abordagens para o controle de insetos comecaram a ser investigadas. Tendo em vista
que o intestino é a maior interface entre um inseto e o meio ambiente, torna-se essencial 0
entendimento do processo digestivo destes seres para o0 desenvolvimento de novos métodos de
controle. Dado que tripsinas desempenham um papel essencial em diversos processos
fisioldgicos de insetos, a caracterizacdo bioquimica destas enzimas pode fornecer dados
importantes para o desenvolvimento de novas estratégias de controle, quer seja por inibicdo
ou interferéncia na producédo destas. Considerando a importancia dos flebotomineos em saude
publica, pouco se conhece a respeito destas enzimas nos estagios imaturos desses insetos.
Diante do exposto, nos propusemos purificar e caracterizar bioquimicamente uma enzima

semelhante a tripsina presente em larvas de Lutzomyia longipalpis.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo estudar as serino proteases intestinais de larvas

L, de Lutzomyia longipalpis com enfoque na purificacdo e caracterizacdo bioquimica de

enzimas semelhantes as tripsinas.

3.2 Objetivos Especificos

Purificar a tripsina sollvel presente no contetido intestinal das larvas.

Determinar o efeito do pH sobre a atividade enzimatica da tripsina purificada.

Determinar a massa molecular aparente da tripsina purificada por eletroforese em

poliacrilamida e espectrometria de massa.

Medir o Ky, da tripsina purificada utilizando o substrato sintético L-BApNA.

Avaliar a influéncia de inibidores de proteases, dos ions célcio e magnésio e EDTA

sobre a atividade da tripsina purificada.
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4.0 MATERIAL E METODOS
4.1 Origem e manutencgédo dos insetos

Foram utilizadas larvas oriundas de uma colonia de Lutzomyia longipalpis ja
estabelecida no Laboratério de Fisiologia de Insetos Hematofagos, do Departamento de
Parasitologia, ICB-UFMG. Esta colonia é mantida em um insetario climatizado, sob
condicgdes semi-controladas (temperatura de 25+3°C, 60£15% de umidade relativa e 12 horas
de fotofase) conforme a metodologia proposta por Modi e Tesh (1983) com pequenas
modificacbes. Esta colénia foi estabelecida a partir de espécimes coletados na cidade de

Teresina-Pl, &rea endémica para leishmaniose visceral.
4.2 Obtencao dos intestinos e preparo do extrato bruto

Para a obtencdo dos intestinos, larvas de 4° estadio (L) ativas e com presenca de
contetdo intestinal foram dissecadas em solucdo salina 0,9% com o auxilio de estiletes
entomoldgicos sob um microscopio estereoscépico. Apds a dissecacdo, 100 intestinos com
seus contetudos foram lavados em solucdo salina 0,9% e transferidos para um tubo de
microcentrifuga mantido em gelo contendo 50 pL de tampéo Tris (hidroximetil) aminometano
Tris-HCI 0,1 M/ NaCl 0,5 M pH 8,0. Em seguida, todo o material foi macerado com o auxilio
de um microhomogeneizador manual de vidro abrasivo e apds homogeneizacao adicionou-se
500 pL do mesmo tampdao anteriormente citado. A amostra foi entdo centrifugada a 14.000xg
por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e mantido em freezer a -80°C até o

momento de sua utilizacdo.
4.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Uma amostra de extrato bruto de intestino (EBI) contendo o equivalente a 100
intestinos foi filtrada em uma membrana de 22 um e em seguida cromatografada em uma
coluna de filtracdo molecular Discovery BIO GFC 150 (Supelco) utilizando um aparelho
Shimadzu LC-20AT. A coluna de filtracdo molecular foi equilibrada com solucéo salina 0,9%
em um fluxo de 200 pL/minuto. 50 puL da amostra foram aplicados no aparelho e apds 10
minutos de corrida, fragdes de 65 pL foram coletadas de 20 em 20 segundos em tubos de

microcentrifuga de 1,5 mL pelo coletor Pharmacia LKB — Frac — 200.
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Ap0s a coleta de 90 fragdes, cada uma delas foi testada para as atividades de proteases
totais, tripsina e quimotripsina conforme estd descrito nas secdes 4.6.1 e 4.6.2

respectivamente.
4.4 Purificacdo da enzima

Para a obtencdo da enzima purificada, 500 puL do EBI foram aplicados em uma coluna
de p-aminobenzamidina-agarose (Sigma Aldrich Quimica Brasil) equilibrada com tampéo
Tris-HCI 0,1 M/NaCl 0,5 M pH 8,0. Utilizou-se como eluente uma solucdo de HCI 10
mM/NaCl 0,5 M pH 2,0. FracGes de 400 pL foram coletadas em tubos de microcentrifuga de
1,5 mL contendo 100 pL de tampé&o Tris-HCI 0,1 M/ NaCl 0,5 M pH 8,0.

Ap0s a coleta das fragbes, a coluna foi regenerada mediante a aplicacdo de 15 mL de
solucdo de borato 0,1 M/NaCl 0,5 M pH 9,8, seguida de 15 mL de solu¢do de borato 0,1 M
pH 9,8 e por fim 15 mL de &gua destilada. Terminada a etapa de regeneracdo da coluna, a

mesma foi estocada na presenca de solucdo de azida sddica (NaN3) 0,2% em NaCl 0,5 M.
4.5 Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada em espectrofotémetro UV-1650 PC

Shimadzu a 280 nm de absorvancia segundo metodologia proposta por Kirschenbaum (1976).
4.6 Ensaios enzimaticos
4.6.1 Ensaio para atividade de proteases totais

Para o ensaio da atividade de endopeptidades totais a azocaseina foi utilizada como
substrato de acordo com o método de Sarath et al., (1989). Vinte e cinco uL de uma solucgéo
estoque de azocaseina (4%) preparada em salina 0,9% foram incubados durante 2 horas a
30°C em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 50 pL de tampéo glicina/NaOH 0,1 M
pH 9,5, 12,5 uL de solu¢dao aquosa de B-mercaptoetanol 5mM e 12,5 pL de cada fracdo
coletada na cromatografia liquida de alta eficiéncia descrita na se¢éo 4.3.

Terminada a incubacdo, 150 pL de &cido tricloroacético (TCA) a 10% foram
adicionados em cada tubo para parar a reacdo e precipitar a azocaseina nédo digerida. Apos 15
minutos de espera, os tubos foram centrifugados a 10.000xg por 5 minutos e 150 pL do
sobrenadante foram transferidos para outros tubos contendo 175 puL de NaOH 1M. Apds

homogeneizacéo, coletou-se 200 pL de cada amostra e transferiu-se para uma microplaca de
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96 pogos. A absorvancia de cada mostra foi lida a 440 nm em um leitor de ELISA (VersaMax
Tunable Microplate Reader, Molecular Devices). Os controles foram preparados substituindo-

se as amostras das fracdes por um volume equivalente de salina 0,9%.
4.6.2 Ensaio para atividade de tripsina e quimotripsina

Os ensaios de atividade tripsinolitica e quimotripsinolitica foram realizados utilizando
como substratos sintéticos respectivamente: N-a-benzoil-L-anginil-p-nitroanilida (L-BApNA)
e N-Succinil-alanina-alanina-prolina-fenilalanina-p-nitroanilida (NS-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA),
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSQO) em uma concentracao final de 0,5 mM (Sarath et
al.,, 1989). Em uma microplaca de 96 pocos, foram adicionados 100 pL de tampéo
glicina/NaOH 0,1 M pH 9,5, 50 L de solucdo salina 0,9%, 20 uL de H,O destilada, 20 pL de
cada fracdo e 10 pL de cada substrato a 10 mM. Os controles foram preparados substituindo-
se as amostras das fragcGes por um volume equivalente de salina 0,9%. A atividade enzimatica
foi avaliada a partir da variagdo da cor das amostras, mediante leituras consecutivas realizadas
em um leitor de ELISA (VersaMax Tunable Microplate Reader, Molecular Devices). As
leituras foram realizadas a cada 30 segundos, a 410 nm, com agitacdo de 3 segundos no
intervalo de cada leitura, durante 20 minutos a uma temperatura constante de 30°C. Os valores
de velocidade inicial (mDO.min™") foram convertidos em unidade de atividade enzimatica
com base na determinacdo do coeficiente de extingdo molar da p-nitroanilida (8.800) a 410
nm. Uma unidade (1 U) de atividade especifica corresponde a quantidade de enzima ativa que
catalisa a formagéo de um pmol de p-nitroanilida por minuto. Os resultados foram expressos

como as médias das unidades de enzima obtidas em trés experimentos independentes.
4.6.3 Ensaio para atividade da enzima purificada por cromatografia de afinidade

O mesmo protocolo descrito na secdo anterior foi utilizado para verificar a atividade
enzimatica presente nas fracdes purificadas obtidas pela cromatografia de afinidade descrita
na secdo 4.4. Neste ensaio foram utilizados 20 pL de cada fracdo e L-BApNA 10 mM como
substrato sintético. Os controles foram preparados substituindo-se a enzima purificada por um
volume equivalente de solugdo de Tris/HCI 0,1 M/NaCl 0,5 M pH 8,0 contendo HCI 10
mM/NaCl 0,5 M pH 2,0 na proporcao de 4:1.
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4.6.4 Ensaio de determinacao da participagdo da tripsina e quimotripsina na digestéo de
proteinas totais

Com o intuito de determinar a contribuigdo da tripsina e quimotripsina na digestdo de
proteinas, utilizou-se 0 mesmo protocolo para o ensaio descrito na secdo 4.6.1. Para tanto
amostras de EBI de larvas L, de L. longipalpis utilizadas neste ensaio foram incubadas na
presenca e na auséncia de benzamidina (um inibidor especifico de tripsinas) numa
concentragédo final de 5 mM. Deste modo, a atividade restante obtida nos ensaios realizados
na presenca de benzamidina corresponde a atividade exercida pelas quimotripsinas e outras
endoproteases que possam estar presentes. Os resultados destes ensaios foram expressos como

as médias das unidades de enzima obtidas em trés experimentos independentes.
4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e zimograma

Para a visualizacdo do perfil eletroforético do EBI e da enzima purificada, foi
realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida de acordo com a metodologia de
Laemmli (1970) utilizando gel de acrilamida/bisacrilamida 10% na presenca de dodecil
sulfato de sodio 0,1% (SDS). Amostras de 30 pL de EBI e da enzima purificada foram
adicionadas ao tampdo da amostra contendo [-mercaptoetanol, as amostras foram entdo
submetidas a fervura por 5 minutos e em seguida aplicadas no gel. Para visualizacdo das
proteinas presentes, o gel foi corado com nitrato de prata.

O zimograma foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Heussen e
Dowdle (1980) utilizando SDS-PAGE contendo 0,1% de gelatina copolimerizada. Foram
aplicadas no gel, amostras de 30 uL de EBI de larvas L, homogeneizadas em tampédo da
amostra sem B-mercaptoetanol, ndo aquecidas com quantidades equivalentes a 1/4, 1/8 e 1/16
intestino.

As corridas eletroforéticas foram realizadas no aparelho Mini-Protean 3 Cell (Bio-
Rad) a 120 V até que o marcador azul de bromofenol atingisse a base do gel.

Apos a corrida, o gel foi lavado em uma solugdo aquosa de Triton X-100 2,5% durante
1 hora para retirada do SDS. O gel foi entdo incubado por 12 horas em tampao borato/NaOH
0,1 M pH 10,0,para que as enzimas pudessem agir sobre o substrato (gelatina).
Posteriormente o gel foi lavado em H,O destilada e em seguida corado por Comassie Blue
(solucédo de Azul de Comassie G-250 0,1%, metanol 25%, &cido acético 5%). Finalizada esta

etapa, o gel foi descorado em uma solucdo de metanol 10% e acido acético 5% para
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visualizacdo das bandas de gelatina digerida como regides ndo coradas em meio a um fundo

azul.

4.8 Determinagdo da massa molecular da enzima purificada por espectrometria de

massa

Amostras da enzima purificada foram analisadas por espectrometria de massa
utilizando o sistema MALDI-TOF AltoFlex 111 controlado pelo FlexControl™ software, do
Nucleo de Estrutura e Fungdo de Biomoléculas — ICB/UFMG, de acordo com o protocolo

usual deste nucleo.
4.9 Determinacdo do pH 6timo da atividade tripsinolitica de larvas de L. longipalpis

Para determinar as melhores condicGes de pH para atividade enzimatica foram
realizados ensaios enzimaticos utilizando o mesmo protocolo descrito na sessdo 4.6.2. Estes
ensaios foram realizados com a enzima purificada por cromatografia de afinidade utilizando
0s seguintes tampdes numa concentracdo final de 50 mM: acido citrico/NaOH (pH 4,0 a 5,0),
acido 4-morfolinoetanofulfénico (MES)/NaOH (pH 5,5 a 6,5), acido etanosulfénico-4-(2-
hidroetil)-1-1piperazina (Hepes)/NaOH (pH 7,0 e 7,5), Tris (hidroximetil) aminometano
(Tris)/HCI (pH 8,0 e 8,5), glicina/NaOH (pH 9,0 e 9,5) e carbonato de sédio/HCI (pH 10,0 a
11,0). Uma série de triplicatas sempre foi realizada para a quantificacdo da atividade

enzimatica.
4.10 Determinacao dos parametros cinéticos de Michaelis-Menten

Os ensaios para obtencdo da constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade
méaxima (Vmax) foram realizados com a enzima purificada utilizando o mesmo protocolo
descrito na sessdo 4.6.2. Os ensaios foram realizados em tampéo glicina/NaOH 0,1 M pH 9,5
com concentragdes de L-BApNA variando de 0,01 a 6 mM. As velocidades iniciais para cada
concentracdo foram determinadas a 410 nm para L-BApNA, em funcdo do tempo, utilizando-
se para os célculos, o coeficiente de extingdo molar especifico de 8.800 M™. Os resultados
obtidos foram expressos como pumoles de produto gerado por minuto. Os parametros cinéticos
foram obtidos por meio de regressdo néo-linear utilizando o software GraphPad Prism 5.0 for

Windows. Os experimentos foram realizados em uma série de trés repeticdes cada.
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4.11 Efeito dos modificadores quimicos na atividade tripsinolitica de larvas de L.
longipalpis

Diferentes inibidores de proteases foram testados quanto ao seu efeito sobre a
atividade proteolitica presente nas fracGes purificadas. Os ensaios de inibicdo foram
realizados utilizando o0s seguintes inibidores: benzamidina (1 a 5000 upM), 34
dicloroisocoumarina inibidor de serino protease (3,4-DCI) (1 a 1000 puM), inibidor de tripsina
de soja (Glycine max) (SBTI) (1 a 1000 nM), N-a-tosyl-L-lisine chloromethyl ketone (TLCK)
(1 a 1000 pM) e N-a-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK) (1 a 1000 pM). A
mistura dos reagentes foi previamente incubada por 5 minutos na presenca dos diferentes
inibidores de proteases e o L-BApNA foi adicionado subsequentemente, conforme foi

descrito anteriormente na se¢éo 4.6.2.

4.12 Efeito da concentragdo dos ions metélicos Ca** e Mg®* e EDTA na atividade
tripsinolitica de larvas de L. longipalpis

Para observar o efeito destes ions sobre a atividade enzimatica, solucdes de cloreto de
calcio (CaCly) e cloreto de magnésio (MgCl,) foram adicionadas ao ensaio realizado na se¢édo
4.6.2 , numa concentracdo final variando de 1 a 1000 uM. Ensaios realizados com adi¢céo de

EDTA, as concentragdes finais variaram de 0,75 a 75 mM.
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5.0 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 5.0 for Windows.
Varidveis com distribuicdo normal foram comparadas pelo Teste T (no caso de 2
grupos) ou ANOVA (no caso de mais de 2 grupos) seguida pelo teste de Tukey para

identificar diferenca entre os grupos. O nivel de significancia considerado foi p < 0,05.
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6.0 RESULTADOS
6.1 Atividades proteoliticas presentes em EBI de larvas (L4) de L. longipalpis

A cromatografia de filtracdo molecular em HPLC do EBI contendo o equivalente a
100 intestinos de larvas (L4) de L. longipalpis revelou um perfil cromatografico complexo,

indicando a existéncia de diversas proteinas de massas moleculares variadas (Figura 6).

Cada fracdo obtida na cromatografia foi utilizada para a realizagdo de diferentes
ensaios de atividade proteolitica com o objetivo de se obter um pico de atividade maxima e
relacionar este pico com o tempo de eluicdo. Apos a realizacdo dos ensaios com as fragdes, 0s
graficos resultantes revelaram a ocorréncia de pelo menos dois picos bem definidos para cada
atividade testada. O grafico referente ao ensaio de atividade de proteases totais (Figura 6.A)
revelou dois picos de alta atividade e um pico de baixa atividade apresentando tempos de
retencdo de 10,32, 16,92 e 21,21 minutos e massas moleculares de 133,90 kDa, 8,32 kDa e
2,07 kDa respectivamente. A presenca de trés picos de atividade indica a presenca de pelo

menos trés proteases de massas moleculares distintas atuando sobre o substrato.

Considerando o grafico referente ao ensaio de atividade de quimotripsina (Figura
6.B), p6de-se observar a ocorréncia de trés picos de atividade com tempos de retencdo de
10,65, 16,59 e 21,12 minutos respectivamente, coincidindo com os tempos de retencdo dos
picos do grafico anterior, 0 que nos leva a crer que a quimotripsina presente no EBI de larvas
de L. longipalpis é de fato responsavel por parte da protedlise da azocaseina. O aparecimento
de trés picos de atividade em tempos relativamente distantes sugere a ocorréncia pelo menos
duas isoformas de quimotripsinas de massas moleculares consideravelmente distintas, sendo
118,01 kDa, 12,15 kDa e 2,07 kDa.

O gréfico ilustrado na Figura 6.C representa o ensaio de atividade tripsinolitica sobre
o substrato L-BApNA. Neste gréafico, dois picos de atividade tripsinolitica foram revelados.
Entretanto, o primeiro pico que apresentou tempo de retencdo por volta de 10,65 minutos e
massa molecular de 133,90 kDa, demonstrou uma atividade relativamente baixa quando
comparada com a atividade observada no segundo pico que apresentou tempo de retencéo de
17,91 minutos e massa molecular de 7,33 kDa, 0 que nos leva a crer que uma provavel
interacdo indevida com a coluna ou a formagdo de complexos proteinas da dieta-tripsina

permitiu que uma pequena parte da tripsina fossem eluida precocemente. Esse pico de
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atividade corresponde a uma massa molecular de 7,33 kDa. Deste modo, deduz-se que

existam uma ou mais tripsinas atuando no intestino de larvas de L. longipalpis.

A massa molecular das enzimas foi calculada tendo como base o tempo de retengéo
destas moléculas na coluna, entretanto, as analises envolvendo o uso de padrdes de massa
molecular conhecido (albumina, anidrase carb6nica e citocromo C) forneceram valores que
ndo condizem com valores ja estimados por outras metodologias previamente realizadas. Uma
explicagdo para esses valores de massas moleculares incomuns pode ser devido a interacfes
indevidas das moléculas com a coluna de cromatografia ou mesmo interaces com demais

proteinas presentes no extrato de intestino das larvas.
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Figura 6: Perfil cromatografico do EBI de larvas (L) de L. longipalpis em coluna de gel
filtracdo. O EBI foi submetido a uma coluna de filtragdo molecular equilibrada com salina
0,9% em um fluxo de 200 pL/min. FracGes de 65 pL foram coletadas de 20 em 20 segundos e
utilizadas em ensaios enzimaticos. (A) Ensaio de atividade de proteases totais utilizando
azocaseina como substrato. (B) Ensaio de atividade quimotripsinolitica utilizando NS-Ala-
Ala-Pro-Phe-pNA como substrato. (C) Ensaio de atividade tripsinolitica utilizando L-BApNA
como substrato. (—) absorvancia das proteinas a 280 nm, (---) atividade enzimatica.
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6.2 Determinacao da participacdo da tripsina e quimotripsina na digestdo de proteinas
totais

Com o intuito de quantificar a parcela de contribuicdo da tripsina e de outras proteases
(principalmente quimotripsina) na digestdo de proteinas totais, a atividade tripsinolitica foi
inibida totalmente pela adicdo de benzamidina. O primeiro gréafico (Figura 7.A) exibe as
atividades de protedlise total (em cinza) e atividades de outras proteases (em preto) obtidas
em trés tempos diferentes. Observa-se de um modo geral que a atividade quimotripsinolitica e
de possiveis outras proteases foi responsavel por menos da metade da digestdo do substrato,

quando esta é comparada ao grupo controle, o qual a atividade de tripsina também esta
presente.

A quantificacdo da atividade de cada enzima foi entdo calculada através da diferenca
das médias dos valores encontrados para a atividade proteolitica total e da atividade
quimotripsinolitica, que foram expressos em porcentagem conforme o grafico representado na
Figura 7.B. Deste modo, as atividades tripsinolitica e quimotripsinolitica foram responsaveis
por 58% e 42% da digestdo do substrato respectivamente.
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Figura 7: Representacdo esquematica da contribuicdo da tripsina e quimotripsina
intestinais de larvas (L4) de L. longipalpis na digestdo de proteinas totais. A: Gréafico que
expressa a atividade de proteinas totais em cinza e a atividade quimotripsinolitica em preto.
Cada barra representa a média de trés repeti¢cbes (n=3). Linhas verticais sobre as barras
representam o desvio padrdo da média. B: Grafico que expressa em porcentagem a

participacdo de cada protease.
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6.3 Zimograma

A andlise do zimograma (Figura 8) de amostras de extrato bruto de intestino
apresentou apos descoloragdo, uma grande quantidade de bandas referentes as enzimas
capazes de digerir a gelatina presente no gel. P6de-se constatar uma grande variagcdo no que se
refere @ massa molecular dessas enzimas, uma vez que sdo observadas bandas com massa
molecular um pouco acima de 35 kDa bem como bandas com massa molecular superiores a
120 kDa. A andlise do gel em que a benzamidina (inibidor de tripsinas) foi adicionada as
amostras de EBI, assim como o tampdo de incubacdo, permite-nos observar o
desaparecimento das bandas de menor massa molecuar (= 35 kDa). Estes resultados indicam
que as tripsinas de larvas de L. longipalpis sdo as proteases digestivas de menor massa

molecular presentes no EBI.

EBI sem inibidor EBI com mibidor
1/4 1/8 1/16 1/4 178 1/16

kDa

120 —

8 —>

50—

35 —>

Figura 8: Efeito do inibidor de protease sobre a atividade proteolitica do extrato bruto
de intestino (EBI) de larvas de quarto estadio (L4) de L. longipalpis. A eletroforese foi
realizada em géis de acrilamida/bisacrilamida 10% copolimerizados com gelatina 0,1%. A
atividade proteolitica foi detectada apds a incubacdo dos géis por 12 horas a 25°C em tampéao
borato/NaOH 0,1 M pH 10,0. O ensaio proteolitico foi realizado com amostras equivalentes a
1/4, 1/8 e 1/16 de intestino na auséncia (controle) e presenca de benzamidina 5mM. Os
numeros a esquerda indicam a massa molecular aparente das bandas ativas expressas em
kiloDantons (kDa).
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6.4 Purificacdo da enzima semelhante a tripsina do intestino de larvas de L. longipalpis

O sobrenadante do extrato de intestino das larvas de L. longipalpis, obtido por
centrifugacdo foi aplicado diretamente em uma coluna de afinidade de p-aminobenzamidina-
agarose. O perfil cromatografico na Figura 9 mostra que a coluna utilizada foi eficiente
durante a etapa de purificacdo de tripsinas intestinais de larvas. A mudanca do pH de 8,0 para
2,0 foi capaz de eluir as enzimas ligadas a resina da coluna e uma alta atividade tripsinolitica
foi observada nas fracGes coletadas logo apo6s a eluicdo. Pela analise do cromatograma é
possivel observar a presencga de dois picos com atividade tripsinolitica, detectada usando L-
BApNA como substrato. O primeiro pico (fracbes 1-6) esta associado a protedlise nédo
especifica do substrato L-BApNA por outras enzimas com atividades semelhantes as de
tripsinas, e que estdo presentes no extrato de intestino de insetos (Terra e Ferreira, 1994). E
possivel também que a resina estivesse saturada com tripsina. As fracdes que apresentaram
alta atividade proteolitica (29 e 30) foram homogeneizadas e utilizadas posteriormente para
outros ensaios. Verificou-se que o perfil de proteina (Abs 280 nm) é coincidente com o perfil

de atividade (Abs 410 nm).
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Figura 9: Purificacdo de uma enzima digestiva semelhante a tripsina de L. longipalpis.
Cromatografia do extrato de intestino de larvas em uma coluna de p-aminobenzamidina-
agarose equilibrada com tampéo TRIS 0.1 M e 0.5 M de NaCl pH 8,0 e eluida com HCI 10
mM e 0.5 M de NaCl pH 2,0. O substrato usado foi L-BApNA. (®-) absorvancia das proteinas
a 280 nm, (-A) atividade enzimatica.
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Como se pode obervar na Tabela 1, a metodologia empregada para purificacdo de
tripsinas de larvas L, de L. longipalpis foi altamente eficiente. Em apenas uma etapa de
purificacdo, a atividade especifica de tripsina saltou de 54,4 U.ug™ para 2.511,5 U.ug™, o que
revelou um fator de purificacdo de 46,1. Alem disso, a perda de atividade total péde ser
considerada pequena, uma vez que esta sofreu uma reducéo de 84, 4 U no EBI para 65,3 U
nas fracoes purificadas, gerando um rendimento de 77,3%.

Tabela 1: Tabela de purificagéo de uma tripsina de L. longipalpis.

Proteina Atividade  Atividade o yinento Fator de

total total especifica o e X
. 7 urificacao
(mg) L) (U.mg?) (%)~ purificag
Extrato 1,55 84.4 54.4 100 1
bruto
Coluna de 0,026 65.3 25115 773 46,1
afinidade

A atividade enzimatica foi estabelecida a 410 nm, utilizando o substrato L-BApNA a 0,5 mM e pH 9,5.
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6.5 SDS-PAGE do extrato bruto de intestino e da enzima purificada de larvas de L.

longipalpis

A pureza das amostras obtidas apds a cromatografia de afinidade foi avaliada por
SDS-PAGE. Uma analise comparativa entre as amostras do extrato bruto de intestino e da
amostra purificada revelou apos coloracdo pela prata diversas bandas de massas moleculares
variadas presentes no EBI, ao passo que a amostra que continha a enzima purificada revelou
uma banda Unica de massa molecular de 20,6 kDa, demonstrando que a purificacdo foi bem
sucedida (Figura 10). Adicionalmente, a presencga de uma forte banda correspondente a banda
da enzima purificada, quando comparada as demais bandas presentes no EBI, sugere que

tripsinas estdo presentes em grande quantidade no intestino de larvas de L. longipalpis.

kDa
116.0->

622>

45.0->

184=>

Figura 10: SDS-PAGE do extrato bruto e do produto de eluicdo da cromatografia de
afinidade. A eletroforese foi realizada em gel de acrilamida/bisacrilamida 10% e ao final da
corrida o gel foi corado com solucdo de nitrato de prata. Os valores dos padrdes de massa
molecular estdo indicados por nimeros e setas ao lado esquerdo da figura.
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6.6 Determinacdo da massa molecular aparente da enzima purificada por

espectrometria de massa

A andlise de espectrometria de massa (Figura 11) do material purificado por
cromatografia de afinidade detectou uma massa molecular de 23.311,88 Da, resultado este

condizente com a faixa esperada para tripsinas de insetos (20 a 35 kDa).

—23311.88
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Figura 11: Andlise por espectrometria de massa em MALDI-TOF da tripsina
purificada.

6.7 Determinacédo do pH 6timo da atividade tripsinolitica de larvas de L. longipalpis

O efeito do pH sobre a atividade tripsinolitica da enzima purificada foi determinado
(Figura 12). A existéncia de um Unico pico sugere a presenca de uma Unica protease nas
fracdes obtidas pela cromatografia de afinidade. A atividade encontrada nos ensaios
realizados em pH 6,5 — 7 é baixa, e a medida que ocorre a alcalinizacdo do meio, verifica-se
um aumento na taxa de digestdo do substrato com atividade proteolitica maxima
compreendida entes os pHs 8,5 e 11. A atividade relativa de 100% refere-se a maior atividade

obtida, neste caso, 100% equivale a 95,2+8,1 U.ug™.
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Figura 12: Efeito do pH sobre a atividade tripsinolitica de larvas de quarto estadio (L)
de L. longipalpis usando L-BApNA como substrato. Cada ponto representa a média de trés

repeticdes (n=3). Linhas verticais sobre os pontos representam o desvio padrdo da média.

6.8 Determinacao dos parametros cinéticos enzimaticos sobre o L-BApNA

Os valores de Ky de 0,49 e erro padrdo de £0,043 mM e Vmax de 1,092 e erro padréo de
+0,067 umoles/min ! (Figura 13) foram obtidos através de regressdo ndo-linear, utilizando-se

a equacdo de Michaelis-Menten.
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Figura 13: Cinética de Michaelis-Menten de atividade da tripsina do intestino de larvas
de L. longipalpis usando o L-BApNA como substrato. A determinacdo dos parametros
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cinéticos foi realizada em pH 9,5 a 30°C utilizando diferentes concentragbes de L-BApNA
(0,1-6 mM) e mantendo-se constante a quantidade de enzima (0,2 Q).

6.9 Efeito dos modificadores quimicos na atividade tripsinolitica de larvas de L.

longipalpis

A enzima purificada de L. longipalpis foi também caracterizada mediante utilizagdo de
inibidores especificos (Figura 14). 3,4-DCI € um inibidor de serino proteases em geral, capaz
de inativar uma grande variedade de tripsinas, elastases, quimotripsinas (Harper et al., 1985).
O seu mecanismo de a¢do envolve a acilacdo de um sitio ativo de serina, com a concomitante
abertura do anel de cumarina (Powers et al.,, 1989). Este inibidor ndo apresentou boa
capacidade inibitoria, mesmo quando este foi utilizado em concentrac6es elevadas.

A benzamidina consiste em uma amidina aromatica sintética que inibe tripsinas por
competitividade (Mares-Guia, 1968). Este inibidor inibiu fortemente a atividade proteolitica
quando utilizado em concentragdes a partir de 100 pM.

O TLCK é uma cetona que promove alquilacdo do residuo de histidina da triade
catalitica da tripsina, exercendo assim um efeito de inibicao irreversivel sobre a enzima (Shaw
et al.,, 1965). Este inibidor causou uma reducdo significativa da atividade proteolitica
especifica de tripsina em concentragdes a partir de 10 uM.

A utilizacdo de SBTI, um inibidor competitivo reversivel de tripsinas, revelou uma
forte inibicdo da atividade proteolitica da enzima, mesmo quando utilizado em concentracfes
a partir de 10 nM.

O TPCK, um inibidor irreversivel de quimotripsinas e algumas cisteino proteases, ndo
demonstrou nenhum efeito inibitério sobre a atividade proteolitica em nenhuma das
concentracdes testadas. Estes resultados demonstram de fato que a enzima purificada trata-se

de uma tripsina e ndo de uma quimotripsina.
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Figura 14: Efeito de diferentes inibidores enzimaticos sobre a tripsina purificada de
larvas de L. longipalpis utilizando L-BApNA como substrato. Cada barra representa a
média de trés repeticdes (n=3). Linhas verticais sobre as barras representam o desvio padrao

da média e * indica diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. p < 0,05.
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6.10 Efeito da concentracdo dos fons metalicos Ca** e Mg”* e EDTA na atividade

tripsinolitica de larvas de L. longipalpis

O aumento da concentracéo dos fons metalicos Ca** e Mg®* ndo demonstrou nenhuma
alteracdo na atividade proteolitica da enzima purificada. Ensaios realizados com a enzima
purificada previamente incubada com EDTA demonstraram um decréscimo estatisticamente
significativo da atividade proteolitica quando submetidos a uma concentragdo minima de
18,75 mM de EDTA (Figura 15).
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Figura 15: Efeito da concentracdo dos fons metalicos Ca** e Mg* e de EDTA na
atividade tripsinolitica de larvas de L. longipalpis utilizando L-BApNA como substrato.
Cada barra representa a média de trés repeticbes (n=3). Linhas verticais sobre as barras
representam o desvio padrdo da média e * indica diferencas estatisticamente significativas

entre os grupos. p < 0,05.
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7.0 DISCUSSAO

Nas trés Ultimas décadas, a leishmaniose visceral ressurgiu no mundo de forma
preocupante. No Brasil, a expansdo da endemia tem sido constatada em vérias cidades,
incluindo grandes centros urbanos ocasionando um aumento expressivo no nimero de o6bitos.
Considerando-se a inexisténcia de vacinas eficientes e os sérios efeitos colaterais das terapias
tradicionais, novas abordagens para o controle da leishmaniose visceral sdo de grande
necessidade.

As limitacdes de métodos tradicionais de controle de vetores como resisténcia a
inseticidas, custos elevados, grande impacto ecoldgico devido aos residuos toxicos e agressao
a outras espécies indicam a necessidade de elaboracdo de novas técnicas mais eficientes. Com
0 surgimento da transgenia, o estudo da fisiologia digestiva de flebotomineos tornou-se mais
facil. Atualmente ndo existe nenhuma forma de controle eficiente das formas imaturas de
flebotomineos, logo, o entendimento da digestdo em espécies de interesse associada a
manipulacdo genética das mesmas representam uma abordagem alternativa de controle. Além
disso, o desenvolvimento de técnicas capazes de interferir em alvos moleculares, 6rgdos ou
tecidos onde ocorrem as interagdes parasito-vetor poderiam alterar significantemente sua
capacidade vetorial, conforme ja foi descrito na literatura para algumas espécies de culicideos.

Proteinas sdo de longe os nutrientes mais abundantes em uma refeicdo sanguinea,
estando presentes também em grande quantidade na matéria organica em decomposicao que
serve de alimento para as formas imaturas. Logo, é de se esperar que as principais enzimas
digestivas de insetos hemat6fagos sejam proteases. Neste contexto as tripsinas sdo
consideradas as principais enzimas responsaveis pela digestdo de proteinas nestes insetos
(Lehane, 1994), salvo raras excecdes tais como os barbeiros (Hemiptera), que possuem
cisteino e aspartil-proteases atuando em pH &cido no intestino médio posterior (Terra e
Ferreira, 1994).

Outras serino proteases tais como as quimotripsinas parecem possuir uma distribuicao
semelhante as das tripsinas entre os insetos (Applebaum, 1985). Os resultados obtidos nos
ensaios de proteases totais, e 0s que utilizaram substratos sintéticos especificos (Figura 6)
mostram que as proteases digestivas presentes em larvas de L. longipalpis sdo serino
proteases semelhantes as tripsinas e quimotripsinas. Embora outras endoproteases possam
também estar presentes, 0 uso de diferentes inibidores de proteases como os utilizados por

Fazito do Vale et al.,, (2007) indicam que estas duas enzimas constituem as principais
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endoproteases digestivas de larvas de L. longipalpis. Utilizando EBI de larvas L4, 0s autores
descreveram a presenca de tripsinas e quimotripsinas secretadas no intestino anterior e a
capacidade destas de digerir o substrato azocaseina em varias faixas de pH, especialmente em
pH alcalino (pH 11). Adicionalmente, estas enzimas foram descritas em larvas e adultos de L.
anthophora (Mahmood e Borovysky, 1992; 1993), em adultos de L. longipalpis (Gontijo et
al., 1998; Telleria et al., 2007; 2010) e também em adultos de outras espécies de
flebotomineos tais como P. papatasi (Borovsky e Schlein, 1987; Valenzuela, 2003) e P.

langeroni (Dillon e Lane, 1993).

A quantificacdo comparativa da atividade tripsinolitica e quimotripsinolitica do EBI de
larvas de L. longipalpis revelou que tripsinas sdo mais atuantes na digestdo de proteinas totais
guando comparadas com as quimotripsinas nas condi¢des dos ensaios testados (Figura 7).
Curiosamente, efeito contrario foi observado por Mahmood e Borovysky (1992), ao
quantificarem por meio de ensaios de proteases totais a atividade enzimética destas enzimas
em larvas de L. anthophora. Os autores concluiram que a atividade quimotripsinolitica é
consideravelmente maior comparada com a atividade tripsinolitica. Entretanto, ao avaliarem a
digestdo em adultos, os autores constataram haver um predominio de atividade tripsinolitica
(Mahmood e Borovysky, 1993).

A andlise do zimograma revelou vérias bandas de endoproteases que correspondem a
diferentes isoformas de tripsinas e quimotripsinas presentes em EBI de larvas L, de L.
longipalpis (Figura 8). Resultados semelhantes foram observados por Fazito do Vale et al.,
(2007) ao descreverem 11 bandas de endoproteases reveladas mediante a utilizacdo da mesma
técnica. Mahmood e Borovysky (1992), utilizando uma técnica onde o sitio ativo das enzimas
foi marcado radioisotopicamente com [1,3-*H] diisopropilfluorofosfato ([1,3-*H] DIP), um
inibidor irreversivel de serino proteases, descreveram 12 bandas, entretanto, os autores deste

estudo ndo determinaram a massa molecular destas isoformas.

Segundo Terra e Ferreira (1994), a massas moleculares de tripsinas e quimotripsinas
de insetos costumam ser baixas, variando de 20 a 35 kDa. Embora nossos zimograma tenham
revelado bandas acima de 35 kDa para tripsinas e acima de 120 kDa para quimotripsinas,
nossos resultados de eletroforese com a proteina purificada e a espectrometria de massa
desmentem esta interpretacdo. O grande nimero de bandas presentes no zimograma se deve
provavelmente a algum artefato. Alguns estudos utilizando larvas de outros insetos indicaram
gue endoproteases de massas moleculares elevadas podem estar presentes no intestino.

Oliveira et al., (2005) descreveram tripsinas de 66-91 kDa no intestino de larvas de Anticarsia
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gemmatalis (Lepidoptera). Endoproteases semelhantes as tripsinas e quimotripsinas de massas
moleculares incomuns também foram descritas para L. longipalpis (33-102 kDa) por Fazito
do Vale et al., (2007), A. aegypti (20-250 kDa) por Mesquita-Rodrigues et al., (2011) e C.
quinqguefasciatus (11-130 kDa) por Borges-Veloso et al., (2012).

Devido ao fato da técnica de SDS-PAGE co-polimerizada com gelatina detectar a
atividade de proteases, estas proteinas ndo sdo completamente desnaturadas. Portanto, a massa
molecular calculada para as bandas que indicam a atividade proteolitica devem ser
consideradas apenas como uma estimativa muito groceira. O fato das amostras de proteinas
ndo serem fervidas na presenga de SDS e [-mercaptoetanol, pode predispor a formacdo de
agregados proteicos resultando em bandas de alto peso molecular. Além disso, é possivel que
a ligacdo das proteases as moléculas de SDS esteja acontecendo em um grau sub-6timo. Isso
daria aos complexos uma relacdo carga/massa alterada e consequentemente uma migracao
alterada no gel. Assim estes fatores em conjunto podem atrasar a migracdo das proteases,
causando a falsa impressao de uma elevada massa molecular (Nauen et al., 2001; Mesquita-
Rodrigues et al., 2011).

Contudo, uma analise em SDS-PAGE em que uma amostra da enzima purificada foi
desnaturada pelo calor na presenga de SDS e [-mercaptoetanol (Figura 10), permitiu-nos
avaliar mais precisamente a massa molecular desta tripsina. Deste modo obteve-se o valor de
20,6 kDa, valor este muito semelhante ao valor encontrado pela analise de espectrometria de
massa (Figura 11) que nos forneceu o valor de 23311,88 Da, demonstrando haver uma certa
congruéncia entre as duas técnicas. Estes resultados estdo de acordo com os dados citados na
literatura, uma vez que em insetos enzimas intestinais semelhante as tripsinas tem sido
reportadas com massas moleculares compreendidas numa faixa entre 20 e 35 kDa por Terra e
Ferreira (1994) e 18 e 25 kDa por Novillo et al., (1999).

O fato de tripsinas possuirem massa molecular reduzida consiste em um aspecto
interessante, considerando o fato de que em larvas de L. longipalpis estas enzimas séo
produzidas na por¢do anterior do intestino médio e posteriormente secretadas no espacgo
ectoperitréfico. Deste modo, as enzimas precisam ultrapassar 0s poros da membrana
peritrofica para atuarem na digestdo inicial de proteinas dentro do espaco endoperitrofico por
um processo conhecido como mecanismo de contracorrente, descrito por Dow (1981) e

responsavel pela reciclagem de enzimas digestivas sollveis (Terra, 1998, 1990).
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Segundo Terra e Ferreira (1994), os complexos formados por endopeptidases e
proteinas dietéticas tém seus tamanhos reduzidos pela acdo proteolitica, sendo assim capazes
de ultrapassar a membrana peritrofica e ganhar o espaco ectoperitrofico por intermedio deste
mecanismo de contra corrente. Uma vez presentes no espacgo ectoperitréfico, os nutrientes ja
digeridos sdo absorvidos pelas microvilosidades do epitélio intestinal e as endopeptidades
podem se difundir de volta ao espago endoperitrofico para serem posteriormente reutilizadas
(Fazito do Vale et al., 2007). Entretanto, a ideia de que estas enzimas necessitam de possuir
massa molecular reduzida ndo € tdo restrita, tendo em vista que Edwards e Jacobs-Lorena
(2000) observaram que a membrana peritréfica de larvas de A. aegypti e A. gambiae séo
permeéveis a moléculas de até 148 kDa.

Apesar da ocorréncia de dois picos de atividade tripsinolitica no cromatograma
(Figura 9), o segundo pico eluido € o que corresponde as fracGes purificadas pela
cromatografia de afinidade em coluna de p-aminobenzamidina-agarose, exibindo um fator de
purificacdo de 46,1 vezes. Um pico de menor atividade sobre o substrato L-BApNA foi
observado juntamente com as proteinas intestinais que ndo se ligaram a coluna de afinidade
(fracdes 1-6). Uma possivel explicacdo para isso seria hidrolise ndo especifica do substrato L-
BApNa, exercida provavelmente por enzimas intracelulares tendo em vista que outras
enzimas s3o capazes de agir sobre este substrato (Terra e Ferreira, 1994). E possivel também
que, durante a cromatografia, algumas moléculas de proteinas, presentes no EBI estivessem

competindo com a coluna pela ligacdo as moléculas de tripsina.

O pH do conteddo intestinal é um fator interno importante que afeta diretamente a
atividade das enzimas digestivas. Tem sido descrita em vérias espécies de insetos a
determinacdo dos valores de pH luminal juntamente com o pH 6timo de suas enzimas
digestivas. (Terra e Ferreira, 1994). Estes estudos afirmam que ha uma correlacdo entre pH

6timo das enzimas e o pH no limen intestinal de insetos (Applebaum, 1985).

Estudos realizados com larvas de A. aegypti (Mesquita-Rodrigues et al., 2011) e C.
quinquefasciatus (Borges-Veloso et al., 2012) relatam a ocorréncia de atividade de serino
proteases em diversas faixas de pHs (3,5-10). Entretanto, a intensidade do perfil proteolitico
foi drasticamente reduzida nos pHs 3,5 e 5,5 quando comparados aqueles obtidos nos pHs 7,5
e 10. Esses valores de pH 6timo para atividade de serino proteases estdo de acordo com o
ambiente alcalino presente no interior do intestino médio tanto de larvas como em mosquitos
adultos (Boudko et al., 2001a, Boudko et al., 2001b; del Pilar Corena et al. 2004; del Pilar

Corena et al. 2005).
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Nossos resultados indicam que, como nos demais insetos, tripsinas em L. longipalpis
também possuem atividade méaxima em pH bastante alcalino. Conforme ilustrado na Figura
12, a determinacdo do pH oOtimo da enzima purificada exibiu um pico de atividade

compreendido entre os pH 8,5 e pH 10.

Experimentos semelhantes realizados por Fazito do Vale et al., (2007), descreveram a
ocorréncia de dois picos de atividade tripsinolitica (pH 8,5 e pH 10) ao utilizarem EBI de
larvas de L. longipalpis. Segundo os autores, a presenca de mais de um pico de atividade na
curva de pH indicaria a existéncia de isoenzimas de tripsinas atuando na digestdo de
proteinas. Tendo em vista nossos resultados, é possivel que estes dois picos de atividade

sejam uma decorréncia dos tampdes utilizados no estudo.

Mediante a utilizacdo de corantes vitais, 0s autores estimaram os valores de pHs no
limen intestinal das larvas. Os valores de pH encontrados ao longo do intestino médio foram
de > 9 para a porcao anterior, entre 7,5 e 8,5 para a por¢cdo mediana e entre 6,5 e 7 para porgéo
posterior. Adicionalmente estas diferentes porcdes foram testadas para atividade de
endoproteases totais e aminopeptidases, onde foi observada uma maior atividade de
endoproteases na porcao anterior, enquanto que na por¢do posterior foi observada uma maior

atividade de aminopeptidases atuando melhor em pHs proximos da neutralidade.

Telleria et al., (2010) avaliando o perfil proteolitico do EBI de fémeas de L.
longipalpis em SDS-PAGE co-polimerizado com gelatina, concluiu que em flebotomineos
adultos a atividade proteolitica maxima ocorre em pH 8, confirmando os resultados prévios
em que Gontijo et al., (1998) obtiveram dados semelhantes ao ensaiar a atividade enzimatica
utilizando um substrato sintético especifico para tripsina (L-BApNA) em diferentes faixas de
pH (5-8,5). Estes achados, aliados aos de Fazito do Vale et al., (2007) reforcam a ideia de
Applebaum (1985) na qual o autor sugere que ha uma correlacdo direta entre pH étimo de

enzimas e pH do limen intestinal.

Os parametros cinéticos (figura 13) encontrados para a enzima purificada de L.
longipalpis assemelham-se aos de tripsinas de outros insetos. O valor de Ky obtido neste
trabalho para L-BApNA (Ku = 0,49 mM) encontra-se na faixa de valores encontrados para
tripsinas de outros insetos tais como o de Musca domestica (Ky = 0,12 mM) (Lemos e Terra,
1992), Locusta migratoria (Ky = 0,47 e 0,26 mM) (Lam et al., 2000), Periplaneta americana
(Km = 0,12 mM) (Lopes e Terra, 2003), A. gemmatalis (Ky = 0,32 mM) (Oliveira et al., 2005)
e Sitophilus zeamais (Ky = 0,34 mM) (Silva et al., 2010).
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A atividade proteolitica da enzima purificada do EBI de L. longipalpis foi fortemente
inibida por inibidores classicos de serino proteases benzamidina, SBTI e TLCK e nenhum
efeito inibitorio foi observado na presenca de TPCK que é um inibidor especifico de
quimotripsinas (Figura 14). Estes dados estdo de acordo com o0s de varios autores que
realizaram a purificacdo parcial de tripsinas de intestinos de outras espécies de insetos. A
titulo de exemplo temos Lymantria dispar (Valaitis, 1995), Ostrinia nubilatis (Bernardi et al.,
1996), L. migratoria (Lam et al., 2000), A. gemmatalis (Oliveira et al., 2005), e S. zeamais
(Silva et al., 2010). E interessante ressaltar que dentre todos os inibidores utilizados, o SBTI
foi 0 que mostrou maior inibicdo da atividade tripsinolitica, discordando das proposicdes de
Oliveira et al., (2005), ao sugerir que este inibidor ndo deve alterar a atividade de proteases de

insetos exercendo efeito apenas em tripsinas de mamiferos.

O inibidor de metaloproteases EDTA diminuiu a atividade proteolitica da enzima
purificada de L. longipalpis quando utilizado em concentragdes iguais ou superiores a 18,75
mM. Deste modo, o efeito inibitério da atividade enzimética causado pelo EDTA deve ter
sido ocasionado pelas altas concentracfes do inibidor e ndo pelo sequestro de ions metalicos
associados a enzima, uma vez que o0s ensaios realizados com diferentes concentracdes dos
fons metéalicos Ca?* e Mg?* ndo monstraram diferencas para os diferentes grupos testados
(Figura 15). Estes resultados estdo de acordo com diversos estudos presentes na literatura que
afirmam que algumas propriedades das tripsinas de insetos sdo diferentes das de vertebrados,
uma vez que tripsinas de insetos ndo sdo ativadas ou estabilizadas por fons Ca®* (Levinsk et
al., 1977; Jonhston et al., 1991; Lemos e Terra, 1992). Contrastando estas evidéncias, Oliveira
et al., (2005) sugeriram que uma enzima digestiva semelhante a tripsina de A. gemmatalis
parece ser estabilizada por fons Ca®* & semelhanca do que ocorre com tripsinas de vertebrados
(Dias e Rogana, 1986).

Este trabalho relata pela primeira vez a purificacdo e caracterizacdo de uma enzima
semelhante a tripsina presente no intestino de larvas de L. longipalpis. Trabalhos recentes que
abordam a participacdo de algumas enzimas envolvidas na digestao de carboidratos (Fazito do
Vale et al.,, 2012; Moraes et al.,, 2012), aliados aos resultados aqui presentes, vem a

acrescentar mais informag6es ao conhecimento da biologia digestiva das larvas desta espécie.
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8.0 CONCLUSOES

A digestdo de proteinas em larvas de Lutzomyia longipalpis é realizada principalmente por

serino proteases semelhante as tripsinas e quimotripsinas.

A atividade tripsinolitica € responsavel pela maior parte da protedlise no intestino de larvas de

Lutzomyia longipalpis quando comparada com a atividade quimotripsinolitica.

As anélises em SDS-PAGE e espectrometria de massa (MALDI-TOF) demonstraram que a
proteina purificada por cromatografia de afinidade em coluna de p-aminobenzamidina-

agarose possui massa molecular de 23 kDa.
A enzima purificada possui atividade maxima em pH alcalino.

O valor de Ky, obtido para enzima purificada utilizando L-BApNA foi de 0,49 mM EP+0,043,
no pH 9,5 a 30°C.

O uso de inibidores especificos mostrou que a enzima purificada é uma serino protease

semelhante a tripsina.
A enzima purificada ndo € ativada pelos ions metalicos testados.

A atividade enzimaética da enzima semelhante a tripsina ndo € inibida por EDTA.
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