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RESUMO

CARACTERIZA(}AO ENZIMATICA DE CISTEiNQ-PROTEASES
PARCIALMENTE PURIFICADAS DO INTESTINO MEDIO DE Anticarsia
gemmatalis

A cultura da soja esté sujeita ao ataque de diferentes espécies de insetos. O uso de bioinseticidas
afeta o0 desenvolvimento de insetos, controlando seu nimero na lavoura sem afetar 0 meio
ambiente e 0 homem. Os inibidores de proteases destacam-se como uma ferramenta para
minimizar o ataque de pragas a cultura. O objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimico e
cineticamente cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino-medio de Anticarsia
gemmatalis e prover informacdes para o ajuste do uso de inibidores de proteases no controle
desta praga. Para a obtencdo do extrato enzimatico foram rompidos cinco intestinos de
Anticarsia gemmatalis no 5° instar. Posteriormente, cisteino-proteases do intestino médio de
foram parcialmente purificadas utilizando-se precipitacdo diferencial com 30 — 60% de
(NH4)2SO4 e cromatografia de afinidade com coluna de aprotinina-agarose. Todas as proteinas
que apresentaram atividade proteolitica, com excessao das serino-proteases, que ficaram retidas
a coluna, foram reunidas em um pool enzimatico e caracterizadas utilizando o substrato
sintético L-BApNA na presenca do inibidor de serino-proteases benzamidina. Para aumentar a
purificacdo do extrato, uma nova etapa de purificacdo utilizando-se uma coluna de Thiol-
sepharose, especifica para cisteino-proteases, foi testada. No entanto, ndo se obteve fracGes
proteicas com atividade enzimatica ap0s essa etapa. A caracterizagdo prosseguiu entdo
utilizando o pool enzimatico obtido com a coluna de aprotinina-agarose. Avaliando o efeito do
pH sobre a atividade enzimatica, foram observados trés picos de atividade, sendo o pH 8,0 o de
maior atividade. Com relacédo aos efeitos da temperatura, foram observados dois picos menores
a 20°C e entre 35 — 45°C, e 0 pico de maior atividade foi entre 55-60°C. O Kwm app Obtido foi de
0,74 mM e a Vmasapp f0i 0,8 uM.mint, Em maiores concentragdes de calcio as cisteino-proteases
parcialmente purificadas apresentaram melhor desempenho, tendo a melhor atividade em
30mM, podendo desta forma serem consideradas célcio-dependentes. Nos ensaios de inibicdo
foram testados EDTA (inibidor de metalo-proteases), Pepstatina A (inibidor de aspartil-
proteases), Aprotinina e TLCK (ambos inibidores de serino-proteases). Apenas 0 ensaio com
EDTA apresentou resultado significativo, afirmando que as enzimas sdo calcio-dependentes.
Pepstatina A, Aprotinina e TLCK néo apresentaram efeito significativo sobre a atividade de
cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis. A presenca do inibidor de serino-
proteases benzamidina e do agente redutor DTT no meio reacional, juntamente com o teste de
dois inibidores de serino-proteases aprotinina e TLCK comprovam a atividade de cisteino-
proteases testadas no presente trabalho.

Palavras-chave: Lepidoptera. Soja. Inibidores de proteases.



ABSTRACT

The soybean crop is up to be attacked by many herbivores. The use of bioinsecticides affects
insects development, controlling their number in agriculture without affecting the environment
and human health. Protease inhibitors have been highlighted as a tool to minimize damage
caused by herbivores in agriculture. The objective of this study was to purify and characterize
biochemical and kinetically cysteine proteases produced in the intestinal tract of caterpillar
Anticarsia gemmatalis and provide information for the adjustment of the use of protease
inhibitors to control the caterpillar. In order to obtain the enzyme extract five intestine cells
suffered disruption of 5™ instar A. gemmatalis. After that, Cysteine proteases of Anticarsia
gemmatalis midgut were partially purified using differential precipitation with 30-60%
(NH4)2S04 and affinity chromatography with aprotinin-agarose column. All the proteins which
presented proteolytic activity, except serine-proteases which stayed stucked in the column, were
put together in an enzymatic pool and characterized using the syntetic substrate L-BApNA in
the presence of the serine protease inhibitor benzamidine. Looking for purifying the enzymatic
substrate even more, a new purifying step was tried using a thiol-sepharose column, specific
for cysteine-proteases. However, after this step the protein fraction did not show enzymatic
activity. The characterization was made using the enzyme obtained from the pool aprotinin-
agarose. Assessing the effect of pH on the enzymatic activity, three activity peak were observed
and the hightest activity was at 8,0. Regarding the influence of temperature, we observed two
peaks with more discrete activity at 20°C and between 35-45°C, and a pronounced peak of
activity between 55-60°C. The Kwmapp Obtained was 0.74mM and Vmaxapp Was 0.8 pM.min™ In
rising concentrations of calcium cysteine-proteases partially purified showed best performance,
with highest activity in 30mM, by this reason being considered calcium dependent. In inhibition
assays were tested EDTA (an inhibitor of metallo proteinases), pepstatin A (aspartyl protease
inhibitor), aprotinin and TLCK (both serine-protease inhibitors). The only significant result was
observed for rising concentrations of EDTA, giving more cues for the calcium dependent
aspect. Pestatin A, aprotinin and TLCK had no significant effect on the activity of partially
purified cysteine-proteases from A. gemmatalis. The presence of the serine protease inhibitor
benzamidine and the reducing agent DTT in the reaction medium together with the two
inhibitors of serine proteases TLCK and aprotinin demonstrate the activity of cysteine proteases
tested in this study.

Keywords: Lepidoptera. Soybean. Protease-inhibitors



1. INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max) tem grande importancia para o cenario econémico
nacional, sendo a soja um dos principais produtos do agronegocio brasileiro. A soja é plantada
praticamente em todo territorio nacional, sendo o Brasil o segundo maior produtor do grdo no
mundo (CONAB, 2016). Acreditar positivamente na producdo de soja do Brasil é um
pensamento muito valido, ja que entre os paises produtores da oleaginosa o Brasil figura entre
0s que apresentam as melhores condi¢des para expandir a producdo. No entanto, existem alguns
fatores que atrapalham o pais a chegar na posi¢do de lider em producédo de soja, dentre estes se
destaca perdas por diversas pragas.

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de pragas durante todo o seu ciclo, e o0s insetos,
principalmente na fase larval, representam um importante prejuizo, pois afetam tanto a planta
guanto a semente, podendo reduzir a qualidade de ambas, causando perdas significativas do
rendimento da cultura, necessitando ser controlados (EMBRAPA, 2008). As préprias plantas
possuem mecanismos de defesa contra 0 ataque de patdgenos, muitos destes atuando em
enzimas presentes na praga. As enzimas digestivas de lepiddpteras de varias espécies tém sido
bastante estudadas. Contudo, pouco se sabe sobre as proteases digestivas de Anticarsia
gemmatalis, embora esta permaneca figurando como uma das principais pragas da sojicultura.
A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), é uma das
principais pragas que atacam a soja no Brasil, sendo encontrada em todos os locais de cultivo.
E uma praga desfolhadora, que mesmo em baixas densidades populacionais pode causar
prejuizos a lavoura, que véo desde o desfolhamento até a destruicdo completa das plantas. Esse
desfolhamento tem como consequéncia 0 compromentimento da fase de enchimento das
vagens, o0 que afeta a producdo dos grdos. A fase imatura do inseto é generalista e pode se
alimentar de outras espécies de vegetais causando prejuizos em outras culturas, como alfafa,
amendoim, arroz, ervilha, feijdo, vagem e trigo (BATISTA et al., 2005).

O entendimento das enzimas digestivas dos insetos pode ser a chave para o
desenvolvimento de métodos alternativos de controle. Entendendo 0 mecanismo enzimatico e
catalitico, bem como o sitio ativo dessas enzimas, poderao ser adicionados ao genoma da planta
codigos para sintese de proteinas e/ou peptideos inibidores ou esses peptideos sintéticos
poderdo ser pulverizados diretamente na cultura, minimizando o uso dos inseticidas quimicos

tradicionais. Portanto, a caracterizacdo das proteases as quais os inibidores irdo atuar é



necessaria para conhecimento de seus mecanismos cataliticos, e dessa forma ter informaces
suficientes para o uso efetivo de inibidores de proteases no controle de pragas.

Estudos com as serino-proteases purificadas do intestino médio de Anticarsia
gemmatalis foram realizados, sendo verificada a presenca de enzimas com atividade de
tripsinas-like ligadas a membrana do intestino do inseto e também presente no extrato soltvel
intestinal (OLIVEIRA et al., 2005). Também foram caracterizadas as serino-proteases do
extrato bruto sintetizado por bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis, onde foi
observado que as caracteristicas dessas enzimas bacterianas se assemelharam com as serino-
proteases presentes na fracdo sollvel (produzida pelo préprio inseto) e na fracdo insolavel
(proteases ligadas a membrana) extraidas do intestino A. gemmatalis (PILON, 2008). Porém,
poucos estudos foram feitos com cisteino-proteases, que sdo enzimas proteoliticas que agem
via ataque nucleofilico do anion sulfeto, no sitio ativo, a ligacéo peptidica (KUNAKBAEVA et
al., 2003). O sitio ativo de uma cisteino-protease é composto por um residuo de cisteina, por
um de asparagina e um de histidina na triade catalitica.

Neste contexto o presente trabalho teve como objetivo a purificacdo parcial e a
caracterizacdo cinético-enzimatica de cisteino-proteases de A. gemmatalis, buscando elucidar
as estruturas das proteases digestivas desse inseto, visando impedir prejuizos na cultura da soja,

bem como auxiliar pesquisas futuras relacionadas ao controle de pragas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Criacao da lagarta da soja

Foram mantidos no Laboratorio de Insetos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFV ovos de A. gemmatalis, a temperatura média de 25°C e 70% de umidade
relativa. Apos a eclosdo dos ovos as lagartas foram mantidas em potes plasticos e alimentadas
com dieta artificial. As pupas obtidas foram mantidas em um gaiola de madeira e os adultos
emergidos foram alimentados com solugdo nutritiva, embebida em algod&o e colocada no fundo
da gaiola. As posturas de A. gemmatalis foram coletadas em papéis que revestiam internamente
a gaiola. As folhas com ovos foram retiradas e cortadas em tiras de aproximadamente 5cm de

largura x 10cm de comprimenta e colocadas em potes plasticos juntamente da dieta artificial.

2.2.  Preparo da dieta

A dieta artificial € composta por feijdo mulatinho cozido, levedo de cerveja, germe de
trigo, proteina de soja, caseina, gar e agua. A agua é levada ao fogdo em uma panela e logo
apos fervida adiciona-se o &gar. A esta mistura foram adicionados os outros ingredientes, 0s
quais foram misturados com o auxilio de um liquidificador industrial. Em seguida foi
adicionado acido ascérbico (6g), acido sorbico (3g), nipagin (metilparabeno) (5g), formol 40%
(6mL) e 10mL de solucdo vitaminica composta por niacinamida (1mg), pantotenato de calcio
(Img), tiamina (0,25mgq), riboflavina (0,50mg), piridoxina (0,25mg), acido félico (0,25mg),
biotina (0,02mg), inositol (20mg), 4gua (1L) até formar uma pasta homogénea que entdo é
transferida, ainda quente, para um ou dois recipientes plasticos com tampa. A dieta entdo sera
levada ao germicida e entdo refrigerada a 4°C.

Quadro 1 — Composicao da dieta artificial

INGREDIENTES | CONCENTRACAO (g/ 100g de mistura)
Feijdo mulatinho 4,8
Levedo de cerveja 2,4
Gérmen de trigo 3,8
Proteina de soja 3,8
Caseina 1,9
Agar-agar 1,34
Acido ascorbico 0,23
Acido sorbico 0,11
Solucgdo vitaminica 0,38
Nipagin 0,19
Formol 40% 0,23




2.3.  Obtencédo do extrato enzimatico bruto

Foram dissecadas 50 larvas de Anticarsia gemmatalis de 5° instar e obtidos os intestinos.
Os intestinos foram colocados em 10mL de solugdo HCI 10 M a 4°. Para obtencgdo dos
extratos enzimaticos os intestinos foram macerados em gral de porcelana com auxilio de pistilo
e nitrogénio liquido. O extrato obtido foi centrifugado em tubos eppendorf de 10mL com
rotagcdo 25.500 g por 10 minutos a 4°C (OLIVEIRA et al., 2005). O sobrenadante foi separado
e mantido a -80°C para as futuras anélises.

2.4.  Avaliacdo da atividade enzimatica de cisteino-proteases

O meétodo utilizado para avaliacdo de atividade de cisteino proteases foi descrito por
Erlanger et al. (1961) com modificagdo (MENDONCA et al., 2011). Foram adicionados 250
uL da solucdo de L-BApNA 2,4 mM, 250 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo DTT
5 mM, para garantir que 0s grupos tiol das cisteino proteases figuem reduzidos, 50 pL de
benzamidina inibidor de serino-proteases 12mM, para que apenas a atividade de cisteino
proteases seja avaliada, tendo em vista que serino-proteases também utilizam como substrato
L-BApNA, e ao final 50 pL do extrato enzimatico. A reacdo foi paralisada ap6s 15min a
temperatura ambiente, pela adicdo de &cido acético. No final, foram feitas as leituras no

espectofotrometro a 410nm. O experimento foi realizado em triplicata.

2.5.  Precipitacdo diferencial com Sulfato de Amonio [(NH4)2SO4]

Apds a obtencdo do extrato bruto, 5mL deste foram precipitados com 30% de sulfato
de aménio. A quantidade necesséario de sal para atingir 30% foi adicionada ao extrato
enzimatico bruto, que ficou por agitacdo durante 60min a 4°C. A mistura foi centrifugada a
12000 g por 30min a 4°C. A fracdo soltvel foi entdo precipitada com 60% de sulfato de aménio.
O pellet foi ressuspendido em 1,0mL de tamp&o Tris-HCI 10° M pH 7,5 e dialisado overnight
em 200 mL do mesmo tampdo a 4°C. O dialisado foi centrifugado a 20000g por 60min a 4°C
para remogdo de impurezas. Apds cada etapa de precipitacdo, a atividade enzimatico do extrato
foi avaliada.

2.6.  Coluna de afinidade Aprotinina-agarose para Serino-proteases

Aliquota de 1mL do dialisado foi aplicada na coluna de afinidade Aprotinina-agarose

sob o fluxo de ImL/min e fragdes de 1mL foram coletadas. A elui¢do da coluna foi feita com

tampé&o Tris-HCI 0,01 M pH 7,5 e 1,5 M NaCl. Para detectar atividade proteica nas fragoes



coletadas, foram feitas leituras de absorbancia a 280nm. Foram avaliadas as atividades
enziméticas das fracbes, com o objetivo de detectar cisteino-proteases. As fragdes que
apresentaram atividades foram reunidas para a realizacdo dos ensaios para caracterizagdo

enzimatica.

2.7.  Eletroforese

Ap0s cada etapa de purificacéo as fracbes foram dissolvidas em tampéo Tris-HCI (80
mM, pH 6,8, 2% de SDS, 12% de glicerol, 5% de B-mercaptoetanol e 0,05% de azul de
bromofenol). A revelagdo dos géis foi feita com nitrato de prata, de acordo com procedimento
descrito por Blum et al. (1987).

2.8. Efeito do pH e Temperatura

Para alcancar os valores desejados, na avaliagdo do efeito do pH foram utilizados
tampBes Macllvaine na faixa de 3,0 a 7,5 e tampGes Tris-HCI na faixa de 8,0 a 10,0. Ja nas
avaliaces de temperatura, foi utilizado banho maria na faixa de 10 a 65°C com as amostras
mantidas a pH 8,0. A atividade enzimatica do extrato parcialmente purificado foi entdo feita de
acordo com o procedimento descrito para avaliagdo da atividade enzimatica de cerino-
proteases. Os experimentos foram realizados em trés repetigdes e em duplicata.

2.9.  Efeito das concentracgdes de ions Célcio

Foram avaliados efeitos das concentragdes de ions célcio, com concentracfes de CaCl.
variando de 5 a 30mM, manutenc¢éo do pH igual a 8,0 com utilizagdo de tampé&o Tris-HCI 0,1
M. A atividade enzimatica foram analisadas de acordo com o protocolo para determinacdo da
atividade de cisteino-proteases. Os experimentos foram realizados em trés repeticdes e em

duplicata.

2.10. Determinacao de parametros cinéticos

A determinacdo dos pardmetros cinéticos Kv e Vmax foi feita utilizando-se dos valores
de melhor atividade para temperatura e pH. Foram acrescentados DTT 5mM, com o substrato
L-BApNA variando de 0,02 a 2,0mM. Inibidor de serino-proteases benzamidina foi
acrescentado na concentracdo final de 1mM. Os ensaios foram realizadas como descrito
anteriormente. As velocidades iniciais foram determinadas durante 15min a 410nm para L-

BApNA, utilizando-se para o céalculo coeficiente de extingdo molar igual a 8800 Mt.cm™ Os



parametros cinéticos no estados estacionario foram obtidos por regressao ndo-linear utilizando

0 programa SigmaPlot.

2.11. Efeito de modificadores quimicos

Na avaliacdo do efeito de modificadores quimicos na atividade enzimatica foram
utilizados 250 pL da solucdo de L-BApNA 2,4 mM como substrato, 50 pL de benzamidina 12
mM, 50 pL do extrato enzimatico e 250 pL de tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 contendo DTT
5 mM e CaCl, 30 mM adicionado de: EDTA (25 — 100 mM) — inibidor de metalo-proteases e
proteases ativadas por metais por ser quelante de Ca?* e outros metais divalentes, pepstatina A
(1,0 — 2,0 uM) — inibidor de aspartil-protease, aprotinina (1,0 — 2,0 uM) — inibidor competitivo
de serino-proteases, e, TLCK (0,005 - 1mM) — inibidor irreversivel de serino-protease tripsina-
like.

2.12. Anélise Estatistica

Para a determinacdo dos efeitos de pH e temperatura sobre a atividade enzimaética das
cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino-meédio de A. gemmatalis, foi utilizado
estatistica descritiva, apoiando sua validade na eficacia dos protocolos bioquimicoso. A média
de cada ponto foi calculada com base em trés repeticGes. Para a determinacdo da atividade
enzimatica sobre o efeito dos modificadores quimicos (Célcio, EDTA, Pepstatina A, Aprotinina

e TLCK], foram feitas analises de regressdo e determinados os coeficientes de correlacdo R2.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.  Purificagdo parcial de cisteino-proteases de Anticarsia gemmatalis

Analisando os dados da tabela é possivel perceber que a purificacdo foi parcial. O fator
de purificacdo final foi de 0,8, com rendimento de 2,6% e atividade especifica de
6,22mM/min/mg. A queda brusca da atividade total do extrato bruto para a etapa de precipitacao
evidencia que grande parte das cisteino-proteases foram perdidas na etapa de precipitagdo. No
entanto, a etapa de purificacdo utilizando a coluna de afinidade aprotinina-agarose resultou num

aumento da atividade especifica da enzima, o que revela um aumento no fator de purificagéo.

Tabela 1. Tabela de purificacdo de cisteino-proteases do intestino médio de A. gemmatalis.

Fracdo Proteina | Atividade Atividade Fator de Rendimento
Total Total especifica purificacéo (%)
(mQ) (mM/min) | (mM/min/mg)
Extrato Bruto 28,55 214,43 7,51 1 100
Precipitacdo(NHa4)2 2,00 8,48 4,25 0,6 4,0
S04 30-60%
Aprotinina-agarose 0,88 5,48 6,22 0,8 2,6

O gel de poliacrilamida representado na figura 1 representa a purificacdo de cisteino-
proteases de A. gemmatalis. A primeira canaleta representa o perfil migratério do marcador
com seus valores de peso molecular conhecidos. As outras canaletas representam,
respectivamente, o extrato bruto, o dialisado obtido a partir da precipitacao diferencial com 30
— 60% de (NH4)2SO4 e o pool proteico obtido a partir do volume néo ligado da coluna de
aprotinina-agarose. A quinta canaleta representa o perfil migratério das proteinas eluidas da
thiol-sepharose, as quais ndo apresentaram atividade enzimatica. Provavelmente essas enzimas
perderam a atividade devido as altas concentracGes do agente redutor DTT, o qual pode ter
causado uma desnaturacdo das enzimas a ponto de ndo restar atividade remanescente de
cisteino-proteases. No perfil das bandas do pool proteico (fracGes que apresentaram atividade
de cisteino-proteases) obtido da cromatografia de afinidade aparecem duas bandas entre 25 e
45kDa que podem supostamente representar as cisteino-proteases de A. gemmatalis. Terra e
Ferreira, (1994) relataram que cisteino-proteases comuns presentes no intestino de Lepidopteras

apresentam peso molecular por volta da faixa 25 — 45kDa.
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Figura 1. Purificacdo de cisteino-proteases de Anticarsia gemmatalis em SDS-PAGE 12%. As
setas representam as bandas, que supostamente, representam as cisteino-proteases do intestino
médio de A. gemmatalis. EB: Extrato Bruto; Dial: Dialisado obtido pela precipatacdo com
sulfato de amonio; AP1: Fracéo obtida da coluna de afinidade Aprotinina-agarose; T1: Fracéo

obtidade da coluna de Thiol-sepharose, a qual ndo apresentou atividade enzimatica.

3.2.  Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

Na figura 2 esta representado o efeito do pH sobre a atividade enzimatica de cisteino-
proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis. Foram observados 4
picos de atividade, em pH 4,0; 5,5; 7,0 e 8,0. Os resultados sugerem a presenca de diferentes
formas da enzima no pool enzimético. Fahmy et al. (2004) trabalhando com cisteino-proteases
do trigo, encontrou valores entre pH 3,5 a 4,5, que estdo dentro da faixa do resultado obtido. O
segundo pico em pH 5,5 esta de acordo com o trabalho realizado por Mohamed et al. (2005),
gue obteve pico de atividade em pH 5,5 em estudos com cisteino-proteases de Fasciola
gigantica.

O pico de melhor atividade, encontrado a pH 8,0, estd proximo ao pH alcalino do
intestino médio de lepiddpteros, cujo pH gira em torno de 10,0 a 10,5. Pereira et al. (2001)



obtiveram o melhor valor em pH 8,0 para uma cisteino-protease purificada de Carica

candamarcensis L, uma espécie da familia do maméo.
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Figura 2. Efeito do pH sobre a atividade enzimética de cisteino-proteases parcialmente
purificadas do intestino-médio de A. gemmatalis. Cada ponto representa a média de 3

repeticdes e as barras o erro padréo.

3.3.  Efeito da temperatura sobre a atividade enzimética

Na figura 3 estdo representados os efeitos de temperaturas crescentes sobre a atividade
de cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino médio de Anticarsia gemmatalis.
A melhor atividade foi na faixa de 55 a 60°C, no entanto os quatro picos observados a 20, 40,
55 e 60°C juntamente com os quatro picos de pH confirmam a purificacdo parcial com pelo

menos 4 formas de cisteino-proteases presentes.
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Figura 3. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de cisteino-proteases parcialmente
purificadas do intestino médio de A. gemmatalis. Cada ponto é a média de 3 repeticdes. Barra

representa o erro padrao.

Valasaki et al. (2008), utilizando substratos semelhantes ao L-BApNA, encontrou
melhor atividade de cisteino-proteases extracelulares purificadas de Lactobacillus helveticus a
60°C. Portanto, as cisteina-proteases apresentaram temperatura de melhor atividade

semelhantes as obtidas em outros estudos com enzimas purificadas.

3.4.  Determinacéo dos parametros cinéticos

A figura 4 representa o grafico de Michaelis-Menten para as cisteino-proteases
parcialmente purificadas de A. gemmatalis, utilizando-se do substrato L-BApNA. Os
pardmetros foram obtidos variando as concentragcdes do substrato de 0,2 a 2,0 mM. Por
apresentarem curva hiperbdlica, as cisteino-proteases seguem o modelo cinético de Michaelis-
Menten na faixa de concetracGes testadas. Como se trata de uma purificacdo parcial, 0s
pardmetros cinéticos obtidos se tratam de valores aparentes. O valor de Kmgpp das cisteino
proteases do intestino medio de A. gemmatalis foi de 0,74mM. O valor de Vmaxap, foi de 0,8

UM.min,



V (UM.min-1)

0,7

11

0,6

0,5

0.4 4

0.3 1

0,2

0,1 1

0,0
0,0

0.5

1.'(} 1.5 20
[BApNA], mM

25

Figura 4. Curva de Michaelis-Mentem para as cisteino proteases parcialmente purificadas do

intestino médio de A. gemmatalis. Com base nesses dados € possivel se obter parametros

cinéticos Kmapp € Vmaxapp. Equacdo ajustada: f= 0,8047*(x)/(0,7438+(x)).

Na tabela 2 estdo representados propriedades bioguimico-cinéticas importantes da

atividade das cisteino-proteases parcialmente purificadas avaliadas no presente trabalho.

Tabela 2. Propriedades bioguimica-cinéticas de cisteino-proteases parcialmente purificadas

do intestino médio de A. gemmatalis.

Substrato
L-BApNA

pH de melhor atividade T°C de melhor atividade KMapp

8

55-60°C 0,74mM

Vmapp
0,8 UM.min-1

Caracterizando cisteino-proteases produzidas por bactérias isoladas do trato-intestinal

de A. gemmatalis, Pilon (2008) obteve valores de de Kwm app para cisteino-proteases de

Enterococcus galinarum, Bacillus cereus, Staphylococcus xylosus, Enterococcus mundtii de

0,70 mM, 0,67 mM, 0,63 mM e 0,67 mM, respectivamente. Sob o ponto de vista cinético,

parametros cinéticos com a mesma ordem de grandeza sdo iguais (BORGES et al., 2006).

Portanto, considerando os estudos citados, o valor de Kmapp 0,74mM encontrado no presente

trabalho, esta dentro da faixa para cisteino-proteases.
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3.5.  Cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis sdo calcio-

dependentes
A figura 5 representa a atividade de cisteino-proteases parcialmente purificadas do

intestino médio de A. gemmatalis, a qual foi maior na concentracdo de 30mM de ions calcio.

18 ~
=9,6866+0,1851x
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Figura 5. Efeito da concentracdo de ions calcio sobre a atividade de cisteino-proteases

parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis.

Na figura 6 esté representado o efeito do quelante de ions metélicos, tais como Calcio,
EDTA. O EDTA forma complexos estaveis com os ions célcio, os retirando do meio. Pode-se

notar a perda de atividade consequente do aumento da concentracdo de EDTA no meio.
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Figura 6. Efeito da concentracdo de EDTA sobre a atividade de cisteino-proteases parcialmente

purificadas de A. gemmatalis.
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Nota-se a ativacao enzimatica com o aumento das concentracdes de Calcio e reducdo da
atividade com aumento das concentracdes de EDTA. Com este resultado obtido, pode-se
concluir que as cisteino-proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis sdo calcio-
dependentes. O resultado esta de acordo com outros trabalhos. D’Avila-Levy et al. (2003)
purificaram uma cisteino-proteases calcio-dependente do tripanosoma Crithidia deanei.
Valasaki et al. (2008) também caracterizaram uma cisteino-protease calcio-dependente de
Lactobacillus helveticus. Raphael et al. (2000) observaram efeito ativador de ions calcio em

cisteino-proteases de Plasmodium falciparum.

3.6.  Efeito de modificadores quimicos
3.6.1. Efeito da Pepstatina A

A Pepstatina A, um inibidor de aspartil-proteases, ndo apresentou mudanca significativa
(P >0,01) na atividade de cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino-médio de A.
gemmatalis, como apresentado na figura 7. Esses resultados confirmam que a enzima

parcialmente purificada ndo pertence a familia da aspartil-proteases.

f=5,85-0,0397x
8 1 p>0,01
— 6 ¢
g - [3 [ 3 2
£
S
= 4
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>
2 -
O T T T T T 1
0,0 05 1,0 15 2,0 2,5

[Pepstatina A] (uM)
Figura 7. Efeito da concentracdo de Pepstatina A sobre a atividade enzimatica de cisteino-

proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A. gemmatalis.
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3.6.2. Efeito de inibidores de serino-proteases
Na figura 8 estd representado o efeito do inibidor competitivo de serino-proteases

aprotinina na atividade enzimatica de cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino-

médio de A. gemmatalis, o qual ndo apresentou efeito significativo na atividade (p > 0,01).

16
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[Aprotinina] (uM)
Figura 8. Efeito da concentracdo de Aprotinina sobre a atividade de cisteino-proteases
parcialmente purificadas do intestino-médio de Anticarsia gemmatalis.
Na figura 9 esta representado o efeito de outro inibidor de serino-proteases, TLCK, o
qual ndo apresentou efeito significativo na atividade (p > 0,01). Esses resultados mostram que

a enzima purificada tem pouca contaminacdo de serino-proteases e que se trata de cisteino-

proteases.
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Figura 9. Efeito da concentracdo de TLCK sobre a atividade de cisteino-proteases

parcialmente purificadas do intestino medio de A. gemmatalis.
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4. CONCLUSAO

A melhor atividade para as cisteino-proteases parcialmente purificadas do intestino
médio de A. gemmatalis foi encontrada a pH 8,0, tendo outros dois picos de atividade a pH 4,0
e 5,5. A faixa de temperatura de melhor atividade foi entre 55-60°C, no entanto outros picos de
menores atividades foram encontrados a 20°C e na faixa entre 35°C e 40°C. Os valores dos
pardmetros cinéticos aparentes, Km e Vmax, foram 0,74 mM e 0,8 uM.min%,respectivamente.
As cisteino-proteases se mostraram calcio-dependentes. A utilizacdo de EDTA, uma substancia
guelantes de ions metéalicos, tais como o calcio, reforcou a hipotese de que as cisteino-proteases
sdo célcio dependentes. Os modificadores quimicos Pespstatina A, aprotinina e TLCK néo
afetaram significativamente a atividade das cisteino-proteases parcialmente purificadas do
intestino médio de Anticarsia gemmatalis. Conclui-se que no extrato analisado parcialmente
purificado, caracterizamos enzimas provenientes da familia das cisteino-proteases, ja que 0s
modificadores quimicos inibidores de metalo-proteases e serino-proteases ndo apontaram

diferencgas significativas na atividade enzimatica.
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