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BAMCA: Na benzoyl-L-arginine-7-amido-4-methylcoumarin
BApNa: Na benzoyl-DL-arginine p-nitroantlide

DMSO: dimetil sulféxido

EDDnp: N-(2,4-dinitrofenil)-etilenodiamino
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pNa: p-nitroanilina

SBTI: Soy bean trypsin inhibitor

SDS: dodecil sulfato de sodio

Tris: tris-hidroximetil amino metano

val-Leu-Arg-pNa: (D)valina-leucina-arginina-p-nitroanilida
val-Leu-Lys-pNa: (D)valina-leucina-lisina-p-nitroanilida
Vm: velocidade maxima

ZAMCA: Na carbobenzoxy-L-argimine 7-amido-4-methylcoumarin



1 —Introducgio

1.1- Consideragdes gerais.

Os insetos constituem um grupo extremamente bem sucedido pela capacidade de
ocupagio dos mais diferentes nichos, podendo ser considerados os principais competidores
do homem na Terra. Esta competi¢do se d4, principalmente, pelo ataque direto a produgdo
de alimentos, desde o cultivo até a estocagem dos produtos alimenticios, ou de forma
indireta, sendo vetores de grande niimero de doengas que afetam o0 homem e os animais de
criagdo (Gillott, 1995).

A protegdo dos cultivares é de fundamental importincia para a produgdo agricola,
pela crescente demanda de alimentos e pela organizagdo das areas produtoras. Tem sido
evidenciado que a monocultura leva a um aumento dramatico na populagio de insetos,
aumentando desta forma, a perda da safra (Gatehouse & Gatehouse, 1998). Algumas
estimativas indicam a perda de pelo menos 15% da safra anual mundial devido a predagdo
por insetos, excluindo as perdas ocasionadas indiretamente, onde os insetos sdo vetores de

varias doengas vegetais (Wu et al., 1996).

Até o presente momento, o controle de pragas agricolas depende essencialmente da
utilizagao de agroquimicos. Estudos de ecologia, nas areas de cultivo, tém demonstrado
que um programa de controle de pragas combinando o uso racional de praguicidas, rotagdo
de cultivos, sanitizagdo do campo e, principalmente, aumentando a hereditanabilidade de
caracteristicas que tormem as plantas resistentes aos seus predadores, sfo as solugfes para

a redugdo das perdas agricolas. Nesta fltima categoria estio incluidas as plantas

transgénicas.

Até os dias de hoje, duas estratégias tém sido fundamentais para a produgido de
cultivares resistentes: a utilizagdo das d-endotoxinas de Bacillus thuringiensis e a

utilizagio de produtos do metabolismo vegetal.



Bacillus thuringiensis é uma bactéria gran-positiva que produz uma inclusdo
cristalina protéica durante a esporulagdo. Apds a ingestdo, esta inclusdo cristalina ¢
solubilizada no intestino médio do inseto, liberando as proteinas denominadas o-
endotoxinas. Estas proteinas s3o protoxinas, as quais tormam-se ativas quando
hidrolisadas, em posi¢des especificas, pelas proteases digestivas do inseto. Uma vez
ativas, estas toxinas interagem com receptores presentes na membrana plasmatica dos
enterocitos, formando um canal que leva a extrusdo do material citoplasmatico e,

consequentemente, a morte do inseto (English & Slatin, 1992).

A segunda estratégia tem por base a identificagdo de genes vegetais que possam
conferir resisténcia (Gatehouse & Gatebouse, 1998). Os vegetais apresentam alguns
mecanismos naturais de defesa. Estes mecanismos estio baseados, principalmente, em

dois tipos de defesa: fisica e quimica, sendo a defesa quimica a mais relevante para esta

discussio.

As plantas, de uma forma geral, apresentam uma vasta capacidade metabdlica e
produzem muitos compostos secundarios toxicos, anti-nutricionais ou adversos aos seus
predadores como, por exemplo, os terpendides, ghcosideos cianogénicos e sapomninas, os
quats conferem prote¢do contra os insetos. Ja um grupo mais reduzido de plantas tem por
mecanismo de protegdo a produgio de proteinas. Como estas ndo podem ser volatilizadas,
este mecanismo tem como alvo o sistema digestivo de seus predadores, na sua maioria
constituido por insetos. Estas proteinas podem ser inibidores de enzimas fundamentais na
digestdo dos insetos, como inibidores de endopeptidases e inibidores de amilases, sendo

que as duas enzimas estio envolvidas na digestdo inicial de proteinas e carboidratos,

respectivamente.

Varios inibidores de origem vegetal foram utilizados para verificagdo de seus
efeitos na atividade proteésica digestiva de alguns insetos, conseguindo demonstrar que
estes inibidores sdo bastante eficientes, sendo otimos candidatos para construgio de
plantas transgénicas. Algumas destas construgdes foram obtidas, resultando em plantas

resistentes aos seus predadores (Wu et al., 1996; Anderson et al., 1997 ¢ Denholm et al.,
1998).



Por outro lado, exister evidéncias que tém mostrado que os insetos podem adaptar-
se 4 ingestio de inibidores de endopeptidases de origem vegetal, superexpressando
endopeptidases digestivas ou induzindo a produgdo de novas endopeptidases insensiveis a
estes inibidores (Broadway, 1996; Jongsma & Bolter, 1997, Bown et al., 1997, Gatehouse
et al., 1997 e Jouanin et al., 1998).

Além disso, os insetos apresentam diferentes nivels de resisténcia aos inibidores,
sendo mais ou menos capazes de responderem a uma molécula especifica, assim como,
também sdo capazes de produzirem respostas diferenciadas a familias distintas de
inibidores, quando estes estio presentes tanto em dietas artificiais, quanto na sua

alimentacdo natural (Gatehouse ef al., 1997 e Broadway, 1997).

A resisténcia ou insensibilidade aos inibidores pode estar relacionada a diferengas

de especificidade das diferentes endopeptidases digestivas expressas pelo inseto.

1.2— Endopeptidases e serina endopeptidases: caracterizagdo geral.

Endopeptidases sdo enzimas que agem sobre ligages internas em cadeias protéicas
para hidrélise das ligagdes peptidicas. Este grupo de enzimas estd subdividido em cinco
grupos de acordo com seus diferentes mecanismos cataliticos: serina endopeptidase,
cisteina endopeptidase, treonina endopeptidase, aspartico endopeptidase e metalo
endopeptidase (Barrett e al., 1998).

O sitio ativo de enzimas proteoliticas esta divido em um sitio catalitico e um sifio de
ligagdo. O sitio catalitico consiste de um numero limitado de residuos de aminoécidos
envolvidos na quebra de uma liga¢do peptidica, seja pela transferéncia de prétons ou pela
ligagdo a um oxidnion do intermediario tetraédrico. O sitio de ligagdo € composto de varios
residuos de aminoacidos, os quais garantem um alinhamento apropriado do substrato para a
catalise. Além disso, a energia de ligacdo ¢ utilizada para transformar o substrato em seu
estado de transi¢do (Breddam er al., 1992).

O sitio de ligagido como definido por Schechter & Berger (1967) (ver Figura 1) pode

estar subdividido em um numero de subsitios, cada um garantindo, por multiplas
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Figura 1: Representagdo esquematica ¢ nomenclatura dos subsitios de
ligagdo de endopeptidases e das posi¢des dos residuos de aminoacidos do

substrato ocupante de cada subsitio segundo Schechter & Berger (1967).



interagdes, a ligagdo de um unico residuo de aminoacido do substrato. As propriedades dos
residuos de aminoécidos, os quais constituem um dado subsitio de ligagdo, determinam
qual residuo de aminoacido do substrato podera se ligar e, desta forma, determinam a

especificidade dos subsitios.

Endopeptidases cujo mecanismo catalitico depende de uma hidroxila de um residuo
de serina atuando como nucleéfilo, o qual ataca a ligagdo peptidica, sdo chamadas serina
endopeptidases. Existem aproximadamente 40 familias de serina endopeptidases que sdo
distinguivets pelas suas estruturas primarias, sendo que estas familias estdo agrupadas em
seis clds pela comparagéio de suas estruturas tercidrias (Barrett ez al., 1998). A maquinaria
catalitica destas enzimas geralmente envolve, além do residuo de serina, um doador de
protons. Nos clds SA, SB, SC e SH o doador de prétons é um residuo de histidina e
apresenta uma triade catalitica, pois € necessario um terceiro residuo responsavel,
provavelmente, pela orientagdo do anel imidazol da histidina. Geralmente, este terceiro
grupo ¢ constituido de um residuo de acido aspartico ou até mesmo de uma outra histidina
(Cla SH) (Barrett er al., 1998).

O cld SA relne as serina endopeptidases que apresentam uma estrutura terciaria em
duplo B barril (Figura 2) e os residuos His, Asp e Ser dos aminoacidos participantes da
triade catalitica na seguinte ordem. Este cl contém as familias S1—>S4 e S29—S32, sendo

que as tripsinas pertencem a familia S1 (Barrett ez al., 1998).

1.3 — Tripsinas € determinagdo de especificidade em serina endopeptidases.

Tripsinas (E.C. 3.4.21.4) sdo serina endopeptidases que apresentam uma estrutura
em dois dominios f3, tipica do cld SA ao qual pertencem, sendo que o sitio catalitico estd
parctalmente dividido entre os dois dominios (Figura 2). Estas enzimas clivam cadeias
protéicas na por¢do carboxilica de residuos de aminoacidos basicos como lisina ou
argimina (Barrett ef al., 1998). A maior eficiéncia de hidrolise em relagdo a residuos com

cadeias laterais basicas ¢ evidenciada pelos valores de eficiéncia catalitica (kcat/Km) de
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pelo menos 10° vezes maior do que para outros residuos de aminoacidos naturais. A
comparagdo da eficiéncia catalitica entre substratos que apresentem residuos de arginina
ou lisina em P1 (Figura 1), demonstra que a especificidade primdria das tripsinas pode ser
de 2 a 10 vezes mais favoravel a hidrélise de ligagdes peptidicas apresentando arginina

(Craik et al., 1985).

Os fatores determinantes da especificidade primaria no subsitio S1 s&o os residuos
de glicina 216 ¢ 226 ¢ o residuo de acido aspartico 189. Os residuos de glicina estdo
relacionados, principalmente, ao favorecimento da hidrélise de ligagdes peptidicas
formadas por arginina e o 4cido aspartico estd relacionado & determinagdo da
especificidade por residuos com cadeias laterais carregadas positivamente (Craik et al,
1985).

E também bastante claro que a ocupacio dos outros subsitios de liga¢do (subsitios
de especificidade secundaria), além daquele que contém a triade catalitica, contribui para
um aumento da eficiéncia catalitica. A caracterizagdo da especificidade tanto priméria
quanto secundaria de tripsinas e a descoberta dos fatores envolvidos nesta determinagio
t€m sido o resultado de estudos cinéticos e mutagdes sitio-dirigidas (Craik e al., 198S;

Hedstrom ez al., 1992; Hedstrom et al., 1994 e Kurth et al., 1997).

Métodos espectrofotométricos comumente utilizados para a determinagio da
atividade de tripsina e para o estudo de sua especificidade s3o baseados na hidrélise de p-
nitroanilidas e B-naftilamidas derivadas de arginina ou lisina. Nestes substratos, os
cromoforos estdo diretamente envolvidos na ligagdo peptidica que sera hidrolisada sendo
que a quebra resultard em uma mudanga espectral significativa pela conversio de uma
amida aromatica em uma amina aromatica. Estudos da especificidade dos subsitios S1, S2
e S3 foram realizados com estes tipos de substratos (Juliano & Juliano, 1985). Estes

substratos, no entanto, ndo permitem a caracterizagio da especificidade dos subsitios S’.

Uma das metodologias utilizadas para a caracterizagdo dos subsitios S’ tem por
base a construgdo de peptideos com fluorescéncia apagada (Oliveira et al., 1992 e Grahn
er al., 1998). A transferéncia de energia nio radiante é um fendmeno no qual a excitagio

de um cromoéforo fluorescente (o doador) transfere a sua energia de excita¢do para o outro
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croméforo (aceptor), conforme esquema da Figura 3. Esta transferéncia resulta no
apagamento da fluorescéncia do doador e o aparecimento da fluorescéncia do aceptor,
mesmo este nio sendo excitado diretamente. A clivagem enzimatica resulta na separagdo
do doador e do aceptor por difusio, o que ocasiona um rompimento na transferéncia de
energia. Este efeito ¢ utilizado para a determinagdo da atividade enzimatica pela

monitora¢do de um aumento de fluorescéncia do aceptor (Katchalski ez al., 1973).

Estudos de mutacio sitio-dirigida tém demonstrado que a contribui¢do na eficiéncia
catalitica para a determinagdo da especificidade de tripsina estd relacionada néo s aos
residuos determinadores de especificidade presentes em S1, como descrito anteriormente
(Craik et al, 1985), mas também a determinantes estruturais de especificidade ndo
necessariamente relacionados a este subsitio. Dentre os determinantes estruturais de
especificidade estdo duas algas superficiais que ndo entram em contato direto com o
substrato, mas sdo conectoras das paredes do subsitio S1 (Hedstrom et al., 1992), duas
algas determinates da estrutura do subsitio S1° (Kurth ef al., 1997) e aos residuos 172
(Tyr) e 225 (Tyr ou Pro) (Hedstrom et al., 1994 e Guinto et al., 1999).

1.4 — Tripsinas em insetos.

Tripsinas sdo enzimas digestivas comuns a maioria dos insetos, estando varias
destas enzimas ja purificadas (Terra & Ferreira, 1994) ¢ sequenciadas como as de
Manduca sexta (Peterson et al, 1994) e outras (Barrett er al., 1998). Apesar de
apresentarem propriedades gerais bastante semelhantes como peso molecular (20-35 kD),
ponto isoelétrico (4 - 5) ¢ pH otimo (8 - 9), as tripsinas de insetos e vertebrados
apresentam caracteristicas distintas, como a néo estabilizagdo por calcio nas tripsinas de
insetos e respostas diferenciadas a imbidores protéicos de tripsina (Applebaum, 1985;

Purcell ez al., 1992 e Terra & Ferreira, 1994).

CaracterizagOes da especificidade das endopeptidases em msetos foram realizadas

para alguns representantes de poucas ordens; Hymenoptera (Vespa crabro e Apis
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Figura 3. Representacdo esquematica do sistema de fluorescéncia apagada,

demonstrando as transferéncias de energia entre o doador e o apagador.
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mellifera) (Giebel et al, 1971 e Jany et al., 1972), Lepidoptera (Pieris brassicae,
Manduca sexia e Tineola bisselliella) (Lecadet & Dedonder, 1966; Miller e al., 1974 ¢
Ward, 1975) e Diptera (Hypoderma lineatum) (Tong et al., 1981). Estes estudos eram
realizados usando polipeptideos como substrato (geralmente cadeia B da insulina) e
mostraram que as tripsinas de insetos sdo sumilares, mas nfo idénticas, as tripsinas de
mamiferos. Entretanto, parte dessas andlises foi realizada de forma semi-quantitativa,
necessitando de uma caracterizagdo mais detalhada e profunda. Além disso, estes estudos
foram realizados em poucas ordens de insetos e em espécies pouco representativas dentro
da ordem estudada (por exemplo, Hypoderma lineatum).

A purificagfo de tripsinas de insetos de diferentes ordens e a caracterizagdo cinética
da especificidade de seus subsitios com a utilizagdo de substratos de fluorescéncia apagada
permitiram verificar que estas enzimas apresentam diferentes especificidades. Além disso, a
comparagdo das propriedades das cadeias laterais dos residuos (indice de hidropaticidade e
volume ver Figura 4) utilizados em P1, P2, P3 e P1’, permite inferéncias sobre as
caracteristicas de cada um dos subsitios. Para uma melhor comparagdo dos diferentes
comportamentos cinéticos, os residuos de aminoacidos presentes nessas diferentes posi¢des
foram subdivididos em: residuos de cadeia alifitica polar nio carregada hidroxilados (Thr e
Ser) (a), residuos de cadeia lateral aromatica (Phe, Tyr) (b), residuos de cadeia polar
carregada negativamente (Asp e Glu) (c), residuos de cadeia polar que apresentam uma
amida (Asn e Gln) (d) e residuos de cadeia lateral apolar (Ala, Leu, Ile, Met, Phe e Val) (e)

e histidma (f) e lisina, sendo que este \iltimo residuo sera tratado distintamente em outro

sub-item.

2 — Objetivos desta dissertacao.

O objetivo dessa dissertagio foi desvendar a especificidade dos subsitios de
tripsinas de insetos escolhidos, procurando uma base cinética para o comportamento
distinto dos insetos na presenca de 8-endotoxinas e de inibidores protéicos dietéticos. Para

150 as tripsinas de Periplaneta americana (Dictyoptera), Tencbrio molitor (Coleoptera),



Figura 4: Estruturas, abreviagdes dos aminoacidos, pKas dos grupos ionizdveis, indices hidropéticos das cadeias laterais e volumes*.

aminoécido Férmula estrutural pKa o-COOH pKa o-NH; " pka cadeia lateral Indice hidropatico** Volume (A”)
Sesrei?a OO~ 2,19 9,21 -0,8 89,0
S H—C—CH,—OH
NH;
Tremna 0,7 116,1
Thr (foo— H 2’09 9,10 , ,
T
H —clz C*-CH,
NH;y OH
Asparagina _ 1
Asn COO~ '®) 2,14 8,72 3,5 17,7
N | Vi
H—C—CH,—C
I \
NH{ NH,
Glutamina -
Gin Coo- ” 2,17 9,13 3,5 143,9
Q I /
H—(I_' —CH,—CH,—C_
NH; NH,
Tirosina -
Tyr <I:oo- 2,20 9,21 10,46 1,3 1963,6
Y H—C—CH, @()H
NH;
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aminoacido Formula estrutural pKa o-COOH pKa o-NH; * pka cadeia lateral Indice hidropatico** Volume (A”)

Lisina -
]ljy: (foo_ 2,16 9,06 10,54 3,9 168,7
K H—(li—CH:—CH,H(_TH:—CHZ—NH:
NH:
Arginina -
o 00" i 1,82 8,99 12,48 4.5 173,4
R F -
H—(I.‘—CHl—CHE—CHl—NH—C\
NH; NH;
Histidina 1,8 9,33 6,04 -3.2 153,2
His (l,‘oo- / v
H o>
H—C—CH,—
e,
NH; E
Ac.Asparti -
c py ico 000- B 1,99 99 3,90 35 111,1
D | /
H—(C~—CH,—C
\
NH; O~
Ac. Glutami
¢ Gl;umlCO ?00_ /0 2,10 9,47 4,07 -3,5 129,12
E | ‘ 4
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aminodcido Férmula estrutural pKa a-COOH pKa a-NH;* pka cadeia lateral Indice hidropatico** Volume (A”)
Isoloﬁ;cina (I:O()— ?H; 2,32 9,76 4.5 166,7
: H—(I:—?“—CH2 —CH,
NHy H
Metionina 928 1,9 162,9
"Met 000~ 2,13 ’
M |
H-?-CHE—CHE—S—CHS
NH;
Leuci 8 166,7
eluglna COO- CH, 2,33 9,74 3,
L [ /
H—C—CH,—CH
| \
NH: CH,
Fenilalanina 2,20 9,31 2,8 1899
Ph
F coor
~p-e{0)
NH7
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aminoacido Foérmula estrutural pKa a-COOH pKa o-NH; ™" pka cadeia lateral Indice hidropatico™* Volume (A
Alani
:1“;“3 COO- 2,35 9,87 1,8 88,6
A |
H —(I: —CH,
NH7
Vali
val COO~ cH, 2,29 9,74 4,2 140,0
v ] /
H—C—CH
| \
NH; CH;
Glicina 2.35 9,78 -0,4 60,1
Gy (l_‘OO -
H ——CIT —H
NHf

*(Os aminoacidos ilustrados na tabela acima compdem o grupo de residuos utilizados para o estudo da especificidade dos subsitios S1,

S2, S3 e S1’ das tripsinas de diferentes insetos.
**Escala que combina hidrofobicidade e hidrofilia e pode ser empregada para predizer quais aminoacidos serdo encontrados em um

ambiente aquoso (valores negativos) ¢ em um ambiente hidrofébico (valores positivos). Kyte, J. & Doolittle, R.F. (1982) J. Mol. Biol.

157, 105-132 in Lehninger et al, 1995.
Volumes das cadeia laterais retirados de Greenstein J.P. & Winitz M. (1961) in Creighton (1984).
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Musca domestica (Diptera) e Diatraea saccharalis (Lepidoptera) foram punficadas e
caracterizadas. Esses insetos foram escolhidos como representantes de ordens em
importantes pontos da evolugdo dentro do grupo (Figura 5) e por serem importantes pragas
agricolas como, por exemplo, Diatraea saccharalis que € a broca da cana-de-agucar. As
tripsinas purificadas foram caracterizadas cineticamente com a utilizagdo de substratos de
fluorescéncia apagada, de forma a determinar a especificidade primana destas enzimas

(subsitio S1) ¢ a especificidade dos subsitios S2, S3 e S17 (Figura 1).

3 — Materiais e métodos.

3.1 - Insetos.

3.1.1 — Periplaneta americana.

Uma colonia de Periplaneta americana (barata; Dictyoptera: Blattidae) foi
desenvolvida em laboratério a partir de ninfas ¢ adultos fornecidos pelo Setor de Nutrigdo
da Fundagio Parque Zooldgico de S&o Paulo. Os insetos sdo criados em caixas plasticas de
50x30x80cm fechadas por tampa de tela. As caixas sdo forradas internamente com papeldo
e mantidas em local escurecido, & temperatura ¢ umidade ambientes. Chuchu ¢ aveia séo
fornecidos como fonte de agua e¢ alimento para estes insetos. Para este estudo foram

utilizados adultos de Periplaneta americana de ambos 0s sex0s que apresentassem o

intestino médio repleto de alimento.

3.1.2 — Tenebrio molitor.

Uma cultura de Tenebrio molitor (besouro da farinha; Coleoptera: Tenebrionidae) é

mantida em laboratério em farelo de trigo sob condi¢Bes naturais de luz a uma temperatura
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Figura 5: Relagdes filogenéticas entre as principais ordens de insetos e
numeros aproximados de espécies atuais (percentagens do total de insetos,
que somam cerca de 860 mil espécies). As linhas s6lidas mostram os ramos
a partir do momento em que aparecem no registro fossil, e as linhas
tracejadas mostram possiveis distribuigdes geologicas baseadas em

evidéncias indireta (Reproduzido de Terra & Ferreira, 1991).



21

média de 25°C e umidade relativa de 70-75%. Foram utilizadas larvas com
desenvolvimento préximo ao ultimo estaddio larval com o intestino médio repleto de

alimento.

3.1.3 — Musca domestica.

Larvas de Musca domestica (mosca comum; Diptera, Cyclorrthapha: Muscidae) sdo
criadas & temperatura média de 24°C e luz constante em uma mistura de ragdo comercial
para porcos e palha de arroz (1:2 v/v) umedecidas e fermentadas (Targa & Peres, 1979).
Foram utilizadas neste estudo larvas do terceiro instar larval que se alimentavam

ativamente.

3.1.4 — Diatraea saccharalis.

As larvas de Diatraea saccharalis (broca da cana; Lepidoptera: Pyralidae) utilizadas
neste trabalho foram fomecidas pelo Prof. Dr. J.RP. Parra do Departamento de
Entomologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.

As larvas de Diatraea saccharalis sao crniadas em dieta artificial a base de germe de
trigo, farelo de soja, sacarose, sais de Wesson, Nipagin, acido ascérbico, cloreto de colina,
formol 37%, vita gold, antibiéticos tetrex ou tetraciclina, solu¢do vitaminica, dgar e agua
destilada (Parra & Mihsfeldt, 1992). Foram utilizados insetos do Gltimo estadio larval que

apresentavam o tubo digestivo repleto de alimento.

3.2 — Preparo das amostras.

3.2.1 ~ Periplaneia americana.
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Adultos de Periplaneta americana foram coletados das caixas de criagdo e
transferidos para pequenas cadmaras com atmosfera de CO, para anestesiamento. Estes sdo
entdo transferidos para uma caixa de isopor com gelo para disseccdo de seus tubos
digestivos em placas de parafina, utilizando solugdo de NaCl 220mM gelada. Estes tubos
digestivos s3o homogeneizados em 4gua bi-destilada gelada utilizando um homogeneizador
Omni-Mixer, com 6 pulsos de 30 segundos cada, na velocidade 5,5, com intervalos de 30
segundos entre os pulsos. O homogeneizado resultante ¢ centrifugado a 20.000g por 30
minutos a4 4°C e o sobrenadante desta centrifugagdo ¢ filtrado em 13 de vidro para remog¢ao

do excesso de gorduras. Os homogeneizados eram mantidos a -20°C até o uso.

3.2.2 — Tenebrio molitor.

Larvas de Tenebrio molitor foram imobilizadas em gelo e dissecadas sob
estereomicroscopio em solugdo de NaCl 343 mM gelada. Os intestinos médios isolados
foram subdivididos em: ventriculo anterior mais ventriculo médio (2/3 anteriores do tubo
digestivo), epitélio do ventriculo posterior e conteddo do ventriculo posterior. Apenas o
conteudo do ventriculo posterior foi utilizado como fonte de tripsina, ja que ele concentra a
mator parte da fripsina intestinal (Terra & Cristofoletti, 1996). Este material ¢
homogeneizado em dgua bi-destilada gelada com a utilizagio de homogeneizador Potter—
Elvehjem, centrifugado a 20.000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante desta
centrifugagdo ¢ filtrado em 14 de vidro. Os homogeneizados eram mantidos a -20°C até o

uso.

3.2.3 — Musca domestica.

As larvas de Musca domestica sio lavadas em agua destilada, secas em papel de
filtro e imobilizadas em gelo para disseccdo sob estereomicroscopio em solugdo de NaCl
150mM gelada. Os tubos digestivos sdo homogeneizados em tampéo acetato de sédio 0,IM

pH 3,5 utilizando um homogeneizador Potter-Elvehjem e centrifugados a 20.000g por 30
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minutos a 4°C. O sobrenadante desta centrifugacio € filtrado em 12 de vidro. Este filtrado €
dialisado em membranas com corte em 12kD (Sigma-Aldrich, EUA) por 4 horas a 4°C,
contra 800 volumes de tampdo Tris-HCl 0,IM pH 7,5. Os dialisados eram mantidos a -
20°C.

3.2.4 — Diatraea saccharalis.

As larvas de Diatraea saccharalis sdo imobilizadas em gelo e dissecadas em solugdo
NaCl 125mM gelada sob estereomicroscopio. O intestino médio deste inseto foi subdividido
em conteido luminal e epitélio ventricular, sendo utilizado apenas o contetido luminal como
fonte de tripsina. Os contetdos Iuminais sdo homogeneizados em tampio fosfato 0,IM pH
7,0 com a utibzagdo de um homogeneizador Potter-Elvehjem. Este homogeneizado é
centrifugado a 20.000g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante desta centrifugagdo ¢ filtrado

em 13 de vidro. Os homogeneizados eram mantidos a -20°C até o uso.

3.3 — Ensaios enzimaticos e determinagio de proteina.

Determinagdes colorimétricas da atividade de tripsina das diferentes preparagdes
foram realizadas com «-N-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide (BApNa - Sigma-Aldrich,
EUA) 0,83 mM como substrato em tampao Tris-HCl 100 mM pH 8,5 a 30°C. As reagdes
sdo interrompidas pela adigdo de acido acético 30% e o produto da reagdo é medido em
espectrofotdometro (Autofill, Amersham-Pharmacia-LKB Biotechnology, Suécia) a 410nm
(Erlanger et al., 1961).

Determinagdes fluorimétricas da atividade de tripsina das diferentes preparagdes
foram realizadas com a utilizagdo de dois substratos cumarinicos diferentes: Benzoyl-
Arginine-7-amido-4-methyl-coumarin ~ (BAMCA-Sigma-Aldrich) e  Carbobenzoxy-
Arginine-7-amido-4-methyl-coumarin (ZAMCA-Sigma-Aldrich), ambos na concentragio
de 0,01mM em tampéo Tris-HCI 100mM pH 8,5 a 30°C e as reagdes sdo interrompidas pela

adi¢do de acido acético 30%. A detecgdo dos produtos de hidrélise foi realizada em um
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fluorimetro (F2000-Hitachi, Japdo), utilizando wm comprimento de onda de 380nm para
excitagdo e 460nm para detecgio da emissdo de fluorescéncia (Alves el al., 1996). Estes
substratos s3o dissolvidos em 100% de DMSO para uma concentragdo de 1mM e sdo
estocados a 4°C, sendo diluidos em tampZo apenas no momento da utilizagéo.

As séries de substratos de fluorescéncia apagada variantes em P1° (Abz-
AGGRXAAGQ-EDDnp), Pl (Abz-AGGXGAAGQ-EDDnp), P2 (Abz-AGXRGAAGQ-
EDDnp), P3 (Abz-AXGRGAAGQ-EDDnp) tém por fluoréforo acido orto-amino benzdico
(Abz) e por apagador de fluorescéncia N-(2,4-dinitrofenil) etilenodiamida (EDDnp). Estes
substratos foram sintetizados e fornecidos pelos professores Dr. Luis Juliano e Dra. Marja
Aparecida Juliano, do Departamento de Biofisica da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal de Sao Paulo. Estes substratos foram dissolvidos em 100% de DMSO
e tiveram suas concentragdes determinadas pela absorbiancia medida em comprimento de
onda de 365nm ¢ pela aplicagdo da lei de Lambert-Beer, usando 17.300 como coeficiente de
extingdo molar do peptideo na presenga do fluoréforo e do apagador. Apds a dissolugio,
estes substratos foram mantidos a 4°C até o ensaio de atividade, quando foram diluidos para
as concentragdes apropriadas em tampio Tris-HCl 100mM pH 8,5 e incubados a 30°C. As
reagdes foram interrompidas pela adico de acido acético 30% ¢ os produtos de hidrélise
foram detectados com a utilizagdo de um fluorimetro (F2000-Hitachi, Japdo) utilizando um
comprimento de onda de 320nm para excitagdo e 420nm para detecgdo da emissdo de
fluorescéncia (Oliveira et al., 1992). Hidrolisados totais destes substratos obtidos para cada
uma das tripsinas estudadas foram analisados por espectrometria de massa para verificagdo
dos pontos de hidrélise pela Dra. Maria Aparecida Juliano do Departamento de Biofisica da
Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo.

Uma unidade de enzima ¢ definida pela quantidade que hidrolisa 1pmol de substrato
por minuto.

As determinagdes de proteina para todas as amostras foi realizada com o método de

Bradford (1976), usando ovoalbumina como padrio.
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3.4 — Determinag¢io do efeito de pH sobre as atividades das tripsinas dos diferentes

1nsetos.

Foi utilizada para a determinagdo do efeito do pH sobre a atividade das tripsinas de
Periplaneta americana, Tenebrio molilor e Diatraea saccharalis uma série de tampdes de
pH 7,0 a 12 com variagdes de 0,5 unidade de pH (7-9: tampédo Tnis-HCl 0,1M contendo
NaCl 0,2M; 9-10,5: tamp#o glicina-NaOH 0,1M contendo NaCl 0,2M e 10,5-12: tampao
fosfato-NaOH 0,IM contendo NaCl 0,2M), com for¢a idnica controlada. ZAMCA foi
utilizado como substrato para as determina¢des de pH otimo. Substratos fluorescentes sdo
mais eficientes para a realizagdo destes experimentos do que BApNA, pois este ultimo
apresenta altas taxas de hidrélise espontinea em pHs acima de 9,0, impedindo as medidas.
Tanto os ensaios quanto as determina¢des de pH das misturas de substrato e tampdo foram
realizadas a 30°C.

3.5 — Focalizagio 1soelétrica em géis de poliacrilamida.

A focalizagdo isoelétrica foi realizada em géis cilindricos de poliacrilamida 7,5%
contendo anfolito 1% pH 3-10 (Pharmalyte, Pharmacia, Suécia) como detalhado em Terra
et al. (1978). Apds pré-focalizagdo (30 minutos), as amostras foram aplicadas sobre uma
mistura de glicerol 8% e anfolito 4% em agua, colocadas no topo do gel, evitando assim que
a amosfra entrasse em contato com a solugdo de NaOH presente na parte superior da cuba
de focalizagdo. A eletrofocalizagdo é realizada a 4 °C por 2 horas com voltagem de 31V/cm.
Apds a focalizagdo, os géis foram fracionados com a utilizagdo de um fracionador
(Autogeldivider, Savant Instruments, EUA) em tampdo Trs-HCl 20mM pH 8,5. O pH ao
longo do gel € determinado fracionando-se um gel controle em agua bi-destilada e medindo-

se o pH de cada fragdo com a utiliza¢do de um pHmetro.
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3.6 — Remogdo de moléculas de baixo peso molecular.

Trocas de tampio e separagdo de moléculas de alto peso molecular de moléculas de
menor peso foram efetuadas passando as solugdes por colunas Hitrap desalting (Pharmacia-
LKB Biotechnology, Suécia). Este ¢ um procedimento eficiente e rapido por ser realizado
manualmente com auxilio de seringas. A coluna é equilibrada com 20ml do tampéo de
interesse; 1,5 ml da amostra s3o aplicados a esta coluna e a eluigdo ¢ realizada com 2,0 ml
do tampio utilizado para equilibrar a coluna. Este procedimento garante a retirada do sal e

uma pequena diluigdo da amostra inicial.

3.7 — Dialise em microtubos com membrana de dialise.

As amostras de interesse s@o colocadas em microtubos virgens sem tampa com
capacidade para 1,5 ml. Membranas de didlise previamente equilibradas por uma hora em
agua Milli-Q (Millipore, EUA) s8o cortadas de modo a recobrirem a abertura do tubo e
presas por um anel de borracha de forma que ndo haja vazamento da amostra. Os tubos sdo
devidamente posicionados em suportes plasticos de forma que a membrana fique em contato
com a solucéo de dialise, no caso, agua Milli-Q ou bi-destilada geladas numa propor¢éo de
pelo menos 1000 vezes o volume a ser dialisado. A didlise é mantida sob agitagdo a 4°C,
por pelo menos 3 horas (tempo necessario para que os dois meios entrem em equilibrio).
Este tipo de didlise fo1 utilizado para amostras eluidas da cromatografia de afinidade em

Benzamidina-Sepharose de Musca domestica e Diatraea saccharalis, como descrito nos

itens 3.11 e 3.12.

3.8 — Eletroforese em géis de poliacrilamida contendo SDS.

Eletroforese em géis de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes foram realizadas
segundo Laemmli (1970), em géis de poliacrilamida 12% contendo SDS 0,1%, utilizando-se
o equipamento Mini-Protean II (BioRad, EUA). As amostras das diversas fragdes obtidas
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durante as diferentes marchas de purificagdo foram misturadas ao tampdo de amostra,
composto de Tris 60mM pH 6,8, glicerol 10%, SDS 2%, -mercaptoetanol 5% (v/v), azul de
bromofenol 0,05% (p/v). Esta mistura foi fervida por 5 minutos. As amostras foram
submetidas a eletroforese sob voltagem constante de 200V. Para a coloragdo dos géis apds a

eletroforese foi utilizada metodologia de coloragdo por prata (Blum er al., 1987).

3.9 — Purificago da tripsina de Periplaneta americana.

A tripsina de Periplaneta americana fo1 purnficada a partir do filtrado do
sobrenadante da centrifuga¢do do homogeneizado dos tubos digestivos deste inseto. Em
sequéncia, este material foi submetido a uma cromatografia de troca anidnica em sistema de
baixa pressdo Econo System (Bio-Rad, EUA) utilizando-se uma coluna EconoPac HighQ
(Bio-Rad, EUA), equilibrada em tampao piperazina 20mM pH 5,0. A eluig¢do foi realizada
utitlizando um gradiente linear de NaCl de 0 a 1,0M no mesmo tampio em que a coluna foi
equilibrada. As fragdes contendo atividade de tripsina (determinadas com a utilizagdo de
BApNa como substrato) foram reumdas e submetidas a uma nova cromatografia de troca
anidnica em sistema de alta pressio (FPLC System, Pharmacia-LKB Biotechnology,
Suécia), utilizando uma coluna MonoQ (Pharmacia-1L. KB Biotechnology, Suécia). Esta
coluna foi equilibrada em tampédo piperazina 20mM pH 10,0. A eluigdo foi realizada
utilizando um gradiente linear de NaCl 0 a 1,0 M. As fragdes eluidas com atividade sobre

BApNa foram reunidas e ufilizadas para as determina¢des cinéticas ¢ SDS-PAGE.

3.10 - PurificagZo da tripsina de Tenebrio molitor.

A purifica¢do da tripsina de Tenebrio molitor (Levinsky et al., 1977; modificado por
Cristofoletti & Terra, comunica¢do pessoal) tem inicio na dissecgio do intestino médio
deste inseto, o qual € subdividido em varias porgdes, sendo utilizada para esta purificagio
apenas o conteudo luminal do Gltimo tergo do intestino médio. Preparagdes desta por¢do sdo

submetidas a uma cromatografia de froca aniénica em sistema de baixa pressao
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(EconoSystem-BioRad, EUA) utilizando uma coluna EconoPac HighQ (BioRad). Esta
coluna foi equilibrada em tampao Tris-HCl 0,02M pH 7,0. As fragdes contendo atividade
nio ligada & coluna sio reunidas e aplicadas a uma coluna Hitrap-desalting (Pharmacia-
LKB Biotechnology), equilibrada em tampdo Tris-HC1 0,02M pH 9,0, para coloca-las no
tampdo que serd utilizado em novo passo de purificagdo. E realizada uma segunda
cromatografia de troca ani6nica, agora em sistema de alta pressio (FPLC — Pharmacia-LKB
Biotechnology, Suécia), utilizando uma coluna MonoQ. Esta coluna foi equilibrada em
tampao Tris-HC1 0,02M pH 9,0 e a eluigdo foi realizada em um gradiente linear de NaCl 0 a
1,0 M. As fragSes com atividade sobre BApNa foram reunidas e utilizadas para as

determinagdes cinéticas e SDS-PAGE.

3.11 — Purificagio da tripsina de Musca domestica

Uma marcha de purificagdo para a tripsina de Musca domestica havia sido
estabelecida (Lemos & Terra, 1992) utilizando uma combinagdo de precipitagdo por pH,
cromatografia de troca catidnica e cromatografia de afinidade em colunas de SBTI-Agarose.
Esta metodologia foi modificada de forma a obter uma purificacdo de realiza¢do mais facil e
com rendimento semelhante ao anteriormente descrito.

A purificagdo da tripsina de Musca domestica tem inicio com a homogeneizagio em
pH 4cido dos tubos digestivos dissecados de larvas deste inseto. Muitas proteinas ndo s#o
soluveis neste pH, tornando a prepara¢do mais enriquecida em tripsina. Apos centrifugagao,
o sobrenadante ¢ dialisado para troca de tamp#o. O dialisado ¢ submetido a uma
cromatografia de afinidade em coluna de Benzamidina-Sepharose (Pharmacia), utilizando
um sistema de baixa pressdo (EconoSytem - BioRad, EUA). A coluna foi equilibrada em
tampdo Tris-HC1 0,1M pH 7,5. Para a eluigdo de ligantes inespecificos fos utilizado tampao
Tris-HC1 0,1M pH 7,5 contendo KCl 0,025M. Para a eluigdo especifica da atividade de
tripsina foi utilizado tampao Tris-HCI 0,I1M pH 7,5 contendo benzamidina 0,5M. As fragdes
contendo atividade de tripsina (determinadas com ZAMCA) foram reunidas. Uma aliquota
deste preparado foi dialisada, seca por centrifuga¢do a vacuo e utilizada para SDS-PAGE.

Outra aliquota do eluido apds cromatografia de afinidade foi aplicada a uma coluna Hitrap-



29

desalting equilibrada em tampdo Tris-HCl 0,1M pH 8,5 para redugdo da concentragéo de

benzamidina. O eluido desta coluna foi utilizado para as determinagdes cinéticas.

3.12 — Purificag3o da tripsina de Diatraea saccharalis.

A metodologia utilizada para a purificagio da tripsina de Diatraea saccharalis utiliza
uma cromatografia de afinidade em coluna de Benzamidina-Sepharose equilibrada em
tampio fosfato 0,IM pH 7,0 e realizada em sistema de baixa pressdo (EconoSystem -
BioRad). A amostra aplicada na coluna de afinidade € o sobrenadante da centrifugagio do
homogeneizado do conteddo luminal de Diatraea saccharalis (3,5mg de proteina). A
eluicdo dos ligantes inespecificos foi realizada em tampao fosfato 0,1M pH 7,0 contendo
KCI 0,5M, enquanto que a eluigdo especifica empregou tampido fosfato 0,1M pH 7,0
contendo benzamidina 0,5M. A utilizagdo de substratos fluorescentes tendo 7-amino-4-
metil-cumarina como fluoréforo, por sua maior sensibilidade em relagio aos ensaios
colorimétricos, permite a localizagdo da atividade eluida, mesmo na presenga do inibidor.
As frag¢des ativas desta cromatografia foram reunidas. Uma aliquota foi dialisada, seca por
centrifugacdo a vacuo e utilizada em SDS-PAGE. O restante desta preparagdo fo1 submetido
a cromatografia em coluna Hitrap-desalting previamente equlibrada em tampio Tris-HCl
0,IM pH 8,5. O eluido desta cromatografia foi utilizado para as determinagSes cinéticas da

especificidade dos subsitios.

3.13 — Determinagio dos parametros cinéticos para substratos com fluorescéncia

direta e com fluorescéncia apagada.

3.13.1 — Substratos com fluorescéncia direta.

Estudos do efeito da concentragdo de BAMCA e ZAMCA na atividade de tripsina

foram realizados utilizando 14 diferentes concentragdes numa faixa de 1 a 100 pM. As
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incubagdes com as tripsinas purificadas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor e
Diatraea saccharalis foram mantidas a 30°C por intervalos de tempo especificos para cada
uma das enzimas. Os dados obtidos foram aplicados ao programa Enzfitter (Elsevier
Biosoft) para obtengio de valores da constante de Michaelis-Mentem e da velocidade

maxima.

3.13.2 — Subsiratos com fluorescéncia apagada.

Para a caracterizagio dos subsitios das tripsinas de Periplaneta americana,
Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis fot necessaria a utilizagio de
substratos peptidicos com fluorescéncia apagada. Este tipo de peptideo permite a
caracterizag@o dos subsitios tanto a N-terminal a hidrélise quanto a C-terminal (Grahn ef
al., 1998), diferentemente dos substratos p-nitroanilidicos (Juliano & Juliano, 1985) e dos
com fluorescéncia direta (Alves ef al., 1996).

Um peptideo de origem (a partir do qual sio realizadas as varia¢des sistematicas
dos residuos) foi utilizado: Abz-AGGRGAGQ-EDDnp. A sintese dos peptideos com
fluorescéncia apagada foi realizada pelos professores Dra. Maria Aparecida Juliano e Dr.
Luis Juliano do departamento de Biofisica da Escola Paulista de Medicina da
Universidade Federal de S4o Paulo ~ UNIFESP.

As determinagBes cinéticas da constante de Michaelis-Menten e da velocidade
maxima, permitem o calculo dos valores relativos da eficiéncia catalitica, caracterizando a

especificidade de um determinado subsitio.
(a) caracterizagdo cinética do subsitio S

Estudos do efeito da concentragdo dos peptideos P1 variantes Abz-AGGXGAGQ-

EDDup, onde X representa os residuos de arginina ou lisina, foram realizados utilizando 15
diferentes concentragdes numa faixa de 0,5 uM a 10pM para a tripsina de Tenebrio molitor

e 1uM a 20 uM para as tripsinas de Periplaneta americana, Musca domestica e Diatraea
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saccharalis. As incubagdes foram realizadas a 30°C por intervalos de tempo especificos

para cada enzima.
(b) caracterizagdo cinética do subsitio S2

Estudos do efeito da concentragdo dos peptideos P2 variantes Abz-AGXRGAGQ-
EDDnp foram realizados utilizando 15 diferentes concentragdes numa faixa de 1uM a
20uM para as tripsinas de Tenebrio molitor e Periplaneta americana ¢ de 1,5 pM a 30 uM
para as tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis. As incubagdes foram

realizadas a 30°C em intervalos de tempo especificos para cada enzima.
(c) caracteriza¢do cinética do subsitio S3

Estudos do efeito da concentragdo dos peptideos P3 variantes Abz-AXGRGAGQ-
EDDnp, foram realizados utilizando 15 diferentes concentragBes numa faixa de 0,5uM a
10uM para a tripsina de Tenebrio molitor e de 1 pM a 20 puM para as tripsinas de
Periplaneta americana, Musca domestica e Diatraea saccharalis. As incubagdes foram

realizadas a 30°C em intervalos de tempo especificos para cada enzima.
(d) caracterizagdo cinética do subsitio S1’

Estudos do efeito da concentragdo dos peptideos P1° variantes Abz-AGGRXAGQ-
EDDnp foram realizados utilizando 15 diferentes concentragdes numa faixa de 0,5 uM a 10
#M para a tripsina de Tenebrio molitor e 1 UM a 100 pM para as tripsinas de Periplaneta

americana e Diatraea saccharalis. As incubagdes foram realizadas a 30°C em intervalos de

tempo especificos para cada enzima.

4 — Resultados.
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4.1 - Purifica¢io da tripsina de Periplaneta americana.

A purificagio da tripsina de Periplaneta americana a partir de homogeneizados do
tubo digestivo deste inseto foi realizada com a utilizagdo de cromatografias de troca
anidnica. Como primeiro passo apds a homogeneizagdo e centrifugagdo (Materiais e
Métodos) foi utilizada uma cromatografia de troca anibpica em sistema de baixa pressio
(EconoSystem — BioRad) utilizando uma coluna EconoPac HighQ. O perfil de atividade
apés esta cromatografia é apresentado na figura 6A. A recuperagdo da atividade neste
procedimento é de 90 a 100% e o enriquecimento € de 3,2 vezes em relagdo a preparagdo
inicial. O eluido ativo é reunido e submetido a outra cromatografia de troca anidnica em
sistema de alta pressio (FPLC, Pharmacia — LKB), utilizando uma coluna MonoQ. O perfil
de atividade eluida desta cromatografia esta representado na figura 6B. A recuperagio neste
procedimento ¢ de 30% e ha um enriquecimento de 37 vezes. Os rendimentos € 0s
enriquecimentos desta marcha de purificagdo estio listados na Tabela 1. Aliquotas dos
eluidos com atividade de tripsina de todos os passos cromatograficos foram submetidos a
um SDS-PAGE (Figura 7). A proteina purificada apresenta um peso molecular de 29 kD
determinado por SDS-PAGE.

4.2 — Purificagio da tnpsina de Diatraea saccharalis.

Para a purificagdo da tripsina de Diatraea saccharalis foram utilizados diversos tipos
de cromatografias como, por exemplo, cromatografias de troca i0nica, cromatografias
hidrofébicas e de afinidade (SBTI-Agarose). Apesar de estas apresentarem boas
recuperagdes e enriquecimentos da proteina de interesse, ndo era possivel a continuagio
destas marchas cromatograficas para a purificagdo desta enzima pois, apos estes passos, era
verificado um intenso processo de autdlise, levando & perda da atividade enzimatica.

O método encontrado de maior eficiéncia foi uma cromatografia de afinidade em
Benzamidina-Sepharose (Amersham-Pharmacia), utilizando um sistema de baixa pressdo
(EconoSystem-BioRad). O método consiste na aplicagdo do sobrenadante do

homogeneizado do contetido luminal em uma coluna de afinidade que tem por grupo ligante
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Figura 6: Perfis de atividade sobre BapNa das cromatografias de
troca anidnica utilizadas para a purfica¢do da tripsina de
Periplaneta americana. (A) Cromatografia de troca anidnica em
coluna HighQ (EconoSystem — BioRad) do sobrenadante obtido
por centrifugacdo do homogeneizado de tubos digestivos de
adultos de Periplaneta americana. (B) Cromatografia de troca
anidnica em MonoQ (FPLC System, Pharmacia-LKB) do eluido
ativo da coluna HighQ. (e) gradiente de NaCl e (0O) atividade de
tripsina utilizando BApNA como substrato.
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Figura 7: SDS-PAGE das amostras obtidas apds os diferentes passos
cromatograficos da marcha de purificagdo da tripsina de Periplaneta
americana. Raia 1: marcadores de peso molecular; raia 2: sobrenadante obtido
apos centrifugagdo do homogeneizado de tubos digestivos de Periplaneta.
americana; raia 3: eluido ativo da cromatografia em coluna High Q e raia 4:
eluido ativo da cromatografia em coluna MonoQ. A seta indica a tripsina
purificada de Periplaneta americana. Os pesos moleculares estdo ao lado da

figura.



Tabela 1: Rendimento dos passos da marcha de purificacdo da tripsina de Periplaneta americana.

Passos cromatograficos  Atividade total ~ Proteina total Atividade Fator de Recuperagdo (%)
(mU) (mg) especifica purifica¢do
(mU/mg)
Homogeneizado 2.130 87 25 1 100
Econolac HighQ 2.130 27 79 3,2 100
MonoQ 639 0,7 913 37 30

Homogeneizado consiste do sobrenadante obtido ap6s centrifugacdo de um homogeneizado de tubos digestivos de

adultos de Periplaneta americana . EconoPAC HighQ e MonoQ) consistem da reunido das fracGes ativas eluidas ap6s

cromatografia nessas resinas.
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uma p-aminobenzamidina. A amostra é aplicada em tampao fosfato 0,IM pH 7,0. A eluigdo
de ligantes inespecificos € realizada em tamp@o fosfato 0,1M pH 7,0 e tampéo fosfato 0,1M
pH 7,0 contendo KC1 0,5M. A eluigdo especifica da tripsina ¢ realizada em tampéo fosfato
0,1M pH 7,0 contendo benzamidina 0,5 M. A localizagdo da atividade da tripsina eluida é
realizada utilizando BAMCA ou ZAMCA como substrato (Figura 8). A elui¢do da tripsina
de Diatraea saccharalis em benzamidina 0,5M reduz o problema de autdlise, tornando
possivel estudos com a enzima purificada.

As fragBes ativas obtidas nos passos cromatograficos foram dialisadas, secas por
centrifugagio a vacuo e submetidas a uma eletroforese em condigSes desnaturantes. Desta
forma, foi possivel observar a presenga de uma tnica banda de proteina (Figura 9). A

protefna purificada apresenta um peso molecular de 28,7 kD determinado por SDS-PAGE.



37

600

500

400

300

200

de fluorescéncia 460nm

emissao

100

fragdes

Figura 8: Cromatografia de afinidade em Benzamidma-Sepharose
(Pharmacia) para a purificagio da tripsina de Diatraea saccharalis.
Esta cromatografia tem por material inicial o sobrenadante resultante
da centrifugacio do homogeneizado do conteddo luminal do
intestino médio de larvas de Diatraea saccharalis. As setas indicam
o inicio da eluigdo inespecifica utilizando tampdo fosfato 0,1M pH
7,0 contendo KC1 0,5M. e o inicio da eluigdo especifica utilizando
tamp#o fosfato 0, 1M pH 7,0 contendo benzamidina 0,5M.
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Figura 9: SDS PAGE das amostras obtidas apés os diferentes passos
cromatograficos da marcha de purificagdo da tripsina de Diatraea saccharalis.
Raia 1: eluido ativo da cromatografia de Benzamidina-Sepharose apos dialise;
raia 2: homogeneizado do conteudo luminal de larvas de Diatraea saccharalis
e raia 3: padrdes de peso molecular. A seta indica a tripsina de Diatraea
saccharalis purificada. Os pesos moleculares estdo indicados ao lado da

figura.
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4.3 — Purificagdo da tripsina de Musca domestica.

Como discutido anteriormente, a purificagio da tripsina de Musca domestica ja havia
sido descnta por Lemos & Terra (1992), utthzando precipitagio de proteinas por pH,
cromatografia de troca catidnica e cromatografia de afimidade em SBTI-Agarose. A
modificagdo desta marcha de purificagio teve por objetivo encontrar uma metodologia de
eficiéncia equivalente, mas com menor investimento de tempo. Neste novo procedimento a
precipitagdo por pH foi mantida. Apds este passo, a amostra ¢ submetida a uma
cromatografia de afinidade em Benzamidina-Sepharose (Pharmacia). O perfil de atividade
desta cromatografia estd representado na figura 10. As fragdes ativas sdo reurudas.
Aliquotas dos passos da marcha de purificagdo foram submetidas a um SDS-PAGE (Figura
11). Devido a presenga de benzamidina, inibidor de tripsina, nao é possivel a determinagio
da recuperagio deste processo e de seu enriquecimento pelo calculo da atividade especifica.
No entanto, a estimativa da quantidade de proteina purificada por SDS-PAGE demonstra
que a eficiéncia da purificagdo utilizando cromatografia em Benzamidina-Sepharose é, no
minimo, semelhante a obtida com cromatografias sequenciais de troca catidnica e afinidade
(Lemos & Terra, 1992), isto é um rendimento de 67 % e uma atividade especifica de cerca

de 20 U/mg. A proteina purificada apresenta um peso molecular de 26,6 kD determinado
por SDS-PAGE.

4.4 — Propriedades das tripsinas de diversos insetos.

4.4.1. — Determinac¢do do efeito de pH

Ensaios de quatro tempos para verificagdo do efeito do pH sobre a atividade de
tripsina de Periplaneia americana, Tenebrio molitor e Diatraea saccharalis foram

realizados utilizando as tripsinas purificadas a partir dos tubos digestivos destes insetos.
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Figura 10: Cromatografia de afimdade em Benzamidina-Sepharose
(Pharmacia) para a purifica¢do da tripsina de Musca domestica. Esta
cromatografia tem por matenal inicial o dialisado do sobrenadante
apbs precipitagdo de proteinas por pH (materiais e métodos). As
setas indicam o inicio da eluigdo inespecifica utilizando tampio
Tris-HCI 0,1M pH 7,5 contendo KCl 0,025M. e o inicio da elui¢o
especifica utilizando tamp3o Tns-HCl 0,1IM pH 7,5 contendo

benzamidina 0,5M.
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Figura 11: SDS PAGE das amostras obtidas apds os diferentes passos
cromatograficos da marcha de purificagdo da tripsina de Musca domestica.
Raia 1: Padrdes de peso molecular; raia 2: homogeneizado do tubo digestivo
de larvas de Musca domestica em pH acido apds centrifugagio e raia 3: eluido
ativo da cromatografia de Benzamidina-Sepharose apos dialise. A seta indica
a tripsina de Musca domestica purificada. Os pesos moleculares estdo

indicados ao lado da figura.
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Estes resultados possibilitaram a obten¢do de uma curva de atividade de tripsina em
funcdo do pH e a determinagio do pH étimo destas enzimas em 9,0 para a tripsina de
Periplaneta americana; 8,5 para a tripsina de Tenebrio molitor e 10,5 para a tripsina de
Diatraea saccharalis (Figura 12). O pH 6timo da tripsina de Musca domestica ja havia sido

previamente caracterizado como 8,5 (Lemos & Terra, 1992).

4.4.2 — Determinagdo de ponto isoelétrico.

Experimentos de focalizagdo isoelétrica foram realizados para a determinagdo do
ponto isoelétrico das tripsinas de Periplaneta americana e Diatraea saccharalis (Figura 13),
sendo que a tripsina de Periplaneta americana apresenta um pl de 6,0 € a tripsina de
Diatraea saccharalis de 4,5. O pl para a tripsina de 7enebrio molitor ja havia sido descrito
como 8,0 (Levinsky et al., 1977). Os valores de pl encontrados sdo semelhantes aos

determinados para outros insetos (Terra & Ferreira, 1994).

4.5 - Caracteriza¢do cinética das especificidades dos subsitios das tripsinas

purificadas de diferentes insetos.

4.5.1 — Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados com substratos colorimétricos (val-Leu-Arg-
pNa e val-Leu-Lys-pNa) utilizando homogeneizados dos intestinos médios de Periplaneta
americana, Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis com intuito de
verificar uma atividade especifica diferencial em relagdo a presen¢a de Arginina ou Lisina
em P1 (Tabelas 2 e 3). Estes estudos evidenciaram uma atividade equivalente da tripsina de
Diatraea saccharalis sobre os dois substratos, enquanto 0s outros insetos apresentam uma

melhor hidrélise do peptideo contendo Arg em Pl. Para uma caracterizagdo cinética das
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Figura 12: Efeito de pH sobre a atividade das preparagdes de tripsina
dos diferentes insetos. (A) Temnebrio T. molitor, (B) Perplaneta
americana ¢ (C) Diatraea saccharalis. Para este estudo foi utilizada
uma série de tampdes composta por: pHs 7-9 (s):itampdo Tris-HCI
0,1M contendo NaCl 0,2M; pHs 9-10,5 (m): tampdo Glicina-NaOH
0,1M contendo NaCl 0,2M e pHs 10,5-12 (a): tampao fosfato-NaOH
0,1M contendo NaCl 0,2M.
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Figura 13: Focalizag8o isoelétrica das tripsinas de Periplaneta
americana (A) e Diatraea saccharalis (B) determinados como 6,0 e 4,5,

respectivamente.



Tabela 2: Atividade da tripsina dos diferentes insetos sobre diferentes substratos sintéticos contendo um residuo de

arginina ou lisina em P1*.

Tripsina BapNA (mU/mg) val-Leu-Arg-pNa (mU/mg) val-Leu-Lys-pNa (mU/mg)
Periplaneta americanal 102 1.480 400
Tenebrio molitor? 500 117.000 36.800
Musca domesticad 260 1.220 418
Diatraea saccharalis? 183 2.230 2.180

*As determinagfes foram realizadas comn a utilizagdo das seguintes preparagdes:

1 - homogeneizado do tubo digestivo de Periplaneta americana
2 - tripsina purificada de Tenebrio molitor
3 - homogeneizado intestinal de Musca domestica

4 - homogeneizado do contetdo luminal de Diatraea saccharalis
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Tabela 3: Especificidade primaria das tripsinas dos diferentes insetos em estudo.*

Tripsina Razdo Arg/Lys
Periplaneta americana 3,7
Tenebrio molitor 3,2
Musca domestica 3,0
Diatraea saccharalis 1,0

* Estes resultados foram calculados a partir das atividades determinadas sobre val-Leu-Arg-pNa e val-Leu-Lys-pNa

demonstradas na Tabela 2.
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especificidades deste subsitio ¢ dos subsitios adjacentes S1°, S2 e S3 (Schechter e Berger,
1967) foram purificadas as tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor, Musca
domestica e Diatraea saccharalis.

Estas enzimas foram caracterizadas inicialmente quanto as suas especificidades em
relagio ao bloqueador da extremidade N-terminal de substratos fluorescentes BAMCA e
ZAMCA (Tabela 4). As tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor apresentam
um mesmo valor de Km para os dois substratos e uma variagdo dos valores de Vm,
resultando em uma maior eficiéncia catalitica destas enzimas em relagdo ao substrato que
apresenta um grupo benzoil na extremidade N-terminal. J& a tripsina de Diatraea
saccharalis (Tabela 4), apresenta variagdo tanto de Km quanto de Vin em relagdo a estes
substratos, hidrolisando com maior eficiéncia o substrato que apresenta um grupo

carbobenzoxi na extremidade N-terminal.

4.5.2 - Caracterizagdo do subsitio S1 para as tripsinas de Periplaneta americana,
Tenebrio molitor, Musca domestica e Dialraea saccharalis.

As tripsinas hidrolisam liga¢des peptidicas na porgdo carboxilica de aminoacidos
basicos como Lisina e Arginina (P1). A hidrélise de ligagdes peptidicas formadas por outros
residuos, nesta mesma posi¢do, é da ordem de 10° vezes menor, sendo desconsideradas
como hidrolises possiveis (Barrett er al., 1998). Portanto, para a caracteriza¢do destes
subsitios foram utilizados substratos de fluorescéncia apagada partindo-se de um peptideo
de origem (AbzAGGXGAGQ-EDDnp), sendo X um residuo de Arginina ou Lisina.

Os resultados determinados com substratos de fluorescéncia apagada usando enzimas
purificadas confirmam os dados preliminares obtidos com a utilizagdo de substratos
colorimétricos e enzimas brutas.

As tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor e Musca domestica
apresentam maior efici€ncia catalitica sobre o substrato que possui Arginina em P1 (Tabelas
5 € 6), em relagdo ao que possui Lisina. As unicas diferencas verificadas sdo as razdes de
hidrélise Arg/Lys em relag@o aos substratos colorimétricos ou de fluorescéncia apagada para

as tripsinas de Periplaneia americana ¢ Tenebrio molitor, que anteriormente eram de 3,7



Tabela 4: Parametros cinéticos de tripsinas purificadas de diferentes insetos em relagao a

dois substratos fluorescentes.

Tripsina Substrato Km (uM) Vm (mmoles/min. 1)  Vm/Km(min?)
Periplaneta americana BAMCA 2,6 2.092 805
Periplaneta americana ZAMCA 22 870 396

Tenebrio molitor BAMCA 20 3,4 1,7

Tenebrio molitor ZAMCA 2,0 14 0,7
Diatraea saccharalis BAMCA 7,8 3.025 388
Diatraea saccharalis ZAMCA 4,4 6.093 1.385

As tripsinas purificadas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor e Diatraea saccharalis foram incubadas com
14 diferentes concentragdes de cada um dos substratos acima listados em tampao Tris-HCI 0,1M pH 8,5 a 30°C. Os

parametros cinéticos foram determinados com a utilizagdo do programa Enzfitter.
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Tabela 5: Determinacao cinética da especificidade do subsitio S1 das tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor.

Substrato 1 variante

Periplaneta americana

Tenebrio molitor

Km (uM)  Vm (mmoles/min) Vm/Km Km (uM)  Vm (moles/min) Vm/Km
(min-1) % (min+) %
AbzAGGRGAGQ-EDDnp 74 1,70 230 100 31 0,64 210.000 100
AbzAGGKGAGQ-EDDnp 16,0 1,25 78 34 10,0 0,23 23.000 11
Tabela 6: Determinacao cinética da especificidade do subsitio S1 das tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis.
Substrato P1 variante Musca domestica Diatraea saccharalis
Km (uM) Vm (pmoles/min) Vm/Km Km (uM)  Vm (umoles/min) Vm/Km
(min-1) % (min-1) %
AbzAGGRGAGQ-EDDnp 6 29 48 100 15 19 1,3 94
AbzAGGKGAGQ-EDDnp 11 18 1,6 34 23 31 1,4 100
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vezes € 3,2 vezes (Tabelas 3 e 5) e que foram agora determinadas como 3,0 vezes e 9,0
vezes, respectivamente. Estas diferengas para as tripsinas de Periplaneta americana e
Tenebrio molitor estdo provavelmente relacionadas aos residuos vizinhos presentes nos dois
grupos de substratos (substrato colorimétrico: val-Leu-Arg/Lys-pNa, substrato de
fluorescéncia apagada: AbzAGGR/KGAGQEDDnp).

4.5.3 — Caracterizagdo dos subsitios adjacentes a S1 para as tripsinas de Periplaneta

americana, Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis.

4.5.3.1 — Caracterizagdo do subsitio S2.

Este subsitio, de uma forma geral, caracteriza-se pela hidrolise preferencial de
peptideos que apresentam em P2 residuos hidrofébicos para as tripsinas de todos os insetos
em estudo, sendo que as tripsinas de Periplaneta americana e Diatraea saccharalis
apresentam maior eficiéncia catalitica em relagdo ao peptideo que possui uma leucina em P2
(Tabelas 7 e 8). Ja as tripsinas de Musca domestica e Tenebrio molitor apresentam maior
eficiéncia catalitica em relacdo aos peptideos P2Phe e P2Ala, respectivamente. A variagdo
de residuos ocasiona, com algumas excegdes, uma alteragdo mais significativa das
velocidades méaximas, devido a diferentes kcats, do que uma variagdo das constantes de
dissociagdo (Km). A variag@o da eficiéncia catalitica para as tripsinas de mamiferos, assim
como para as enzimas estudadas, também esta relacionada a uma altera¢do da constante
catalitica e ndo a uma melhor ligagdo da enzima ao substrato (Craik ef al., 1985 e Hedstrom
etal., 1994).

Apesar do favorecimento ocasionado pela presenga de residuos hidrofobicos neste
subsitio para a hidrdlise, as diferentes enzimas apresentam comportamentos muito distintos
em relacdo aos outros residuos de aminoacidos presentes nesta posi¢do. Estes diferentes
comportamentos cinéticos podem estar relacionados, por exemplo, ao volume e ao indice

hidropatico das cadeias laterais destes residuos.



Tabela 7: Determinagdo cinética da especificidade do subsitio S2 das tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor.

Substrato P2 variante

Periplaneta americana

Tenebrio molitor

AbzZAGARGAGQEDDnp
AbzAGIRGAGQEDDnp
AbzAGFRGAGQEDDnp
AbzAGERGAGQEDDnNp
AbzAGVRGAGQEDDnp
AbzAGQRGAGQEDDnp
AbzAGKRGAGQEDDnp
AbzAGDRGAGQEDDnp
AbzAGYRGAGQEDDnp
AbzAGMRGAGQEDDnp
AbzAGLRGAGQEDDnp
AbzAGNRGAGQEDDnNp
AbzAGHRGAGQEDDnp
AbzAGTRGAGQEDDnp
AbzAGSRGAGQEDDnp

Km (uM)

8,0
40,0
1,8
91
25
1,7
18
3,8
1,8
24
1,7
1,3
0,5
10,0
51

Vm x 103
(mmoles/ min)

12,0
46,0
6,50
2,0
11,0
55
12,5
0,7
71
14,0
11,0
0,8
24
3,8
2,5

Vm/Km (min-?)

1.500
1.200
3.600
220
4.400
3.200
6.900
180
3.900
5.800
6.500
620
4.800
380
490

%
22

18
56

68
50
107
3
61
90
100
10
74
6
8

Km (uM)
14
1,8
1,5
53
14
14
4,4
18,5
2,3
1,2
1,3
0,4
0,2
7,2
1,2

Vm (moles/ min) Vm/Km (min-1) %

0,130 930.000 100
0,130 720.000 78
0,130 870.000 93
0,025 46.000 5
0,115 820.000 88
0,076 540.000 58
0,430 980.000 105
0,025 14.000 1,5
0,013 55.000 6
0,089 750.000 81
0,100 800.000 86
0,107 270.000 29
0,155 780.000 83
0,060 83.000 9
0,065 54.000 58

Destaque em azul para o peptideo P2 variante melhor hidrolisado pelas tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor.

Destaque em vermelho para o peptideo P2Lys.
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Tabela 8: Determinacdo cinética da especificidade do subsitio S2 das tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis.

Substrato P2 variante

Musca domestica

Diatraea saccharalis

AbzAGARGAGQEDDnNp
AbzAGIRGAGQEDDnp
AbzAGFRGAGQEDDnp
AbzAGERGAGQEDDnp
AbzAGVRGAGQEDDnp
AbzAGQRGAGQEDDnNp
AbzAGKRGAGQEDDnp
AbzAGDRGAGQEDDNp
AbzAGYRGAGQEDDnNp
AbzAGMRGAGQEDDnp
AbzAGLRGAGQEDDnp
AbzAGNRGAGQEDDnp
AbzAGHRGAGQEDDnp
AbzAGTRGAGQEDDnp
AbzAGSRGAGQEDDnp

Km (uM)
27,0
29,0
8,5
22,0
18,0
15,0
5,3
36,0
11,0
15,0
12,0
17,0

8,3
16,0
28,0

Vm (mmoles/min)
0,79
0,40
0,45
0,09
0,42
0,28
0,42
0,03
0,32
0,36
0,27
0,09
0,09
0,14
0,17

Vm/Km (min?)
29,0
14,0
53,0
4,0
24,0
18,0
79,0

09
28,0
25,0
23,0
53,0
11,0

9,0

6,0

%
53
26
100

45
34
150
1,7
53
47
43
10
20
17

11

Km (uM)
47,0
15,0
19,0
23,0
19,0
25,0
18,0
19,0
13,0
17,0
12,0
24,0
17,0
176,0
23,0

Vm (mmoles/ min)
1,60
0,26
0,56
0,31
0,57
0,64
0,91
0,13
0,24
0,37
0,41
0,31
0,31
2,40
0,30

Vm/Km (min?)

34,0
18,0
29,0
14,0
31,0
26,0
52,0
7,0
19,0
22,0
35,0
13,0
19,0
13,0
13,0

%
97
50
82
38

87

147
20
52

100
37
52
38
38

Destaque em azul para o peptideo P2 variante melhor hidrolisado pelas tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis.
Destaque em vermelho para o peptideo P2Lys.
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(a) residuos de cadeia alifatica polar ndo carregada hidroxilados (Thr e Ser)

De uma forma geral, a presen¢a de hidroxilas em cadeias alifaticas na posi¢ido P2
prejudica a hidrélise do substrato (Tabelas 7 e¢ 8). Os Kms sdo mais elevados e as
velocidades sfo inferiores se comparadas aos demais residuos, demonstrando piores ligagdo
¢ hidrblise na presen¢a de uma hidroxila. Com exce¢io da tripsina de Tenebrio molitor, 0s
peptideos P2Ser e P2Thr sé sdo melhores substratos que os peptideos que apresentam nesta
mesma posi¢do residuos de cadeias laterais carregadas negativamente (Tabela 7). Nas
tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor a serina apresenta uma melhor
hidrélise em relagdo a treonina (Tabela 7), o que n3o ocorre para as tripsinas de Musca
domestica e Diatraea saccharalis (Tabela 8), sendo treomina um melhor residuo. A
distingdio entre treonina e serina pode estar relacionada a posi¢do da hidroxila na cadeia
lateral dos residuos de treomnina e serina ¢ ao volume destes residuos (Figura 4, Tabela 9).

A comparagdo da cadeia lateral dos residuos de serina e alanina, permite uma
visualizagdo clara da interferéncia da existéncia de uma hidroxila & uma cadeia lateral
alifatica (Figura 4, Tabelas 7 ¢ 8). Para as tripsinas de Dialraea saccharalis e Periplaneta
americana a presenga da hidroxila leva a uma alteragdo tanto da ligagdo quanto da hidrolise
do substrato, sendo mats significativa a altera¢do das constantes envolvidas na catalise. Para
as tripsinas de Musca domestica e Tenebrio molitor ocorrem alteragdes apenas da constante

de catalise.

(b) residuos de cadeia lateral aromatica (Phe, Tyr)

Os substratos que apresentam um grupo aromatico em P2 s3o relativamente bem
hidrolisados pelas tripsinas de Periplaneta americana, Musca domestica e Diatraea
saccharalis. Apesar da presen¢a de uma hidroxila, o substrato contendo P2Tyr € tdo bem
hidrolisado quanto o substrato P2Phe pela tripsina de Periplaneia americana (Tabela 7).
Para as tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis, a existéncia de uma hidroxila
em um grupo aromatico leva a wna redugdo significativa da catélise, sendo que a ligagdo da

enzima ao substrato ndo ¢ afetada. A comparacio da eficiéncia catalitica entre os peptideos



que apresentam an€is aromaticos ou cadeias aliféticas com ou sem hidroxilas, para a tripsina
de Tenebrio molitor demonstra ser de maior influéncia a adicdo de uma hidroxila em
cadeias laterais aromaticas, sendo que, quanto maior o volume da cadeia lateral & qual esta
hidroxila € adicionada, menor serd a eficiéncia catalitica (Tabela 9). Diferentemente da
tripsina de 7Tenebrio molitor, as tripsinas de Diatraea saccharalis € Musca domestica
hidrolisam com maior eficiéncia residuos de maior volume que apresentem hidroxilas

(Tabela 10 e Figura 4).

(c) residuos de cadeia polar carregadas negativamente (Asp e Glu)

Este grupo de residuos compde os substratos que apresentam menor hidrélise pelas
tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor ¢ Musca domestica e, estio entre os
substratos menos hidrolisados pela tripsina de Diatraea saccharalis. Tanto a constante de
afinidade quanto a constante de catalise sdo alteradas nas tripsinas destes insetos, mas de
forma diferenciada. Para a tripsina de Periplaneta americana (Tabela 7) a eficiéncia de
hidrolise € semelhante para os dois residuos, sendo que o dcido glutimico apresenta um
maior Km, mas uma maior velocidade. Para a tripsina de Tenebrio molitor (Tabela 7), o
acido glutamico apresenta uma melhor ligagdo e velocidade igual a de 4cido aspartico,
sendo mais eficiente a hidrélise do primeiro. A tripsina de Musca domestica (Tabela 8),
assim como a de Tenebrio molitor (Tabela 7) apresenta uma melhor ligagdo ao 4cido
glutimico, mas também apresenta alteragdo da constante catalitica (Tabela 8).
Diferentemente, a tripsina de Diatraea saccharalis (Tabela 8), apresenta Kms muito
semelhantes para os peptideos P2Glu ¢ P2Asp, mas apresenta melhor hidrdlise sobre o
peptideo P2Glu inclusive em relagdo aos peptideos cujos residuos em P2 sfo treonina,
serina e asparagina, indicando que a presenga de uma carga negativa no subsitio S2 da

tripsina deste inseto exerce menor influéncia em relagio a eficiéncia de hidrélise.

(d) residuos de cadeia polar que apresentam uma amida (Asn e Gln)
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Todas as tripsinas apresentaram hidrélise mais eficiente sobre o substrato que possui
glutamina em P2.

As tripsinas de Periplaneta americana, Musca domestica e Diatraea saccharalis
apresentam uma mesma constante de ligagdo entre os dois substratos, sendo a alteragio
observada na constante catalitica. E notavel que a diferenga entre a eficiéncia de hidrélise do
peptideo apresentando glutamina ou asparagina em P2 varia conforme a enzima em estudo
(Velocidade Gln/Asn: Periplaneta americana 7 vezes, Musca domestica 3 vezes € Dialraea
saccharalis 2 vezes). No entanto, comparativamente com 0s outros residuos estudados, a
glutamina torna-se cada vez mais favoravel que a asparagina e outros residuos ao longo da
escala filogenética. Para a tripsina de Diatraea saccharalis, por exemplo, a glutamina em P2
toma o peptideo melhor substrato que a presen¢a de metionina, tirosina, histidina,
isoleucina, acido glutdmico, treonina, serina ¢ por fim asparagina e acido aspértico nesta
posi¢do (Tabela 8).

A tnipsina de Tenebrio molitor apresenta um comportamento distinto das enzimas
discutidas acima. O incremento da hidrélise do peptideo que apresenta glutamina, em
relagdo ao peptideo que apresenta asparagina, deve-se a constante catalitica e,
principalmente, a uma melhor ligagio do peptideo P2GlIn (Tabela 7). Esta diferenga pode
estar relacionada a fatores como profundidade do subsitio, volume da cadeia lateral e outros,
ocasionando um rearranjo mais favoravel do conjunto de subsitios, favorecendo a ligacio do

peptideo e a hidrélise da liga¢io peptidica entre P1 e P1°.

(e) residuos de cadeia lateral apolar (Ala, Leu, Ile, Met, Phe e Val)

Todas as tripsinas apresentam como residuo favordvel em P2, amino4cidos de cadeia
lateral apolar (Leu para Periplancta americana e Diatraea saccharalis, Ala para Tenebrio
molitor ¢ Phe para Musca domestica). Porém, estas enzimas apresentam um comportamento
cinético muito distinto em relagdo aos peptideos com residuos apolares variantes.

A trnipsina de Periplaneta americana tem leucina por melhor residuo em P2. Ha
grande variagdo entre 0s Kms em relagdo aos peptideos P2 variantes com residuos de cadeia

lateral apolar. Os Kms em relagdo aos peptideos P2Ala e P2Ile s3o os que diferem mais
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notavelmente dos demais (Tabela 7). De qualquer forma, ha um favorecimento da hidrolise
de peptideos que apresentem em P2 cadeias laterais alifaticas ndo polares volumosas e
cadeias laterais aromaticas (Tabela 7 ¢ Figura 4).

A tmipsina de Tenebrio molitor apresenta uma eficiéncia catalitica muito semelhante &
descrita em relagdo aos peptideos P2 variantes com residuos de cadeia lateral apolar, sendo
o peptideo P2Ala o mais bem hidrolisado. A presenga de uma cadeia lateral aromatica sem
hidroxila em P2 ¢ bastante favoravel tanto a ligagio quanto a hidrélise do substrato. Dentre
as cadeias alifaticas n@o polares, quanto maior o volume menor a eficiéncia catalitica
(Figura 4 e Tabela 9).

A tripsina de Musca domestica apresenta uma maior atividade sobre o peptideo
P2Phe. Diferentemente das tripsinas dos outros insetos, a eficiéncia relativa do peptideo
melhor hidrolisado pela tmipsina de Musca domestica ¢ bastante distinta em relagdo aos
oufros substratos (Tabela 8). Esta enzima apresenta uma maior eficiéncia sobre residuos de
cadela lateral aromatica, sendo seguidos pelos residuos de cadeias laterais n3o polares
alifaticas.

A tripswna de Diatraea saccharalis apresenta maior atividade sobre o peptideo P2Leu
e, diferentemente das outras tripsinas, aparenta nfo apresentar uma distingdo em P2 em
relagdo a residuos de cadeia lateral aromatica ou alifAtica ou cadeias laterais de maior ou
menor volume (Tabela 10).

As tripsmas de Periplaneta americana, Musca domestica e Diatraea saccharalis,
apesar da hidrolisarem favoravelmente o peptideo que apresenta alanmina em P2, apresentam
Kms muito altos para este peptideo, indicando uma ligagdo desfavoravel deste residuo a este
subsitro.

Com a intengdo de inferir um grau de hidrofobicidade aos subsitios das diferentes
tripsinas em estudo, foram comparados os indices de hidropaticidade das cadeias laterais
dos residuos presentes em P2 e médias (somaténa dos indices hidropaticos dos residuos,
dividido pelo namero de residuos considerados) foram realizadas. Os seis melhores residuos
hidrolisados por cada uma das tripsinas (em geral, 50% do valor relativo Vm/Km nio
considerando lisina), foram considerados para determinar o grau de hidrofobicidade dos

subsitios (Tabelas 7 ¢ 8 e Figura 4).



Tabela 9: Correlagado entre eficiéncia catalitica relativa e volume de residuos nos subsitios das tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio

molitor *
Periplaneta americana Tenebrio molitor
Pl P2 Pl P2 P3

AA Volume AA Volume AA volume AA Volume AA Volume AA Volume
Met 162.9 Leu 166,7 Gln 143,9 Ile 166,7 Ala 88,6 Met 162,9
Ala 88,6 Met 162,9 Met 162,9 Ala 88,6 Phe 189,9 Ala 88,6
Gln 143,9 His 153,2 Leu 166,7 Met 162,9 Val 140,0 Leu 166,7
Phe 189,9 Val 189,9 Ala 88,6 Phe 189,9 Leu 166,7 Gln 143,9
Asn 117,7 Tyr 117,7 Ser 89,0 Asn 117,7 His 153,2 Phe 189,9
Ser 89 Phe 89,0 Tyr 193,6 Gln 143,9 Met 162,9 Tyr 193,6
Thr 116,1 Gln 116,1 Phe 189,9 Thr 116,1 Ile 166,7 Ile 166,7
Tyr 193,6 Ala 193,6 His 153,2 Leu 166,7 Gln 143,9 His 153,2
Leu 166,7 Ile 166,7 Ile 166,7 His 153,2 Ser 89,0 Val 140,0
Val 140 Asn 140 Thr 116,1 Val 140,0 Asn 117,7 Ser 89,0
Ile 166,7 Ser 166,7 Asn 117,7 Tyr 193,6 Thr 116,1 Asn 117,7
His 153,2 Thr 153,2 Glu 138,4 Asp 111,1 Tyr 193,6 Thr 116,1
Asp 111,1 Glu 1111 Val 140,0 Ser 89,0 Glu 1384 Glu 138,4
Glu 1384 Asp 1384 Asp 111,1 Glu 138,4 Asp 111,1 Asp 1111
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*Os residuos listados na coluna AA sdo, em ordem decrescente de eficiéncia catalitica, os residuos presentes nas posi¢Bes
especificadas nos peptideos hidrolisados pelas tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor .

Os valores listados na coluna volume, sdo os volumes das cadeias laterais (A%) de cada um dos residuos (Creighton, 1984).

As cores estao relacionadas a cada um dos grupos de residuos: azul (cadeia lateral apolar), rosa (cadeia lateral alifatica polar
hidroxilados), violeta {cadeia lateral aromatica), vermelho (cadeia lateral carregados negativamente), verde {residuos de cadia

lateral polar que apresentam uma amida).
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Tabela 10: Correlagio entre eficiéncia catalitica relativa e volume de residuos nos subsitios das tripsinas de Musca domestica e Diatraea
saccharalis *

Musca domestica Diatraea saccharalis
P2 P3 Pl P2 P3

AA Volume AA volume AA Volume AA Volume AA Volume
Phe 189,9 Val 140,0 Ala 88,6 Leu 166,7 Ala 88,6
Ala 88,6 Met 162,9 Phe 189,9 Ala 88,6 Phe 189,9
Tyr 193,6 Gln 143,9 Ser 89,0 Val 140,0 Gln 143,9
Met 162,9 Ala 88,6 Ile 166,7 Phe 189,9 Leu 166,7
Val 140,0 Ile 166,7 Gln 143,9 Gln 143,9 Ile 166,7
Leu 166,7 Ser 89,0 Val 140,0 Met 162,9 Met 162,9
Gln 143,9 Tyr 193,6 Tyr 193,6 Tyr 193,6 Val 140,0
Ile 166,7 Leu 166,7 Asp 111.,1 His 153,2 Glu 138,4
His 153,2 Glu 1384 Glu 138,4 Ile 166,7
Thr 116,1 Asn 117,7 Glu 138,4
Ser 89,0 Asp 111,1 Thr 116,1
Asn 117,7 Ser 89,0
Glu 138,4 Asn 117,7
Asp 1111 Asp 1111
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* Os residuos listados na coluna AA sdo, em ordem decrescente de eficiéncia catalitica, os residuos presentes nas posicoes
especificadas nos peptideos hidrolisados pelas tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis.

Os valores listados na coluna volume, sdo os volumes (A?) das cadeias laterais de cada um dos residuos (Creighton, 1984).

As cores estdo relacionadas a cada um dos grupos de residuos: azul (cadeia lateral apolar), rosa (cadeia lateral alifatica polar

hidroxilados), violeta (cadeia lateral aromética), vermelho (cadeia lateral carregados negativamente), verde (residuos de cadia

lateral polar que apresentam uma amida).
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De uma maneira geral, o subsitio S2 € bastante hidrofébico, sendo os maiores indices
verificados para as tripsinas de Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis.

A tripsina de Periplaneta americana apresenta o subsitio S2 de menor hidrofobicidade.

(f) histidina

A histidina ndo pode ser tratada como um residuo de cadeia lateral carregada
positivamente, pois o pKa do grupo imidazol presente na cadeia lateral é de 6.0. Desta
forma, este grupo encontra-se desprotonado, uma vez que todas as determinagdes foram
realizadas em pH 8,5.

As tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor € Musca domestica
apresentam baixos valores de Km em relagdo ao peptideo P2His. Para as tripsinas de
Periplaneta americana e Tenebrio molitor a alta velocidade de hidrélise deste peptideo
resulta em uma alta eficiéncia catalitica, sendo o peptideo P2His um dos melhores
substratos (Tabela 7). J& para as tripsinas de Musca domestica e de Diatraea saccharalis a
eficiéncia catalitica para este substrato ¢ baixa, sendo que para a ftripsina de Diatraea
saccharalis 0 Km em relagfo a este peptideo nfo proporciona boa ligagdo como descrito
para as outras tripsinas (Tabelas 7 ¢ 8). As diferengas no comportamento das tripsinas dos
msetos em estudo em relagdo a P2His pode estar relacionada, por exemplo, & presenga do
grupo 1midazol e ao volume da cadeia lateral, como pode ser verificado para a tripsina de

Periplaneta americana (Tabela 9).

4.5.3.2 — Caracteriza¢do do subsitio S3.

A tripsina de Periplaneta americana hidrolisa com maior eficiéncia o peptideo
P3GIn, um residuo de cadeia lateral polar nfo carregada, diferentemente das tripsinas de
Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis, as quais hidrolisam melhor os
peptideos que apresentam metionina, valina/metionina e alanina em P3, respectivamente.

A comparagdo dos valores tanto de Km quanto de Vm para as tripsinas de

Periplaneta americana ¢ Tenebrio molitor, demonstra que ndo ha grandes variagdes entre os
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valores das constantes de ligagdo e de catdlise em relagdo aos diferentes peptideos,
indicando que o subsitio S3 temha menor influéncia na eficiéncia catalinca de um
determinado substrato, assim como para a tripsina de mamiferos (Schellenberger er al.,
1994). O mesmo tipo de comparagdo realizada para as tripsinas de Musca domestica ¢
Diatraea saccharalis demonstra que ainda hi grandes variagdes, principalmente de Vm,
sendo que a tripsina de Diatraea saccharalis nfo hidrolisou uma série de variantes em P3.
Estes resultados podem indicar um niimero diferenciado de subsitios nestas tripsinas. Pela
comparagio dos indices hidropaticos das cadelas laterais dos residuos (Figura 4) presentes
em P3 dos peptideos mais bem hidrolisados, é possivel observar uma tendéncia a tornar este
subsitio mais hidrofébico ao longo da evolugdo dos insetos (Figura 14, Tabela 11). As

implicagdes evolutivas serdo discutidas adiante.

(a) residuos de cadeia alifatica polar ndo carregada hidroxilados (Thr ¢ Ser)

Os peptideos que apresentam em P3 residuos de cadeia alifatica polar ndo carregada
hidroxilados sfo, em geral, peptideos bem hidrolisados pelas tripsinas em estudo com
exce¢do daquela de Diatraea saccharalis.

Para a tripsina de Periplaneta americana ndo ha distingdo entre a eficiéncia de
hidrélise dos peptideos que apresentam em P3 um residuo de cadeia lateral alifética
hidroxilada (Ser) ¢ de cadeia lateral aromatica hidroxilada (Tabela 12). Entretanto, hd uma
diferen¢a significativa de eficiéncia de hidrélise entre os peptideos que apresentam em P3
uma serina ou uma treonina. Esta diferenca pode estar relacionada & posi¢do da hidroxila na
cadeia lateral da treonina (Figura 4 e Tabela 12). Ocorre também uma hidrélise mais
eficiente sobre peptideos cujos residuos apresentem em P3 um menor indice hidropatico.
Este argnmento vem a favor da caracteristica menos hidrofébica do subsitio S3 da tripsina
de Periplaneta americana. A tripsina de Tenebrio molitor hidrolisa mais eficientemente o
peptideo que apresenta um residuo de metionina em P3, evidenciando um carater mais
hidrofébico deste subsitio. Os peptideos P3Ser, P3Thr ¢ P3Tyr sdo variavelmente bem
hidrolisados conforme ¢ indice hidropatico da cadeia lateral do residuo e da caracteristica da

cadeia lateral, se aromatica ou alifdtica. Dentre os hidroxilados, o peptideo P3Tyr é o mais



Figura 14: Representacio esquemdtica da hidrofobicidade dos subsitios das tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio
molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis.

Periplaneta americana Tenebrio molitor Diatraea saccharalis
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Esta representagdo tem por base a ordem dos residuos de acordo com os valores relativos de Vm/Km determinados para cada um dos subsitios com excegio ¢
residuos de lisina. A seta ao lado da tabela indica uma ordem crescente dos valores de eficiéncia catalitica relativa, sendo que cada célula possui a representagdo
residuo utilizado para a caracterizaciio da especificidade. As células preenchidas por cores indicam a presenga de residuos de cadeta lateral de indice hidropat
positivo. As células ndo preenchidas indicam residuos ou subsitio nfio caracterizado e (---) indicam peptideos néo hidrolisados.
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Tabela 11: Determinagio da hidrofobicidade dos subsitios das tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor, Musca
domestica e Diatraea saccharalis.

Periplaneta americana Tenebrio molitor Musca domestica Diatraea saccharalis
517 S2 53 ST 52 S3 S1 52 S3 51 52 53
1,9 (met) 38(eu) -35(gln) | 45(le) 18 (ala) 1,9 (met) - 28 (phe) 42(val) | 1,8(ala) 38 (leu) 1,8 (ala)
1,8 (ala) 1,9 (met) 1,9 (met) | 1,8(ala) 2,8 (phe) 1,8 (ala) - 1,8 (ala) 1,9 (met) | 28(phe) 1,8(ala)  2,8(phe)
35 (gn)  -3,2(his) 3,8 (lew) | 1,9 (met) 4,2 (val) 3,8 (leu) - 1,3 (tyr)  -35(gln) | -08 (ser) 4,2(val) -3,5(gln)
-04 (gly) 42 (val) 18(ala) | 2,8(phe) 3,8 (len) -3,5 (gln) - 1,9 (met) 1,8 (ala) | 4,5(le) 2,8 (phe) 3,8 (leu)
28 (phe) 13 (tyr) -L3(tyr) | -04 (gly) -32(his) 2,8 (phe) - 42 (val) 4,5 (ile) -3,5 -3,5(gln) 4,5 (ile)
(gln)
-3,5 (asn) 2,8 (phe) -0,8 (ser) | -3,5 (asn} 1,9 (met) -1,3 (tyr) - 3,8 (eu) -08(ser) | 42 (val) 1,9 (met) 1,9 (met)
X=-0,2 X=1,4 X=0,3 X=1,2 X=1,9 X=0,9 - X=22 X=14 X=1,5 X=1,8 X=1,9

Valores de indice hidropatico das cadeias laterais dos residuos em P1’, P2 e P3 dos seis peptideos melhor hidrolisados.
X=meédia de hidropaticidade dos residuos em P1’, P2 e P3 dos 6 peptideos melhor hidrolisados. ~ subsitio ndo caracterizado.
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Tabela 12: Determinacao cinética da especificidade do subsitio S3 das tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor.

Substrato P3 variante

Periplaneta americana

Tenebrio molitor

AbzAAGRGAGQEDDnp
AbzAIGRGAGQEDDnp
AbzATFGRGAGQEDDnNp
AbzAFEGRGAGQEDDnp
AbzAVGRGAGQEDDnNp
AbzASGRGAGQEDDnp
AbzAQGRGAGQEDDnp
AbzAKGRGAGQEDDnp
AbzADGRGAGQEDDnp
AbzAYGRGAGQEDDnp
AbzAMGRGAGQEDDnp
AbzAILGRGAGQEDDnp
AbzANGRGAGQEDDnp
AbzAHGRGAGQEDDnp
AbzATGRGAGQEDDnp

Km (uM)
1,8
17
2,9
3,7
17
2,4
3,1
1,2
7,3
2,4
1,8
2,5
2,4
2,2
3,4

Vm (mmoles/min)
2,00
1,20
1,80
0,79
1,30
1,90
3,00
2,50
0,23
1,90
2,50
2,10
0,98
1,60
0,99

Vm/Km X102(min-1)
1.100
710
620
210
770
790
970
2.100
30
790
1.400
820
410
730
290

%
67
40

26
26

100
83
8
63
83
69
33
53
33

Km (uM)
1,3
15
2,0
3,3
1,5
17
1,7
1,0
54
14
0,8
1,3
2,8
1,3
4,1

Vm (moles/min)
0,40
0,29
0,43
0,27
0,28
0,30
0,40
0,33
0,09
0,30
0,30
0,31
0,26
0,25
0,36

Vm/Km (min)
310.000
190.000
220.000
82.000
190.000
180.000
240.000
330.000

16.000
210.000
380.000
240.000

93.000
190.000

88.000

%
82
52
57

50
47

88

57

100

64

51
23

Destaque em violeta para o peptideo P3 variante melhor hidrolisado pelas tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor.
Destaque em vermelho para o peptideo P3Lys.
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eficientemente hidrolisado, enquanto serina e treonina, que sdo residuos de cadeia lateral
com indices hidropaticos maiores, sdo menos bem hidrolisados. Treonina, inclusive, sé
apresenta melhor eficiéncia hidrolitica que os peptideos P3 variantes com cadeias laterais
carregadas negativamente (Tabela 12).

Ja a tripsina de Musca domestica hidrolisa com alta eficiéncia tanto P3Ser quanto
P3Tyr (Tabela 13). A tripsina de Diatraea saccharalis ndo hidrolisou nenhum destes
residuos (Tabela 13).

(b) residuos de cadeia lateral aromatica (Phe, Tyt)

A presenga de anéis aromaticos na cadeia lateral dos residuos em P3 propicia uma
boa eficiéncia de hidrolise destes substratos pelas tripsinas de Periplaneia americana e
Tenebrio molitor (Tabela 12), mesmo com a presenga de uma hidroxila em firosina, grupo
que nem sempre € favoravel. Ja para a tripsina de Musca domestica (Tabela 13), P3Tyr foi
um substrato razoavelmente bem hidrolisado, sendo provavelmente, um substrato melhor
que P3Phe, pois este, nas concentra¢des utilizadas, ndo satura a enzima. A tripsina de
Diatraea saccharalis hidrolisou com uma alta eficiéncia catalitica apenas o substrato que
apresenta fenilalanina em P3, demonstrando que a presenga de uma cadeia lateral aromatica

¢ favoravel nesta posigao (Tabela 13).
(c) residuos de cadeia polar carregada negativamente (Asp e Glu)

Assim como nos outros subsitios, a presenga de cadeias laterais carregadas
negativamente em P3 nfo sdo favoraveis a hidrolise do peptideo. Para a fripsina de
Periplaneta americana e Tenebrio molitor tanto o Km e mais expressivamente o keat
afetam a eficiéncia de hidrolise dos peptideos P3Glu e P3Asp, sendo que o acido glutdmico
¢ melhor residuo que acido aspértico nessa posigdo (Tabela 12). Para a tripsina de
Periplaneta americana, o peptideo P3Glu &, inclusive, melhor que o peptideo P3Val. Acido
glutamico também ¢é o melhor residuo em P3, dentre os carregados negativamente, para a

tripsina de Musca domestica, mas diferentemente das tripsinas acima descritas, apenas a



Tabela 13: Determinagéo cinética da especificidade do subsitio S3 das tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis.

Substrato P3 variante Musca domestica Diatraea saccharalis

Km (uM) Vm (mmoles/ min) Vm/Km (min-1) %  Km (uM) Vm (umoles/ min) Vm/Km (min1) %
AbzAAGRGAGQEDDnp 44,5 0,57 13,0 79 52 25,0 4,80 100
AbzAIGRGAGQEDDnp 24,4 0,27 11,0 67 3,2 7,9 2,50 51
AbzAFGRGAGQEDDnp Ns - e -—- 7,1 25,0 3,50 73
AbzAEGRGAGQEDDnNp 17,3 0,09 52 32 9,5 14,0 1,50 31
AbzAVGRGAGQEDDnp 37,0 0,60 16,0 100 13 20,0 1,5 32
AbzASGRGAGQEDDnp 19,0 0,19 10,0 62 Nh - ---
AbzAQGRGAGQEDDNp 13,3 0,20 15,0 91 9,5 30,0 3,20 66
AbzAKGRGAGQEDDnp 29,6 0,18 6,2 38 7,9 46,0 5,90 121
AbzADGRGAGQEDDnp 18,0 0,01 0,8 5 Nh - e -
AbzAYGRGAGQEDDnp 15,0 0,14 9,3 58 Nh ———— e ---
AbzAMGRGAGQEDDnNp 14,2 0,23 16,2 100 18,6 43,0 2,30 48
AbzALGRGAGQEDDnp 16,4 0,13 7,9 49 8,4 21,0 2,50 52
AbzANGRGAGQEDDnp 6,4 0,01 1,4 9 Nh
AbzAHGRGAGQEDDnp — Nh —
AbzATGRGAGQEDDnp Nh —

Destaque em violeta para o peptideo P3 variante melhor hidrolisado pelas tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis.
Destaque em vermelho para o peptideo P3Lys.Ns: ndo saturada nas condi¢des realizadas; Nh: ndo hidrolisados; ---- determinagio néo realizada.
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constante catalitica interfere para uma mudanga significativa da eficiéncia de hidrolise deste
peptideo, sendo inclusive melhor substrato que P3Asn (Tabela 13). A tripsina de Diatraea
saccharalis hidrolisou apenas o peptideo que apresenta 4cido glutdmico em P3, sendo este

também methor substrato que P3Asp (Tabela 13).
(d) residuos de cadeia polar que apresentam uma amida (Asn e Gln)

Dentre estes peptideos estd o methor substrato para a tripsina de Periplaneta
americana, o peptideo P3GlIn (Tabela 12). Contrariamente, a asparagina ¢ um dos peptideos
menos hidrolisados. Um favoritismo da hidrélise do peptideo P3GIn em rela¢@o ao peptideo
P3Asn, também é evidenciado pelas determinag¢des cinéticas realizadas para as tripsinas de
Tenebrio molitor e Musca domestica (Tabelas 12 e 13) e, provavelmente, para a tripsina de

Diatraea saccharalis, pois esta enzima hidrolisou apenas o peptideo P3Gln.
(e) residuos de cadeia lateral apolar (Ala, Leu, Ile, Met, Phe e Val)

Metionina em P3 ¢ o melhor residuo tanto para a tripsina de Tenebrio molitor quanto
para a tripsina de Musca domestica. Para a tripsina de Periplaneta americana, denfre 0s
residuos hidrofébicos em P3, metiomina também € o residuo que ocasiona uma melhor
eficiéncia catalitica. O substrato P3Met s6 ndo ¢ bem hidrolisado pela tripsina de Diatraea
saccharalis, a qual apresenta melhor hidrélise sobre o peptideo P3Ala De uma maneira
geral, a eficiéncia hidrolitica dos substratos que apresentam cadelas laterais apolares em P3
parece ndo estar correlacionada nem ao volume e nem ao indice hidropatico destas cadeias
(Tabelas 9 ,10 e 11). O fato de a metiomina ser um bom residuo nesta posigdo, pode estar
relacionado a presenga de um enxofre na cadeia lateral, proporcionando algum tipo de
interagdo favoravel a hidrolise da ligagdo peptidica entre P1 ¢ P1’ (Figura 5). O peptideo
P3Val também € hidrolisado com 100% de eficiéncia catalitica relativa pela tripsina de
Musca domestica, diferentemente das outras tripsinas onde a presenga de valina em P3 leva
a uma redugdo da eficiéncia catalitica. Para o peptideo P3Met, o Km ¢ o fator determinante

da alta eficiéncia catalitica comparativamente aos outros residuos (Tabela 13), enquanto
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para o peptideo P3Val o fator determinante da alta eficiéncia hidrolitica é um aumento da

constante catalitica (Tabela 13).
(f) histidina

A presenca de histidina em P3 resulta em eficiéncias cataliticas muito diferentes das
verificadas quando da presenca de histidina em P2 (Tabelas 7, 8, 12 ¢ 13). Para o subsitio
S3, a presenc¢a de histidina ndo proporciona tdo boa ligagdo da enzima ao substrato quanto
para o subsitio S2 e a velocidade de hidrdlise também ¢ inferior. A tripsina de Diatraea

saccharalis nao hidrolisa este peptideo.

4.5.3.3 — Caracrteriza¢do do subsitio S] .

Este subsitio foi caracterizado apenas para as tripsinas de Periplaneta americana,
Tenebrio molitor e Diatraea saccharalis. De uma maneira geral, assim como para 0$ outros
subsitios, os valores de Km sdo relativamente constantes, apresentando uma variagdo da
velocidade maxima. Como descrito para o subsitio S3, o subsitio S1° parece apresentar uma
menor variagdo dos valores de velocidade maxima, 0 que acarretaria em uma menor
seletividade de residuos nesta posi¢do. Todas as enzimas caracterizadas apresentam melhor
hidrélise sobre peptideos contendo residuos hidrofébicos em P1° (Periplaneta americana,
metionina; Tenebrio molitor, isoleucina/ alanina e Diairaea saccharalis, alanina). Mas
diferentemente das fripsinas dos outros insetos em estudo a tripsina de Periplaneta
americana apresenta um grau de hidropaticidade negativo, indicando que este subsitio é o
mais hidrofilico que hidrofébico. A analise comparativa da hidréolise dos peptideos P1°

variantes também demonstra diferengas importantes no comportamento cinético destas

tripsinas.

(a) residuos de cadeia alifatica polar ndo carregada hidroxilados (Thr e Ser )
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Para a tripsina de Periplaneta americana a presenga de uma hidroxila sempre leva a
uma redugio da eficiéncia catalitica, sendo que dentre os hidroxilados serina apresenta-se
como o melhor residuo nesta posi¢ao (Tabela 14). A comparagdo dos pardmetros cinéticos
obtidos com os peptideos P1°Ala, P1’Ser e P1’Thr demonstra que a adigo de uma hidroxila
a uma cadeia alifatica é desfavoravel a ligagdo da enzima ao substrato conforme a posigdo
na qual encontra-se esta hidroxila (Figura 4), pois as constantes de dissociagdo (Km) em
relacio a P1’Ala e PI’Thr sdo muito semelhantes (Tabela 14). J4 a comparagdo destes
pardmetros entre P1°Ser, P1’Thr e P1’Tyr demonstra que quanto maior o volume da cadeia
lateral a qual a hidroxila esta associada pior sera a hidrélise. Por outro lado, os valores das
constantes de dissoclagdo demonstram que, quanto maior o volume da cadeia lateral
hidroxilada, melhor a liga¢cdo. A posi¢do da hidroxila também esta relacionada a ligag¢do da
tripsina de Tenebrio molitor aos peptideos P1’Ser, P1°’Thr e P1’Tyr (Tabela 14, Figura 4), a
hidroxila “lateral” da treonina ¢ mais favordvel a ligagdo da enzima ao peptideo.
Aparentemente, ha uma relagdo entre a velocidade de hidrélise e o volume da cadela lateral
para a tripsina de 7enebrio molitor, sendo que esta enzima apresenta uma maior velocidade
de hidrélise deste peptideo. Em termos de eficiéncia catalitica, treonina é um melhor residuo
nesta posi¢do para a tripsina de Tenebrio molitor, diferentemente do verificado para a
tripsina de Periplaneta americana. Além disso, € destacavel que serina em P1’ leva a uma
reducdo significativa da eficiéncia catalitica, sendo esta idéntica & dos peptideos com
residuos P1’ de cadeia lateral carregada negativamente. A presenga de um residuo de serina
na posi¢do P1’ no substrato para a tripsina de Diairaea saccharalis ndo afeta a ligagdo da
enzima a este peptideo, assim como esta tripsina apresenta uma maior eficiéncia de hidrolise
sobre este peptideo que as tripsinas de Periplaneta americana ¢ Tenebrio molitor, mesmo
sendo a presenca de ludroxila menos favordvel que a auséncia deste grupo. A presenga de
uma hidroxila associada a uma cadeia lateral aromatica (Tyr) resulta em uma eficiéncia de
hidrélise semelhante as obtidas para as tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio

molitor (Tabelas 14 ¢ 15).



Tabela 14: Determinacao cinética da especificidade do subsitio S1” das tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor.

Substrato P1’ variante Periplaneta americana Tenebrio molitor
Km (uM) Vm (mmoles/min) Vm/Km (min-1) % Km (uM) Vm (moles/min) Vm/Km (min?) %
AbzAGGRAAGQEDDnp 3,7 1,45 390 82 24 0,76 320.000 10(
AbzAGGRIAGQEDDnp 5,9 0,80 130 28 1,6 0,51 320.000 10(
AbzAGGRFAGQEDDnp 4,1 1,30 32 66 5,8 1,20 210.000 65
AbzAGGREAGQEDDnp 18,0 0,80 4 9 5,0 0,16 32.000 10
AbzAGGRVAGQEDDnp 4,0 0,82 200 43 2,9 0,39 130.000 42
AbzAGGRGAGQEDDnNp 3,5 1,20 340 72 3,1 0,64 210.000 65
AbzAGGRQAGQEDDnp 3,9 1,40 360 75 4,7 0,79 170.000 53
AbzAGGRSAGQEDDnp 8,5 2,40 28 59 8,0 0,36 45.000 14
AbzAGGRKAGQEDDnp 21 1,40 670 140 0,9 0,43 480.000 15(
AbzAGGRDAGQEDDnp 8,0 0,74 93 19 3,3 0,16 49.000 15
AbzAGGRYAGQEDDnp 4,0 1,00 250 52 83 0,80 96.000 30
AbzAGGRMAGQEDDnNp 25 1,20 480 100 2,6 0,62 240.000 75
AbzAGGRLAGQEDDnp 3,6 0,83 230 48 3,5 0,53 150.000 48
AbzAGGRNAGQEDDnp 6,2 1,80 290 60 4,4 0,77 180.000 55
AbzAGGRHAGQEDDnp 9,8 1,15 120 24 2,8 0,40 140.000 45
AbzAGGRTAGQEDDnp 4,3 1,20 280 58 4,3 0,66 160.000 49

Destaque em azul para o peptideo P1’ variante melhor hidrolisado pelas tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor. Destaque em vermelho para o
peptideo P1'Lys.
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Tabela 15: Determinagéo cinética da especificidade do subsitio S1” das tripsinas de Diatraca saccharalis.

Substrato P1’ variante Diatraea saccharalis
Km (uM) Vm (umoles/ min) Vm/Km {(min-?) %o
AbzAGGRAAGQEDDnp 14,0 2,85 240 100
AbzAGGRIAGQEDDnp 12,0 1,80 150 74
AbzAGGRFAGQEDDnp 8,6 1,60 180 90
AbzAGGREAGQEDDnp 33,5 1,60 48 23
AbzAGGRVAGQEDDnNp 19,2 1,80 94 46
AbzAGGRGAGQEDDnp - - e -—-
AbzAGGROAGQEDDnp 19,4 2,55 130 64
AbzAGGRS AGQEDDnp 17,0 3,00 180 87
AbzAGGRKAGQEDDnp 6,0 2,70 450 221
AbzAGGRD AGQEDDnp 35,2 1,80 52 26
AbzAGGRYAGQEDDnp 10 0,92 92 45

AbzAGGRVMIAGQEDDnp ~ — -
AbzAGGRLAGQEDDnp - — — —
AbzAGGRNAGQEDDnp — — —_ e
AbzAGGRHAGQEDDnp - -
AbzAGGRTAGQEDDnp ——— — —_ —

Destaque em azul para o peptideo P1” variante melhor hidrolisado pelas tripsinas de Diatraes saccharalis. Destaque em vermelho para o
peptideo P1'Lys; --- Ndo determinados.
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(b) residuos de cadeia lateral aromatica (Phe, Tyr)

A presenga de uma cadeia lateral aromatica para a tripsina de Periplaneta americana
é favoravel a hidrolise deste peptideo, mas a presenga de uma hidroxila leva a uma redugdo
da eficiéncia catalitica (Tabela 14), da mesma forma para as tripsinas de 7enebrio molitor e

Diatraea saccharalis (Tabelas 14 e 15).

(¢) residuos de cadeia polar carregada negativamente (Asp e Glu)

Os residuos de cadeia lateral carregada negativamente, assim como verificado para 0s
outros subsitios previamente descritos, sdo desfavoraveis a hidrélise. Porém, no subsitio S1°
ocorre uma inversdo da importancia dos residuos de acido glutdmico e acido aspartico,
sendo este ultimo melhor hidrolisado pelas trés tripsinas descritas. A tripsina de Periplanela
americana apresenta uma baixa afinidade pelo peptideo P1°Glu, sendo este o pior Km. A
catalise dos dois residuos negativamente carregados ¢ bastante semelhante, portanto a
ligacdo da enzima a estes peptideos determina a eficiéncia de hidrélise. Quanto mais longa a
cadeia lateral negativamente carregada pior a ligacdo. Este comportamento sugere a
presen¢a de uma carga negativa neste subsitio. A proximidade de duas cargas negativas
levaria a uma maior repulsdo. J4 para a tripsina de Tenebrio molitor, 0s Kms em relagdo aos
peptideos que apresentam Asp e Glu sio tguais aos dos outros residuos, estando reduzidas a
velocidade de catalise em relagdo a estes peptideos. A tripsina de Diatraea saccharalis
apresenta baixa afinidade pelos peptideos P1’Asp e P1°Glu, independentemente do
comprimento da cadeia lateral a qual esta carga esteja associada. A baixa ligacio destes
peptideos estd diretamente relacionada & baixa eficiéncia catalitica em relagdo a estes

substratos, pois as velocidades sdo iguais on maiores do que as de residuos eficientemente

clivados (Tabela 15).

(d) residuos de cadeia polar que apresentam uma amida (Asn e Gln)



74

De uma forma geral, a presenga de residuos de cadeia lateral polar apresentando uma
amida em P1’ s3o bons substratos para as tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio
molitor e Diatraea saccharalis. A tripsina de Periplaneta americana apresenta melhor
hidrolise sobre o peptideo P1’Gln, enquanto a tripsina de Tenebrio molitor apresenta

hidrélise muito semelhante em relagdo aos dois peptideos.
(e) residuos de cadeia lateral apolar (Ala, Leu, Ile, Met, Phe e Val)

Assim como verificado para S3, ha um aumento da hidrofobicidade do subsitio S1°
da tripsina de acordo com a posi¢do evolutiva ocupada pela ordem do inseto em estudo. O
subsitio S1° da tripsina de Periplaneta americana distingue-se por sua menor
hidrofobicidade, apresentando um grau de hidrofobicidade negativo (Figura 4, Tabela 14).
Apesar disso, os peptideos mais bem hidrolisados por esta enzima apresentam metionina ¢
alanina em P1’. Estes residuos possuem os mais baixos indices hidropdticos dentre os
residuos hidrofébicos. A tripsina de Tenebrio molitor é bastante diferente da tripsina de
Periplaneta americana, hidrolisando melhor os peptideos que apresentam residuos
hidrofobicos de altos indices hidropaticos em P1°. Dentre os peptideos que foram utilizados
para a caracteriza¢do da tripsina de Diafraea saccharalis, ¢ possivel observar uma maior
hidrolise dos peptideos que apresentam residuos hidrofobicos em P1°, apresentando um

padréo semelhante ao obtido para a tripsina de Tenebrio molitor.
(f) histidina

O peptideo que apresenta histidina na posigdo P1° nfo apresenta boa ligagdo a
enzima tanto para a tripsina de Periplanela americana quanto para a tripsina de Tenebrio
molitor. Em Periplaneta americana, o peptideo PU'His apresenta baixa afinidade e
eficiéncia de hidrélise semelhante a verificada para os peptideos P1’Asp e P1°Glu (Tabela
14). Para a tripsina de 7enebrio molitor o peptideo que apresenta histidina nao apresenta

uma hidrélise eficiente, mas também ndo esta entre os peptideos mal hidrolisados (Tabela
14).
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4.5.3.4 - Lisina nas diferentes posi¢des.

Em peptideos de fluorescéncia apagada, como os que estdo sendo utilizados para a
caracterizagio da especificidade dos subsitios das diferentes tripsinas, a hidrélise de
qualquer uma das ligagdes peptidicas provoca a separagdo da porgdo fluorescente e da
porgio apagadora. Portanto nos peptideos P2Lys, P3Lys e P1’Lys, a lisina representa um
segundo ponto possivel de hidrolise (Figura 15). Desta forma, um peptideo que, por
exemplo, apresente lisina em P2 e arginina em Pl poderd ser hidrolisado na ligagdo
peptidica entre Lys e Arg, passando a ser o residuo de lisina o ocupante de S1. Deste modo,
mesmo que indiretamente, é possivel avaliar uma série de fatores ligados 4 especificidade
das tripsinas destes insetos como eficiéncia de hidrélise dos peptideos que apresentam Arg
ou Lys em P1, confirmando os dados ja obtidos para este tipo de caracterizagio; a influéncia
na catalise de residuos de cadeia lateral carregadas positivamente para os varios subsitios € a
relagio da eficiéncia de hidrolise com a ligagdo ou a catalise destes substratos. A
comparagio dos dados obtidos para os insetos em estudo podem ainda evidenciar outras
particularidades dos subsitios das diferentes tripsinas. No peptideo P1°Lys a ligago podera
ocorrer tanto em S1 quanto em S1’. Este segundo ponto de hidrélise € claramente
determinado para a tripsina de Diatraea saccharalis. Esta tripsina apresenta alanina como
methor residuo para a posi¢io P1°. E verificada para o peptideo P1’Lys uma porcentagem
de 225% (Tabela 15), isto é 2,25 vezes maior do que para o melhor residuo em P1°,
demonstrando tanto uma hidrdlise dupla quanto o favorecimento de lisina em P1. Além
disso, a hidrolise desta ligacdo pode também estar sendo favorecida pela presenga de uma
alanina apos a lisina na sequéncia peptidica do substrato (Tabela 15). Sendo o peptideo
P1’Ala o substrato de hidrolise mais eficiente e estando a lisina em P1, esta hidrolise pode
ser mais efetiva que a hidrdlise entre dois residuos de cadeias laterais positivamente
carregadas como é o caso da ligagdo Arg-Lys. Este favorecimento de P1Lys P1°Ala também
pode estar ocorrendo para a tripsina de Tenebrio molilor (Tabela 14), que apresenta uma
porcentagem de eficiéncia catalitica de 150%, mesmo sendo a especificidade de SI por

arginina. A tripsina de Periplaneta americana apresenta uma porcentagem relativa de
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AbZ-AGEQ;:i-R-%#GAGQ — EDDnp

Abz-AK-YGRI-GAGQ — EDDnp

Abz-AGGRAKI-AGQ ~EDDnp

Figura 15: Representacdo esquemadtica dos possiveis pontos de hidrélise dos
peptideos de fluorescéncia apagada na presenca de um residuo de lisina nas

posicdes P2, P3 e P17,
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eficiéncia de hidrélise de 140%, portanto inferior inclusive a tripsina de Tenebrio molitor
que apresenta a maior razdo Arg/Lys (Tabela 4). Este fato pode também estar relacionado a
presen¢a de alanina em P1°; associado a diferen¢a de eficiéncia catalitica do peptideo que
apresenta Ala em P1’ para as tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor (Tabela
14).

A presenga de lisina em P2 poderd gerar um substrato hidrolisavel tendo por residuos
em P2, Pl e PI’, respectivamente Gly, Lys ¢ Arg, possibilitando a andlise da presenga de
uma cadeia lateral carregada positivamente em P1°. Para as tripsinas de Periplanela
americana e Tenebrio molitor hd uma redu¢do da porcentagem relativa da eficiéncia
catalitica para valores proximos de 100% (Tabela 7). Este decréscimo da porcentagem pode
estar relacionado: a presen¢a de uma cadeia lateral carregada positivamente em P2 (a
propria lisina), a presenga de uma cadeia lateral positivamente carregada em P1°. Como a
tripsina de Musca domestica apresenta um comportamento cinético em relagdo a propor¢ao
de hidrdlise Arg/Lys semelhante ao das tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio
molitor era esperado que as porcentagens relativas de hidrdlise para a presenga de lisina em
P2 fossem também semelhantes. Os dados obtidos resultam em uma porcentagem de 150%,
mesma porcentagem obtida para a tripsina de Diatraea saccharalis. Este resultado leva a
crer que, diferentemente das tripsinas de Periplanela americana e Tenebrio molitor, a
presenga de uma cadeia lateral carregada positivamente em P2 ou P1° pode ser favoravel a
hidrélise. JAo para a tripsina de Diatraea saccharalis esperava-se uma porcentagem
semelhante a verificada para o peptideo P1’Lys (Tabela 15). Em Diatraea saccharalis
ocorre uma redugdo desta porcentagem indicando uma redugdo da eficiéncia catalitica
quando da presenga de uma cadeia lateral carregada positivamente em P2 (Lys) ou em
P1’(Arg), assum como para as tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor.

Em §3, a redugdo da porcentagem relativa da eficiéncia catalitica para as tripsinas de
Periplaneta americana, Tenebrio molitor ¢ Musca domestica sdo bastante significativas
(Periplaneta americana 83%, Tenebrio molitor 88% e Musca domestica 38%,). Esta redugio
para as mpsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molitor podem estar relacionadas
principalmente a dois fatores: ao fato de a lisina estar mais préxima & extremidade N-

terminal do peptideo, o que reduz a eficiéncia catalitica, ou pelo fato de S3 ter uma menor
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influéncia na variagio da eficiéncia catalitica e da especificidade para estas tripsinas como
discutido anteriormente.

Para a tripsina de Musca domestica, a presenga de uma cadeia lateral carregada
positivamente em P3 ocasiona uma alteragdo ainda mais significativa da eficiéncia de
hidrdlise deste substrato, estando associada provavelmente tanto a ligagdo deste peptideo
quanto a sua hidroélise (Tabela 13). Este dado estd também de acordo com o argumento que
S3 ainda influencia significativamente na determinagio da especificidade das tripsias de
Musca domestica e Diatraea saccharalis. Por fim, a tripsina de Diatraea saccharalis
também apresenta uma reducio da porcentagem relativa da eficiéncia catalitica em relagdo a
este peptideo, mas ainda assim esta porcentagem ¢ de 121%. Esta redugdo pode estar
relacionada tanto ao fato da lisina estar mais préoxima da extremidade N-terminal, quanto a
influéncia de uma cadeia lateral positivamente carregada em S3. Ainda € de interesse
destacar que os determinantes de uma mator ou menor eficiéncia catalitica dos peptideos
apresentando lisina em qualquer uma das posi¢des podem ser tanto uma melhor ligagdo da
enzima ao substrato quanto uma catdlise mais efetiva. A importincia destes fatores é
variave] dentre as tripsinas dos diferentes insetos. Para a tripsina de Periplaneta americana,
em geral (S1°, S3 e S2 - P1’Lys, P2Lys, P3Lys), uma melhor ligagdo dos peptideos é
responsavel pelas altas eficiéncias cataliticas. A tripsina de Tenebrio molitor apresenta um
comportamento semelhante ao da tripsina de Periplaneta americana, diferenciando-se
apenas em S2 (P2Lys), onde a alta eficiéncia catalitica esta relacionada a uma alta constante
de catalise. Apresentando um mecanismo catalitico diferenciado, a tripsina de Diatraea
saccharalis determina as altas taxas de eficiéncia catalitica dos peptideos apresentando
lisina, em geral, com um aumento da constante de catalise, sendo excegio apenas o subsitio
S1”, no qual a presenga de Lys leva a uma melhor ligago. Os resultados para a tripsina de
Musca domestica ddo indicios de que esta tripsina ainda apresenta um terceiro
comportamento, sendo o melhor kcat em S3 e a melhor ligagdio em S2 em relagdo aos

peptideos apresentando Lisina nas diferentes posigdes.
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S — Discussao.

5.1 — Peptideos como substratos ideais para as tripsinas de Periplaneta americana,

Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis.

A determinagdo das especificidades de cada um dos subsitios para as tripsinas dos
diferentes insetos nos permite propor o que poderia ser um substrato ideal para estas
enzimas, o que ndo necessariamente ¢ real, pois a especificidade de uma enzima em
qualquer um dos subsitios € influenciada pela ocupagdo dos subsitios vizinhos
(Schellenberger el al., 1994). Desta forma podemos verificar qual € a especificidade de um
{inico subsitio com a utilizagdo de peptideos sistematicamente variados, mas nfio podemos
afirmar que um peptideo formado por todos os residuos de maior eficiéncia catalitica
relativa serd um excelente substrato. No entanto, estdo esquematizados na figura 16 quais
seriam os substratos ideais para cada uma das tripsinas estudadas, demonstrando a diferenga

em suas especificidades.

5.2— A especificidade diferencial do subsitio SI.

Em relagdo a especificidade de S1, as tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio
molitor ¢ Musca domestica sio semelhantes as tripsinas de mamiferos, as quais hidrolisam
com maior eficiéncia peptideos que apresentam Arguuna em P1 (Craik ef al., 1985 ¢ Barrett
et al., 1998). J4 a tripsina de Diatraea saccharalis, diferentemente dos insetos j& descritos,
apresenta maior eficiéncia catalftica sobre o peptideo P1Lys (Tabela 6).

A especificidade priméaria desta tripsina ¢ semelhante a especificidade de uma
tripsina de rato modificada por mutagdo sitio-dirigida (Craik ef al., 1985). Utilizando este
mutante como modelo, os autores verificaram que a substitui¢fo da glicina 226 (um dos
residuos envolvidos em determina¢do da especificidade primaria em tripsinas) por alanina
ocasiona uma alteragio da eficiéncia catalitica com que s3o hidrolisados substratos P1Arg

ou PiLys, sendo o ultimo melhor hidrolisado. O aumento da eficiéncia de hidrélise de
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Periplaneta americana Musca domestica
Gln-Leu-Arg—-Met Val-Phe-Arg--Nd
Met
Tenebrio molitor Diatraea saccharalis
Met-Ala-Arg--Ile Ala-Leu-Lys--Ala
Ala

Figura 16: Peptideos ideals desenhados para as tripsinas de Periplaneta americana,
Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis, a partir da caracterizagao da
especificidade de cada um dos subsitios estudados para estas enzimas. Nd: ndo
determinados. Residuos em azul: residuos de cadeia lateral apolar; residuos em
verde: residuos de cadeia lateral polar e residuos em vermelho: residuos de cadeia

lateral carregadas positivamente.
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PlLys estd diretamente relacionado & constante catalitica e ndo a uma melhor ligagdo da
enzima ao substrato. Da mesma forma ocorre para a tripsina de Diatraea saccharalis
(Tabela 6), indicando a possibilidade de uma mutagdo, nesta tripsina, dos residuos
envolvidos diretamente com determinagdo da especificidade priméria.

A tripsina de Diatraea saccharalis apresenta uma especificidade primaria distinta
tanto das tripsinas dos outros insetos estudados, quanto das tripsinas de vertebrados,
hidrolisando com maior eficiéncia ligagdes peptidicas formadas por um residuo de lisina.

Uma possivel implica¢io fisiolégica para a alteragio da especificidade em relagdo ao
residuo em P1 seria a resisténcia a inibidores vegetais.

Esses inibidores sdo, na realidade, substratos de protedlise linitada de suas enzimas
alvo (Laskowski & Kato, 1980 ¢ Bode & Huber, 1992). Na superficie de cada um destes
inibidores existe ao menos uma ligagdo peptidica chamada sitio reativo, a qual interage
especificamente com o sitio ativo da enzima alvo. Os valores das relagdes kcat/Km dos
inibidores sdo extremamente baixos, sendo muitas vezes inferior aos valores determinados
para os substratos. Sendo assim, o sistema comporta-se como um equilibrio simples entre
as formas da enzima e do inibidor livres ¢ do complexo enzima-inibidor (Laskowski &
Kato, 1980 e Bode & Huber, 1992).

As principais familias de ibidores protéicos presentes em plantas apresentam uma
lisina em P1 (Laskowsk: & Kato, 1980). Portanto, a troca do residuo preferencial na posigdo
P1 poderia implicar em uma menor eficiéncia dos mibidores. Este tipo de pressdo seletiva
teria sido maior no grupo Lepidoptera (Diatraea saccharalis), pois este grupo de insetos
apresenta como endopeptidases apenas serina endopeptidases, enquanto as outras ordens
estudadas (Dictyoptera, Coleoptera e Diptera) apresentam, pelo menos duas diferentes
classes de endopeptidases (Terra & Ferreira, 1994).

A alteragdo da especificidade das tripsinas também pode estar relacionada a
resisténcia as o-endotoxinas de Bacillus thuringiensis e & ativagdo de suas pro-toxinas. Tem
sido demonstrado que a resisténcia em insetos as toxinas de Bacillus thuringiensis esta
relacionada a miltiplos mecanismos fisiologicos dos quais a regulagdo da ativagio das pré-
toxinas ¢ um deles (Oppert ef al., 1997). Estas pré-toxinas sdo ativadas por endopeptidases

em pontos especificos que determinam a sua toxicidade e a sua especificidade de ligagdo
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40s receptores presentes na membrana plasmatica. A alteragdo na especificidade primara
pode favorecer a hidrélise de outras ligagdes peptidicas que nio as determinantes da

toxicicidade.

5.3 — Propriedades gerais dos subsitios adjacentes ao subsitio SI.

De uma forma geral, os subsitios das tripsinas de insetos tendem a ser hidrofébicos.
As diferencas de especificidade sdo, como se podia esperar, de certo modo sutis, mas nio
menos interessantes. Fatores como o volume e o indice de hidropaticidade da cadeia lateral
dos residuos ligantes em cada um dos subsittos foram de muita importincia pa
caracterizagdo e diferenciagio das especificidades das tripsinas de Periplaneta americana,

Tenebrio molitor, Musca domestica e Diatraea saccharalis.

5.3.1 - A especificidade do subsitio S2 para as tripsinas de insetos

Peptideos que apresentam residuos hidrofébicos em P2 sdo melhor hidrolisados pelas
tripsinas estudadas, o que caracteriza o subsitio correspondente como hidrofébico. A
estimativa da hidrofobicidade do subsitio pelos indices de hidropaticidade das cadeias
laterais dos residuos de melhor hidrélise, demonstra que a hidrofobicidade de S2 é idéntica
para as tripsinas de Tenebrio molitor e Diatraea saccharalis (Figura 14 e Tabela 11), mas
ndo para a tripsina de Musca domestica que apresenta maior grau de hidropaticidade
parecendo ser, além de uma tendéncia na escala evolutiva, uma adaptagdo prépria da ordem
Diptera. A hidrofobicidade deste subsitio parece ser de muita importincia na catilise.
Mesmo para a tripsina de Periplaneta americana, na qual a média dos indices de
hidropaticidade € inferior, este subsitio apresenta a maior hidrofobicidade se compararmos
SI’, 82 e S3 da tripsina de Periplaneta americana. A presenga de alguns residuos no
subsitio pode garantir a interagdo com determinados residuos no substrato, como & o caso da
presenga de um serina, que assim como no subsitio S1 de quimotripsina, garante interagdes

com um residuo hidrofébico (Hedstrom et al., 1994 ¢ Branden & Tooze, 1998).
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5.3.2 — A especificidade dos subsitios S3 e S1’ para as tripsinas de insetos.

A diferenga da especificidade ¢ a menor hidrofobicidade dos subsitios da tripsina de
Periplaneta americana sio bastante claras nestes subsitios. O subsitio S1° apresenta uma
média de hidropaticidade negativa e em P3 o substrato melhor hidrolisado foi o peptideo
P3Gln, um residuo de cadeia polar apresentando uma amida.

A hidrofobicidade comparativa de S3 e SI’ é um dos fatores mais interessantes
destes subsitios. H4 um aumento crescente de hidrofobicidade entre os subsitios das
diferentes enzimas, sendo os subsitios mais hidrofébicos os subsitios da tripsina de Diatraea
saccharalis. Diferentemente das tripsinas dos outros insetos, o subsitio S3 da tripsina de
Diatraea saccharalis é o subsitio mais hidrofobico. Evolutivamente este inseto representa a
ordem mais derivada dentro da classe Insecta (Terra & Ferreira, 1994), podendo apresentar
diferencas em suas especificidades que ndo ocorrem nos outros grupos. Novamente, estas
adaptagdes podem estar relacionadas a uma major eficiéncia hidrolitica e consequentemente
a uma resisténcia a inibidores protéicos de endopeptidases.

Além da hidrofobicidade do subsitio S3, outro fator interessante é a influéncia da
especificidade deste subsitio em relagdo a eficiéncia catalitica. Assim como para a tripsina
de mamiferos, as tripsinas de Periplaneta americana e Tenebrio molilor, parecem
apresentar um subsitio S3 de importincia reduzida na eficiéncia catalitica (Schellenberger er
al., 1994). J4 para as tripsinas de Musca domestica e Diatraea saccharalis, a especificidade
de S3 parece tdo importante quanto a especificidade de S2. Esta diferenga mostra uma
tendéncia de alteragdo da especificidade dentro do grupo Panorpdide e do nimero de
subsitios formadores do sftio de ligagéo.

Portanto, a presente caracterizagdo da especificidade das tripsinas de diferentes
ordens de insetos demonstra uma diferenga entre as especificidades dos subsitios, que
podem resultar de evidéncias evolutivas no sentido de aumentar a adaptagdo a presenga de

inibidores de tripsina e a toxinas de Bacillus thuringiensis na dieta dos diferentes msetos.
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6 - Resumo

Tripsinas sdo enzimas comuns & maioria dos insetos e de fundamental importancia
para a digestdo inicial de proteinas. Desta forma, tornam-se alvos importantes para orientar
a construgio de plantas transgénicas resistentes a insetos. As tripsinas sdo serina
endopeptidases que clivam cadeias protéicas na porgdo carboxilica de residuos de
aminoacidos basicos como lisina e arginina, sendo que a hidrélise da ligagdo peptidica
formada por um residuo de arginina é de duas a dez vezes mais eficiente que a hidrolise da
ligacdo peptidica formada por lisina. A purificagdo das tripsinas de insetos de diferentes
ordens e o estudo da especificidade de seus subsitios utilizando substratos de fluorescéncia
apagada servem de base para a selegdo de um método mais eficiente de inibigdo da sua
atividade, assim como para desvendar as tendéncias evolutivas da especificidade destas
enzimas. O trabalho dessa dissertagio levou ao desenvolvimento de processos de
purificagdo das tripsinas de Periplaneta americana, Tenebrio molitor, Musca domestica e
Diatraea saccharalis. O estudo da especificidade dos subsitios S1, 82, S3 e SI° das
tripsinas demonstraram que, diferentemente das tripsinas dos outros insetos e das tripsinas
de mamiferos, a tripsina de Diatraea saccharalis hidrolisa com maior eficiéncia substratos
que apresentem lisina em P1, demonstrando uma diferenca na especificidade primaria desta
enzima. Além disso, € possivel verificar ao longo da evolugdo dos grupos de insetos

estudados uma tendéncia a tornar os subsitios cada vez mais hidrofébicos.
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7 — Abstract

Trypsins are serine endopeptidases that hydrolyze peptide bonds at the carboxyl side
of positively charged residues: arginine and lysine. Mammalian trypsin preferentially
cleaves the peptide bond formed by arginine. Site directed mutagenesis has shown that
trypsin specificity is related to residues present at the primary specificity site and to
structural determinants like two surface loops.

Differences in trypsins specificity may be the cause of some insects be resistant to
serine endopeptidases plant inhibitors and to Bacillus thuringiensis toxins.

Trypsins are usual enzymes in insects and are very important to protein digestion.
There are few studies dealing with msect trypsin specificity. They generally consist in
analyses of fragments formed by the action of the enzyme on peptide chains like insulin B
chain. As these studies were semi-quantitative, insect trypsin specificity requires a better
characterization. This dissertation describes the purification of trypsins from Periplaneta
americana, ITenebrio molitor, Musca domestica and Diatraea saccharalis and the
characterization of the specificity of the subsites S1, S2, S3 ¢ S1”° by the use of quenched
fluorescence peptide substrates.

The results showed that trypsins from the mentioned insects have different
specificities, including the primary specificity. Thus, Diatraea saccharalis trypsin cleaves at
Lys more efficiently than at Arg, whereas the contrary is true for the other insects. The data

also showed that trypsin subsites tend to become more hydrophobic as the insects are more

evolved.
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