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RESUMO 

 

 

XAVIER, Luciana Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, agosto de 2006. 
Purificação parcial, propriedades e caracterização cinética de proteases tripsina-like 
do intestino médio da lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis. Orientador: Maria Goreti 
de Almeida Oliveira. Co-Orientadores: Raul Narciso Carvalho Guedes e Marcelo Matos 
Santoro. 

 

A identificação e caracterização de proteases do intestino médio de insetos são de 

grande importância para a pesquisa e desenvolvimento de cultivares resistentes às pragas 

agrícolas. Neste trabalho, foram realizados diferentes processos de purificação para proteases 

tripsina-like do intestino médio de A. gemmatalis, bem como a caracterização dessas 

proteases. Duas frações foram isoladas durante um dos processos de gel-filtração, a fração FI 

(aniônica), com atividade amidásica (substrato: L-BApNA) parcialmente purificada por troca 

iônica (coluna Mono-Q HR 5/5) e afinidade (coluna de p-aminobenzamidina) apresentou em 

SDS-PAGE bandas com massas moleculares de 17,1 kDa a 65,4 kDa; a massa molecular de 

17,1k Da provavelmente seja produto de hidrólise e a massa molecular de 65,4 kDa produto 

de agregação; a fração FII (aniônica) também parcialmente purificada por troca aniônica e 

afinidade exibiu duas bandas de 33,5 kDa e 31,3 kDa. Ensaio antimicrobiano realizado contra 

S. aureus e E. coli indicou resultado negativo para o extrato enzimático e para amostra 

parcialmente purificada de FII. Em ensaio com L. monocystogenes e E. faecalis, o resultado 

foi positivo para o extrato enzimático e negativo para a amostra parcialmente purificada de 

FII. Em um segundo processo de purificação, uma serino protease tripsina-like catiônica com 

massa moleculare de 30 kDa (SDS-PAGE) foi purificada do intestino médio de A. gemmatalis 

pela combinação de cromatografia de afinidade (coluna de p-aminobenzamidina), 

cromatografia de troca catiônica (coluna Mono-S HR 5/5), em sistema de FPLC e 

cromatografia de fase reversa (coluna de C-18), em sistema de HPLC. A amostra catiônica 

parcialmente purificada por afinidade apresentou em SDS-PAGE, bandas com massas 



 xv

moleculares de 24,8 kDa, 26,3 kDa, 30 kDa, 33,4 kDa. A análise com PMSF, TLCK e TPCK, 

em SDS-PAGE co-polimerizado com gelatina, indicou que as eszimas são serino proteases 

tripsina-like. Em teste de glicosilação, verificou-se que as proteases de 24,8 kDa e de 26,3 

kDa são glicosiladas. A atividade específica encontrada foi de 13,2 µM.s-1.µg-1 e o fator de 

purificação, de 123,4 vezes. Na determinação cinética, o valor de KM app encontrado para as 

tripsinas-like catiônicas após cromatografia de troca iônica foi de 0,46 mM. Em análise por 

espectrometria de massa do material purificado em cromatografia de fase reversa em HPLC, 

detectaram-se as massas de 1.750,8 Da (ESI-TOF), 7.997,23 Da (MALDI-TOF) e 23.324,74 

Da (ESI-TOF), sugerindo a degradação deste material durante o processamento. 
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ABSTRACT 

 

 

XAVIER, Luciana Pereira, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, August of 2006. Partial 
purification, properties and kinetics characterization of midgut trypsin-like 
proteases from the velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis. Adviser: Maria 
Goreti de Almeida Oliveira. Co-Advisers: Raul Narciso Carvalho Guedes and Marcelo 
Matos Santoro. 

 

The identification and characterization of proteases from the insect midgut are of great 

importance for research and development pest resistant cultivars of crop species. Different 

processes of trypsin-like proteases purification from midgut A. gemmatalis and 

characterization of these proteases were carried out in this work. Two fractions were isolated 

during one of the gel-filtration processes, fraction FI (anionic), with amidasic activity 

(substrate: L-BApNA) partially purified by ion-exchange (Mono-Q HR 5/5 column) and 

affinity (p-aminebenzamidine column) showed in SDS-PAGE bands with molecular weight of 

17.1 kDa and 65.4 kDa; the molecular weight of 17.1 kDa is probably hydrolysis product and 

the molecular weight of 65.4 kDa aggregation product. The fraction FII (anionic) also 

partially purified by anionic exchange and affinity presented two bands of 33.5 kDa and 31.3 

kDa. Antimicrobial assay carried out against S. aureus and E. coli showed negative result for 

the enzymatic extract and for a partially purified sample of FII. In assay with L. 

monocystogenes and E. faecalis, the result was positive for the enzymatic extract and negative 

for a partially purified sample of FII. In a second purification process, a cationic trypsin-like 

serine protease with molecular weight of 30 kDa (SDS-PAGE) was purified from midgut A. 

gemmatalis by combining affinity chromatography (p-aminebenzamidine column), cation-

exchange chromatography (Mono-S HR 5/5 column), in FPLC system and reverse-phase 

chromatography (C-18 column), in HPLC system. The cationic sample partially purified by 

affinity showed in SDS-PAGE, bands with molecular weight of 24.8 kDa, 26.3 kDa, 30 kDa, 

and 33.4 kDa. The analysis with PMSF, TLCK, and TPCK, in SDS-PAGE co-polymerized 



 xvii

with gelatin, indicated that the enzymes are trypsin-like serine protease. Glycosylation assay, 

in SDS-PAGE, showed positive results for bands of 24.8 kDa and 26.3 kDa. The specific 

activity found was 13.2 µM.s-1.µg-1 and the purification factor, 123.4 times. In the kinetic 

determination, the value of KM app found for the cationic trypsin-like after ion-exchange 

chromatography was 0.46 mM. Mass spectrometry analysis of the material purified by HPLC 

reverse phase chromatography, afforded the mass of 1750.8 Da (ESI-TOF), 7997.23 Da 

(MALDI-TOF) and 23324.74 Da (ESI-TOF), suggesting degradation of this material during 

processing. 

 



 1

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

Em 500 milhões de anos os insetos tornaram-se a maior classe entre os animais e a 

mais diversificada, colonizando quase todos os nichos ecológicos da Terra, à exceção dos 

pólos e do fundo do mar. Nesse período, os insetos estiveram em constante contato com 

plantas, parasitas e patógenos. Esta relação com microrganismos e plantas contribuiu para o 

sucesso evolutivo da classe, pois propiciou que os insetos desenvolvessem mecanismos de 

defesa específicos contra a ação dos microrganismos invasores e contra a reação de defesa das 

plantas predadas (BULET et al., 1999; NATION, 2002; DIMARQ & HUNNEYBALL, 2003). 

O escape das ações negativas impostas pelos mecanismos de defesa das plantas, como 

os inibidores de proteases e de α-amilase, enzimas (mirosinases, peroxidases, lipoxigenases, 

etc.), proteínas como lectinas e arcelinas, entre outras (FELTON & GATEHOUSE, 1996; 

KOIWA, et al., 1997; STOTZ et al., 1999; CARLINI & GROSSI-DE-SÁ, 2002), é realizado 

através de diferentes estratégias de contradefesa que se baseiam na ativação de genes 

específicos, ou no aumento do nível de consumo, indução da alteração do conjunto de 

enzimas digestivas, ou expressão de proteases com a sensibilidade aos inibidores de proteases 

diferenciada e, ou, indução da expressão de proteases específicas que clivam inibidores 

(JONGSMA & BOLTER, 1997; MICHAUD, 1997; BRITO et al., 2001; OPPERT et al., 

2005). O estudo bioquímico e fisiológico do processo da digestão, das enzimas envolvidas 

nesse processo, principalmente as serino proteases, tornou-se um ponto-chave para o estudo e 

desenvolvimento de mecanismos de resistência a insetos em cultivares de grande interesse 

econômico. 

Em defesa da infecção por patógenos, os insetos possuem primeiramente como 

estratégia uma barreira física, como a cutícula, que impede a ocorrência de infecções; quando 

essa barreira é vencida, há indução de um complexo de reações de respostas imune-humoral 

inata e imune celular em tecidos e na hemocele. Os insetos sintetizam um repertório de 
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peptídeos antimicrobianos, que são liberados rapidamente na hemolinfa e que também são 

encontrados em células do intestino, que permitem a eliminação rápida dos microrganismos 

invasores. Cerca de 50% dos peptídeos antimicrobianos estudados e caracterizados, presentes 

na literatura, são de invertebrados e predominantemente entre os insetos (LEHRER & GANZ, 

1999; BULET et al., 1999; IMLER & HOFFMANN, 2000; DIMOPOULOS et al., 2001; 

NAITZA & LIGOXYGAKIS, 2004). 

As proteases, principalmente as serino proteases, atuam tanto na digestão quanto na 

resposta à defesa de plantas, bem como na resposta imune dos insetos, na sinalização e 

amplificação de sinal, na ativação de cascatas, na indução de peptídeos antimicrobianos, na 

atividade antimicrobiana e na ativação de mecanismos específicos de melanização e 

coagulação (NAKAJIMA et al., 1997; GORMAN et al., 2000 e 2000a; MA & KANOST, 

2000; GORMAN & PASKEWITZ, 2001). 

As serino proteases digestivas diferem-se das que atuam na resposta imune em sua 

estrutura, sedo a principal característica uma região amino-terminal que contém um domínio 

funcional adicional presente nas que atuam na resposta imune; com seis cisteínas conservadas, 

esse domínio possivelmente esteja envolvido na regulação da atividade enzimática. Apesar da 

sua função não estar totalmente elucidada, sabe-se que é ativo em interações proteína-proteína 

e proteína-matriz extracelular, esse domínio também possui similaridades com defensinas de 

invertebrados, o que indica uma possível ação antimicrobiana (JIANG & KANOST, 2000). 

Em trabalhos anteriores, focalizaram-se nossos estudos nas serino proteases digestivas, 

com atividade tripsina-like, do intestino médio de Anticarsia gemmatalis Hübner 

(Lepidoptera: Noctuidae). Nesses trabalhos encontramos tripsinas-like de membrana 

(XAVIER et al., 2005) e solúveis (OLIVEIRA et al., 2005). Estas proteases foram avaliadas e 

caracterizadas quanto à especificidade de substrato, cinética enzimática e inibição da 

atividade enzimática. As proteases solúveis foram parcialmente purificadas, e a metodologia 

utilizada levou a separação parcial de três proteases com massa molecular acima de 60kDa, 

determinadas por SDS-PAGE e zimograma, possivelmente resultantes de agregação de 

monômeros das tripsinas-like. 

No presente trabalho, o foco foi a purificação de enzimas tripsinas-like que atendesse 

às expectativas quanto à manutenção da atividade enzimática e aumento da atividade 

específica durante os passos utilizados no processo de purificação. Assim, purificaram-se 

tripsinas-like solúveis aniônicas e catiônicas utilizando cromatografias de gel-filtração, troca 

aniônica, afinidade para a separação das aniônicas e troca catiônica, afinidade, fase reversa 

para as catiônicas, metodologias diferenciadas do realizado no trabalho de OLIVEIRA et al., 
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2005, onde apenas se utilizou cromatografia de afinidade em coluna de aprotinina-agarose na 

purificação de tripsinas-like. 

Sabendo que a resistência de insetos a patógenos certamente contribuiu para sua 

proliferação e diversidade e que existem serino proteases envolvidas em repostas imunes e em 

atividade antimicrobiana, testaram-se o extrato enzimático e as proteases parcialmente 

purificadas por afinidade quanto à existência ou não de atividade antimicrobiana contra 

microrganismos de interesse à saúde humana. 

Para melhor apresentação deste trabalho, o dividimos em duas partes: PARTE I – 

“Caracterização de Isoformas Aniônicas de Tripsina-like do Intestino Médio da Lagarta da 

Soja, Anticarsia gemmatalis” e PARTE II – “Purificação e Caracterização de Proteases 

Tripsina-like Catiônicas Obtidas do Intestino Médio de Anticarsia gemmatalis, Lagarta da 

Soja”. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Interação inseto-planta 

 

As plantas possuem estratégias de resistência ao ataque de insetos. Essa resistência 

está baseada em vários mecanismos de defesa que incluem inibidores de proteases e de α-

amilase, enzimas (mirosinases, peroxidases, lipoxigenases etc.), proteínas como lectinas e 

arcelinas, entre outras (FELTON & GATEHOUSE, 1996; KOIWA et al., 1997; STOTZ et al., 

1999; CARLINI & GROSSI-DE-SÁ, 2002) (Figura 1). 

 A ingestão de inibidores da planta, pelo inseto, leva a inibição de enzimas 

proteolíticas, conseqüentemente interferindo na biodisponibilidade de aminoácidos para a 

biossíntese de proteínas necessárias ao crescimento, desenvolvimento e reprodução do inseto 

(BROADWAY & DUFFEY, 1986; BROADWAY, 1995; TERRA & FERREIRA, 1994). 

Entretanto, os insetos apresentam diversos mecanismos de defesa contra os inibidores 

produzidos pelas plantas. 

Broadway (1995), em experimentos com larvas Lymantria dispar (Lepidoptera) e 

Helicoverpa zea (Lepidoptera), demonstrou a adaptação desses insetos a inibidores de 

tripsinas adicionados em dieta. Paulillo et al. (2000), também em estudos com Spodoptera 

frugiperda (Lepidoptera) sujeita à ingestão crônica de inibidores semipurificados de soja, 

observaram que não houve redução significativa no crescimento e desenvolvimento da larva. 

Esses autores reltaram que o inseto foi fisiologicamente capaz de se adaptar à dieta de 

inibidores de proteases, alterando o pool de enzimas proteolíticas complementares do 

intestino médio, já que houve produção de uma nova serino protease tripsina-like, a qual foi 

expressa quatro vezes mais do que a quimotripsina. Brito et al. (2001), analisando proteases 

do intestino médio de larvas de Heliothis virescens (Lepidoptera) alimentadas com dieta 
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artificial sem inibidor e folhas de tabaco, também relataram que a resistência aos inibidores de 

proteases, observada na população, é resultado da expressão de novas moléculas de tripsina. 
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Figura 1 - Interação inseto-planta. Respostas de defesa da planta à herbivoria e estratégias de defesa dos insetos. 
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 Esses e outros trabalhos descritos na literatura (JONGSMA & BOLTER, 1997; 

BOWN et al., 1997; GIRARD et al., 1998; SILVA-FILHO & FALCO, 2000, PATANKAR et 

al, 2001; CHOUGULE et al, 2005) apontaram que os insetos são capazes de escapar dos 

efeitos negativos dos inibidores de serino proteases, principalmente pela alteração do conjunto 

de enzimas proteolíticas em resposta à ingestão de inibidores de proteases. Esa hipótese é 

suportada pela grande quantidade de genes diferentes em um indivíduo que codificam para 

serino proteases diferenciadas encontradas em: Anopheles gambiae (Diptera) (GORMAN et 

al., 2000); Locusta migratoria (Lepidoptera) (LAM et al., 2000); Glossina morsitans 

morsitans (Diptera) (YAN et al., 2001); Anopheles darlingi (Diptera) (DE ALMEIDA et al., 

2003); Phlebotomus papasi (Diptera) (RAMALHO-ORTIGÃO et al., 2003), Drosophila 

melanogaster (Diptera) (ROSS et al., 2003) e Anthonomus grandis (Coleoptera) (OLIVEIRA-

NETO et al., 2004). 

 Inibidores de α-amilase ocorrem em muitas espécies de plantas, sendo abundantes em 

cereais e legumes, como parte natural do mecanismo de defesa. Os inibidores de α-amilase 

podem ser reconhecidos como substratos por enzimas de alguns herbívoros e ser hidrolisados, 

portanto esses inibidores não são efetivos contra todos os insetos. Em Zabrotes subfasciatus 

(Coleoptera), as proteases do seu intestino médio são capazes de hidrolisar a subunidade β do 

inibidor por proteólise limitada e a clivagem é específica e irreversível, impedindo o inibidor 

de exercer a sua função (MICHAUD, 1997; SILVA et al., 2001; CARLINI & GROSSI-DE-

SÁ, 2002). 

 Compostos fitoquímicos utilizados pelas plantas como defesa interferem também na 

disponibilidade de aminoácidos, afetando a digestibilidade das proteínas por alquilá-las. 

Agentes alquilantes incluem as quinonas, alcalóides pirrolidizina, aldeídos insaturados e 

saponinas, entre outros. As saponinas podem complexar tanto com esteróis quanto com 

proteínas, inibindo a atividade de proteases do intestino médio (FELTON & GATEHOUSE, 

1996). Platyphora boucardi (Heteroptera) está adaptado a se alimentar de espécies que 

contêm alcalóides pirrolidizina do tipo licopsamina, não sofrendo perdas na 

biodisponibilidade de aminoácidos no organismo. Esse inseto seqüestra o alcalóide e o 

concentra para posteriormente ser utilizado como secreção exócrina de defesa, juntamente 

com saponinas que também podem ser acumuladas. Além disso, P. boucardi pode processar 

os alcalóides triésteres semelhantes à parsonina, como encontrado nas plantas, transformando-

os em alcalóides monoésteres do tipo licopsamina, os quais serão acumulados e secretados 

como defesa do inseto (HARTMANN et al., 2003). 
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 Canatoxina, uma proteína com ação neurotóxica, possui papel na defesa de plantas. 

Entretanto, somente é letal para os insetos que possuem digestão baseada nas enzimas 

catepsinas B e D (Coleoptera). Em insetos cuja digestão se baseia em tripsinas (Lepidoptera, 

Ortoptera, Diptera), não se observa mortalidade (CARLINI & GROSSI-DE-SÁ, 2002). As 

catepsinas B e D hidrolisam a canatoxina em peptídeos entomotóxicos, portanto o próprio 

mecanismo de digestão favorece a adaptação de alguns insetos para se alimentarem das 

espécies vegetais que possuem essa toxina. 

 Transgenes de origens bacteriana, animal ou vegetal podem ser introduzidos em 

plantas com o intuito de aumentar o nível de resistência a insetos de um cultivar. Os genes 

engenheirados inseridos e expressos em plantas transgênicas codificam para inibidores de 

proteases, inibidores de α-amilase, lectinas, quitinases e peroxidases e possuem como alvo 

principal para defesa Coleopteras, Lepidopteras e Ortopteras (SCHULER et al., 1998). 

 

 

2.2. Resistência de insetos a patógenos 

 

Em defesa à infecção por patógenos, os insetos possuem primeiramente como 

estratégia uma barreira física, como a cutícula, que impede a ocorrência de infecções, quando 

esta barreira é vencida há indução de um complexo de reações de respostas imune humoral 

inata e imune celular em tecidos e na hemocele. As defesas humorais incluem peptídeos 

antimicrobianos, cascatas de coagulação e melanização. As defesas celulares são respostas 

mediadas pelos hemócitos como fagocitose e encapsulamento (HOFFMANN, 1995; 

HOFFMANN et al., 1996; LAVINE & STRAND, 2002). 

Os insetos são particularmente resistentes a microrganismos. O seu sistema de defesa 

responde com várias reações inatas: sob injúria, uma imediata cascata proteolítica leva a 

coagulação e melanização localizada, este último processo envolvendo moléculas citotóxicas 

(intermediários reativos do oxigênio); a fagocitose de bactérias e o encapsulamento de 

grandes parasitas; a síntese induzida pelo corpo gorduroso de uma bateria de peptídeos 

antimicrobianos que são secretados na hemolinfa agindo sinergicamente para eliminar os 

microrganismos invasores (BULET et al., 1999; LAVINE & STRAND, 2002). Os insetos 

sintetizam um repertório de peptídeos antimicrobianos, que são liberados rapidamente na 

hemolinfa e que também são encontrados em células do intestino, que permitem a eliminação 

rápida dos microrganismos invasores (LAMBERTY et al., 1999; LEHRER & GANZ, 1999; 
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IMLER & HOFFMANN, 2000; DIMOPOULOS et al., 2001; NAITZA & LIGOXYGAKIS, 

2004). 

As serino proteases regulam várias respostas de defesa em invertebrados, incluindo a 

coagulação da hemolinfa, síntese de peptídeos antimicrobianos e melanização. Esses 

processos requerem a presença dessas proteases na hemolinfa, onde elas podem rapidamente 

ativar a resposta imune em reação à detecção de um patógeno. Em A. gambiae, Gormam e 

Paskewitz (2001) identificaram cinco serino proteases com essas funções. Uma delas, a 

Sp22D, apresenta domínios com potencial de ligação a patógenos e é expressa em três tipos 

celulares que possuem função imune: epitélio do intestino médio, corpo gorduroso e 

hemócitos. 

 A esclerotização da cutícula, a cicatrização de feridas e defesas imunológicas são 

processos fisiológicos que tem a participação de enzimas fenoloxidases. Estas enzimas se 

encontram como pro-enzimas e são ativadas proteoliticamente por serino proteases em 

resposta a infecção por bactérias, fungos, imunolectinas, parasitóides e injúrias em tecidos 

(ASHIDA & DOHEK, 1980; MA & KANOST, 2000; ASANO & ASHIDA, 2001; YU et al., 

2003). 

 Outra função possível para as serino proteases é a atividade antibacteriana direta, 

como foi observado em uma serino protease de 26 kDa de Sarcophaga peregrina (Diptera). 

Com atividade antimicrobiana sobre várias bactérias, essa protease interagiria com os 

fosfolipídios da membrana bacteriana (NAKAJIMA et al., 1997; TSUJI et al., 1998). 

 

 

2.3. As serino proteases (EC 3.4.21) 

 

As serino proteases são as enzimas mais bem estudadas, tanto em eucariotos quanto 

em procariotos. Seus representantes mais conhecidos são a tripsina e a quimotripsina. As 

proteases, principalmente as serino proteases participam de vários processos fisiológicos nos 

insetos, incluindo a digestão e a resposta à defesa de plantas, bem como na resposta imune 

dos insetos; na sinalização e amplificação de sinal; na ativação de cascatas; na indução de 

peptídeos antimicrobianos; na atividade antimicrobiana e na ativação de mecanismos 

específicos de melanização e coagulação (NAKAJIMA et al., 1997; GORMAN et al., 2000 e 

2000a; MA & KANOST, 2000; GORMAN & PASKEWITZ, 2001; LEVY et al., 2004). 

As serino proteases dos insetos que atuam na resposta imune se diferem das digestivas 

em sua estrutura. A principal característica que as difere é uma região amino-terminal que 
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contém um domínio funcional adicional presente nas que atuam na resposta imune, com seis 

cisteínas conservadas (Figura 2). Esse domínio possivelmente esteja envolvido em cascatas de 

regulação de sua expressão. Apesar de a sua função não estar totalmente elucidada, sabe-se 

que é ativo em interações e reconhecimento entre proteína-proteína e proteína-matriz 

extracelular, podendo atuar como co-fator de atividade enzimática e como inibidor da 

protease em que está ligado; esse domínio também possui similaridades com defensinas de 

invertebrados, o que indica uma possível ação antimicrobiana. O clip domínio dissocia-se da 

protease ocasionalmente durante os processos de purificação, indicando que esse domínio 

pode estar separado do domínio catalítico in vivo (JIANG & KANOST, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 - Organização do clip domínio de proteases de artrópodes. As proteases contêm um clip 

domínio amino-terminal (em alguns casos dois, em tandem), seguido por uma região de 

ligação, de comprimento variável, e na região carboxi-terminal, o domínio típico de serino 

proteases. Uma ponte de sulfeto conecta a região de ligação ao domínio da protease. Quando 

o zimogênio é ativado por proteólise específica no amino-terminal do domínio protease, o 

clip domínio e domínio protease permanecem ligados covalentemente (JIANG & 

KANOST, 2000). 
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 Baseado em similaridades estruturais, as serino proteases de eucariotos e procariotos 

são agrupadas em 20 famílias, as quais são redivididas em seis clãs de ancestrais comuns: o 

clã A (SA), que agrupa famílias que possuem origem comum com a quimotripsina; o clã B 

(SB) com a subtilisina; o clã C (SC) com a carboxipeptidase; o clã E (SE) com a peptidase A 

D-Ala-D-Ala de Escherichia coli; o clã F (SF) com o repressor Lex A; e o clã G (SG) que 

agrupa as serino proteases ATP dependentes (RAWLINGS & BARRET, 1993; RAO et al., 

1998 RAWLINGS et al., 2006). 

 A função catalítica das serino proteases é realizada por meio da ação da tríade 

catalítica (Ser reativa, His e Asp), e o grau e o tipo de especificidade pelo substrato são 

determinados pela natureza da região do centro ativo. Os resíduos da tríade atuam em perfeito 

sinergismo, contribuindo para uma atividade catalítica otimizada (PERONA & CRAIK, 1995; 

CARTER & WELLS, 1998). 

As serino proteases geralmente atuam em uma reação de dois passos, em que um 

intermediário, acilenzima, covalentemente ligado é formado. Essa acilação é seguida pela 

deacilação, processo no qual ocorre o ataque nucleofílico intermediário pela água, resultando 

na hidrólise do peptídeo. O ataque nucleofílico do grupo hidroxila da Ser do sítio ativo sobre 

o átomo de carbono carboxílico da ligação peptídica, catalisada pelo resíduo de histidina, que 

funciona como uma base, leva à formação de um intermediário tetraédrico e um íon 

imidazólico. O intermediário decompõe-se através da catálise ácido-base pela ação dos grupos 

polarizados do Asp e da His em um intermediário acilenzima, uma base imidazólica e uma 

amina. Esse mecanismo implica um estreito contato entre o intermediário tetraédrico e o íon 

imidazólico, que inibe a liberação do próton para o meio solvente antes da catálise ácido-base, 

regenerando, assim, a enzima ativa e liberando o produto de degradação (PÓLGAR & 

HALÁSZ, 1982; CRAIK et al., 1987; DODSON & WLODAWER, 1998). 

 A relação entre a velocidade de acilação e a deacilação depende do tipo de substrato 

utilizado. No caso de um substrato amida, a velocidade de acilação é menor do que para a de 

deacilação e, em um substrato éster, essa velocidade pode ser uma a três vezes maior. 

Portanto, na atividade amidásica a etapa de acilação é lenta e a de deacilação, rápida, 

enquanto na atividade esterásica a etapa de acilação é rápida e a de deacilação, lenta, sendo a 

etapa lenta o passo limitante da hidrólise (INAGAMI, 1972; FASTREZ & FERSHT, 1973). 
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2.3.1. Tripsinas (EC 3.4.21.4) 

 

Toda serino protease tripsina-like possui preferência por substratos com resíduo básico 

em P1, Lys ou Arg. Isso é principalmente causado pela presença de um Asp 189 carregado 

negativamente no fundo do bolso S1 (numeração usada no quimotripsinogênio). A arquitetura 

do sítio S1 entre essas proteases é altamente conservada. Uma diferença marcante é 

encontrada na posição 190, a qual pode ser uma Ser ou Ala, e serve como ponto de 

identificação para subfamílias (SICHLERA et al., 2002). A nomenclatura para os resíduos de 

aminoácidos do substrato é Pn, ... , P2, P1, P1’, P2’, ... , Pn’, em que P1-P1’ denota a ligação 

hidrolisada. Sn, ... , S2, S1, S1’, S2’, ... , Sn’ denota o subsítios de ligação correspondentes da 

enzima (Figura 3) (SCHECTER & BERGER, 1967). 

As tripsinas de todos os insetos possuem especificidade primária semelhante; com 

exceção de Lepidopteras, essas proteases hidrolisam mais eficientemente substratos que 

contenham Arg do que Lys na posição P1 (LOPES et al., 2004 e 2006). Tripsinas de 

Lepidoptera possuem maior especificidade por substratos que contenham Lys do que para 

substratos que contenham Arg. Os inibidores de proteases produzidos pelas plantas 

apresentam uma região chamada de sítio reativo, o qual interage com a sua enzima-alvo. A 

ligação do sítio reativo ocorre no sítio ativo da enzima. O alinhamento das seqüências de 

vários inibidores de proteases de plantas indicou que os sítios reativos da maioria desses 

inibidores possuem um resíduo de Lys na posição P1 (LOPES et al., 2004). A presença de 

uma Lys na posição P1 no sítio reativo é uma estratégia de sobrevivência, pois esses 

inibidores atuariam inibindo as tripsinas da maioria dos insetos que hidrolisam 

preferencialmente Arg nessa posição. 

As tripsinas são inibidas irreversivelmente por TLCK, o qual age alquilando o resíduo 

de His da tríade catalítica. A atividade digestiva de enzimas tripsinas-like é encontrada na 

maioria das espécies de insetos, e sua especificidade mostra-se similar às tripsinas de 

vertebrados, além de possuírem diferentes especificidades diante dos inibidores de proteases 

(TERRA & FERREIRA, 1994; TERRA et al., 1996). 

Similaridades entre as tripsinas de insetos e bovina aparentemente estão relacionadas 

com o mecanismo catalítico e com a inibição por inibidores típicos de tripsina. Entretanto, a 

comparação entre tripsinas de pâncreas bovino e tripsina de inseto tem apontado diferenças 

nos valores de pH ótimo e massa molecular (PURCELL et al., 1992) e em sua sensibilidade a 

inibidores de proteases de plantas (CHRISTELLER & SHAW, 1989). 
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Figura 3 - Nomenclatura de Schecter & Berger para a ligação de um substrato a uma enzima. A 

protease é representada pela área escura. P1 ... P1’ são as cadeias laterais dos seis 

aminoácidos apresentados, e S1 ... S1’ são os subsítios correspondentes na protease. A seta 

indica o local da hidrólise (SCHECTER & BERGER, 1967). 

 

 

 Enzimas tripsina-like do intestino médio de insetos têm sido encontradas, estudadas e 

caracterizadas em várias espécies de Lepidoptera (Quadro 1). Várias outras espécies de 

insetos também têm sido alvos desses estudos, como: Coleoptera (ZHU & BAKER, 1999), 

Auchenorrhyncha (FOISSAC et al., 2002), Blattodea (ELPIDINA et al., 2001; MARANA et 

al., 2002), Diptera (GORMAM & PAKEWITZ, 2001; MUHARSINI et al., 2001) e Blattodea 

(LOPES & TERRA, 2003), dentre outros. A maioria das tripsinas de insetos possui entre 20-

30 kDa (TERRA & FERREIRA, 1994). Entretanto, tripsinas com maior massa molecular 

também são encontradas, como o apresentado por Wagner et al. (2002) em estudos com 

proteases tripsina-like de Melolontha melolontha (Coleoptera) com massas moleculares de 56 

e 63 kDa e por Ahmad et al. (1980) em estudos com tripsinas com massa de 53 kDa de 

Spodoptera litura (Lepidoptera). Tripsinas com menor massa molecular também são relatadas 

na literatura, como a tripsina do epitélio de Bombix Mori (Lepidoptera), de 13 kDa descrita 

por Eguchi e Kuriyama (1985) e a tripsina do intestino médio de Heliothis virescens 

(Lepidoptera), de 17 kDa descrita por Brito et al. (2001). 

 Em poucos trabalhos, tripsinas ativas, com mais de uma isoforma, têm sido purificadas 

de extratos de intestino de Lepidoptera (MARCHETTI et al., 1998; NOVILLO et al., 1999; 

VOLPICELLA et al, 2003; DÍAS-MENDOZA et al., 2005). A dificuldade de purificar grande 

S3 S2 S1 S1’ S2’ S3’ 

P3 P2 P1 P2’ P1’ P3’ 

-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO- 
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quantidade das tripsinas digestivas de inseto e de expressar essas enzimas recombinantes 

ativas em sistemas heterólogos ou em cultura de células de insetos retarda maiores discussões 

sobre a estrutura dessa protease. A única serino protease de inseto realmente cristalizada é 

uma quimotripsina de Solenopsis invicta (Hymenoptera: Formicidae) que foi purificada 

diretamente de extratos do inseto e cristalizada (BOTOS et al., 2000). A determinação dessa 

estrutura indicou que a quimotripsina da “formiga lava-pés” e as serino proteases de insetos 

em geral, por inferência, são similares no scaffold e domínio estrutural; e as diferenças 

incluem o mecanismo de ativação e resíduos de aminoácidos, principalmente da região S4-S4’, 

o que pode resultar em especificidades diferentes (BOTOS et al, 2000; LOPES et al., 2006). 

 De acordo com a literatura, as tripsinas de insetos não sofrem influência em sua 

atividade tríptica devido a íons cálcio. Ahmad et al. (1980), caracterizando as serino proteases 

de S. litura; Johnston et al. (1991), em estudos com serino proteases de Helicoverpa armigera 

(Lepidoptera); Lemos e Terra (1992), avaliando tripsinas-like, solúveis e de membrana, de 

Musca domestica (Diptera); e Lee e Anstee (1995), analisando o efeito de íons sobre tripsina 

de Spodoptera littoralis (Lepidoptera), verificaram que as tripsinas encontradas nesses insetos 

não são estabilizadas ou ativadas por íons cálcio. 

 Em vertebrados, o íon cálcio impede a agregação de moléculas da enzima, protegendo-

a da autólise e desnaturação por calor, induzindo uma mudança conformacional em sua 

estrutura para uma forma mais compacta, a qual é necessária para a atividade catalítica 

(SIPOS & MERKEL, 1968 e 1970). A autólise de tripsinas de inseto difere tipicamente do 

que ocorre com as tripsinas de mamíferos. A estabilização das tripsinas de mamíferos 

depende de o cálcio ligar-se ao motivo de ligação em sua estrutura; esse motivo não está 

presente nas seqüências das tripsinas de insetos. Os sítios autocatalíticos em tripsinas de 

mamíferos (Lys 61-Ser 62, Arg 117-Val 118 e Lys 145-Ser 146) não estão conservados nas 

tripsinas de insetos, que podem possuir outros sítios de clivagem autocatalíticos 

(VARALLYAY et al., 1998; LOPES et al., 2006). Contudo, Wagner et al. (2002) (M. 

melolontha), Oliveira et al. (2005) (A. gemmatalis) e Xavier et al. (2005) (A. gemmatalis) 

verificaram que as tripsinas dos insetos estudados sofreram queda na atividade tríptica sobre o 

substrato BApNA na presença de EDTA, resultado que levou os autores a sugerirem que o 

cálcio talvez possa estar, de alguma forma, agindo nas enzimas desses insetos. 
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Quadro 1 - Propriedades das enzimas tripsina-like obtidas do intestino médio de Lepidoptera 

 

pHo: pH ótimo. 

Espécie Estágio Grau de purificação MM (Da) Substrato pHo Referências 

Helicoverpa armigera Larval Parcial 24.000 L-BApNA 9,5 Johnston et al., 1991 

Spodoptera litura Larval Homogenato ____ L-BApNA 10,5 McManus & Burgess, 1995 

Spodoptera littoralis Larval Parcial 24.000 L-BApNA 

L-TAME 

8,0 

9,5 

 

Lee & Anstee, 1995 

Ostrinia nubilalis Larval Completa 24.650 L-BApNA 10,0 Bernardi et al., 1996 

Spdoptera littoralis Larval Parcial                           (PI) 

                                    (PII) 

24.359 

24.448 

L-BApNA 

L-BApNA 

10,0-11,0 

10,0-11,0 

 

Marchetti et al., 1998 

Sesamia nonagrioides Larval Completa                  (Try I) 

                                (Try II) 

27.000 

24.000 

L-BApNA 

L-BApNA 

9,0-11,0 

8,5-11,0 

 

Novillo et al., 1999 

Spodoptera frugiperda Larval Homogenato ____ L-BApNA 8,5-10,0 Paulillo et al., 2000 

Anticarsia gemmatalis Larval Parcial (solúveis) 66.000, 71.000 e 

91.000 

L-BApNA 

L-TAME 

8,5 

8,5 

 

Oliveira et al., 2005 

Anticarsia gemmatalis Larval Homogenato 

(de membrana) 

____ L-BApNA 

L-TAME 

8,0 

8,0 

 

Xavier et al., 2005 
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A primeira forma precursora de tripsina foi detectada por imunolocalização no 

intestino médio de A. aegypti por Graf et al. (1986). A obtenção de cDNAs para 

tripsinogênios-like é bem descrita para vários insetos: Rhyzopherta dominica (Coleoptera) 

(ZHU & BAKER, 1999); A. aegypti (KALHOK et al., 1993); Drosophila erecta (Diptera) 

(WANG et al., 1995); D. melanogaster (PAULULAT, 1996); A. gambiae (MÜLLER et al., 

1993); Stomoxys calcitrans (Diptera) (MOFFAT & LEHANE, 1990); Manduca sexta 

(Lepidoptera) (PETERSON et al., 1994); Lygus lineolaris (Hemiptera) (ZHENG et al., 2002). 
Moffat e Lehane (1990), Moffat et al. (1995) e Jordão et al. (1996) descreveram que a 

tripsina de S. calcitrans é estocada como preproenzima no tecido da zona opaca (de onde são 

secretadas) do intestino médio do inseto. Lehane et al. (1998) identificaram peptídeos sinal de 

16 e 17 aminoácidos e peptídeos de ativação de 10 e 15 aminoácidos, respectivamente, nas 

seqüências desses zimogênios. O sítio de ativação da enzima foi identificado entre Arg e Ile, 

também evidenciado que a própria tripsina é responsável pela ativação da pro-enzima no 

lúmen do intestino médio. 

Zhu e Baker (1999), em estudos com cDNA de R. dominica, descreveram três 

tripsinogênios-like: RdoT1, RdoT2 e RdoT3. As seqüências N-terminal das proteínas 

correspondentes preditas possuem os resíduos IVGG 62-65 conservados (característico para 

serino protease em insetos). As enzimas maduras preditas possuem 23,1, 28 e 23,8 kDa, todas 

possuindo a tríade catalítica conservada (His 109, Asp 256, Ser 257), três pares de resíduos de 

cisteína envolvidos na formação de três pontes de sulfeto (característico de serino proteases de 

invertebrados) e três resíduos (Asp 251, Gly 274, Gly 284), que definem o bolso de ligação ao 

substrato. O Asp nessa posição, no bolso de ligação, define a especificidade de tripsinas de 

vertebrados e invertebrados, por estabilizar resíduos de Lys ou Arg, que estão no sítio de 

clivagem do substrato, através de interação iônica (HEDSTROM et al., 1992). 

Dados disponíveis sobre tripsinas-like em Lepidoptera indicam a presença de uma 

diversificada família de genes codificantes para essas enzimas. Seqüências de DNA ou cDNA 

de tripsinas ou tripsinas-like expressas no intestino médio de larvas de Lepidopteras tem sido 

relatadas em várias espécies: Plodia interpunctella (ZHU et al., 2000), Choristoneura 

fumiferana (WANG et al, 1995), Helicoverpa armigera (GATEHOUSE et al., 1997; 

MAZUMDAR-LEIGHTON et al., 2000), Helicoverpa zea, Agrotis ipsilon (MAZUMDAR-

LEIGHTON & BROADWAY, 2001), Scirpophaga incertulas (MAZUMDAR-LEIGHTON 

et al., 2000), Bombix mori (SASAKI et al., 1993), Sesamia nonagrioides (DÍAS-MENDOZA 

et al., 2005) e Ostrinia nubilalis (LI et al., 2005), entre outras. 
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Lopes et al. (2004), analisando 109 seqüências de tripsinas-like de insetos de 

diferentes ordens, registradas no “Genbank” em 2003, demonstraram que a maioria das 

tripsinas tende a se agrupar de acordo com a relação filogenética baseada na morfologia dos 

insetos. Dentre as seqüências de Lepidópteras, existem três braços principais, os braços I e III 

são formados por tripsinas, que estão ausentes ou são reguladas negativamente na presença de 

inibidor; as tripsinas encontradas no braço II são principalmente tripsinas sensíveis, enzimas 

superexpressas ou expressas apenas na presença de inibidor. Análise filogenética de 

seqüências de DNA de tripsinas-like de Sesamia nonagrioides e outros Lepidoptera (DÍAS-

MENDOZA et al., 2005) revelaram existência de três tipos de tripsinas (Tipo-I, Tipo-II e Tipo 

III), descritas também por Lopes et al. (2004). Os autores compararam os resíduos de 

aminoácidos divergentes dessas isoformas e da tripsina bovina (Quadro 2). Apesar da 

diversidade de seqüências de DNA encontradas, somente foi possível purificar as quatro 

maiores tripsinas da larva alimentada com dieta sem inibidores. 

 

Quadro 2 - Comparação dos resíduos divergentes de isoformas de tripsina de Lepidoptera e tripsina 

bovina 

Tripsinas de Lepidoptera Tripsina 

Bovina I II III 
Observação 

Gly43 Ala Gly Gly Contato com o loop da Ser195

Gly44 Ala Gly Gly Contato com o loop da Ser195

Ile 73 Arg Ala Ala Possível implicação na interação de 

tripsinas tipo I com E-64

Ile138 His/Tyr Ala Thr Adjacente ao subsítio S1

Tyr184 Ile Trp Ile Domínio de ativação

Tyr186 Glu -/Glu Glu Loop 1

Lys188 Lys Arg Lys Subsítio S1, domínio de ativação

Ser190 Ala Gln Ala Subsítio S1, determinante de 

especificidade secundário

Val213 Val Cys Val Próximo ao sítio de ligação ao substrato

Ser217 His/Arg n.c. Phe Subsítio S1, domínio de ativação

Tyr228 Ser Asn Asn Determinante de especificidade secundário

n.c.: resíduos não conservados; - : gap. Quadro baseado em Días-Mendoza et al., 2005. 
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2.4. Importância do estudo de insetos-praga para a agricultura brasileira 

 

Na agricultura mundial, as grandes perdas sofridas são devidas em parte ao ataque de 

insetos e à ação de patógenos (fungos, bactérias e vírus), sendo 37% da produção mundial 

perdida pela ação de pragas ou por doenças, e 13% desse porcentual são devidos ao ataque 

por insetos (GATEHOUSE et al., 1992). 

As perdas do plantio até a pré-colheita na agricultura podem ser provocadas por 

adversidades abióticas (ordem climática), bióticas (incidência de doenças e pragas nas 

lavouras) e por questões de ordem econômica (aviltamento dos preços dos produtos no 

momento da colheita; com relação ao plantio de soja a perda foi devida à escolha de sementes 

inadequadas para a região). 

No Brasil, nos anos de 1996 a 2002, por conta das perdas do plantio até a pré-colheita 

de arroz, feijão, milho, soja e trigo, o Brasil deixou de colher cerca de 28 milhões de toneladas 

de grãos. O maior índice dessas perdas (7,61%) aconteceu no ano de 2000, e o País deixou de 

colher 6.672.845 toneladas. O milho foi a cultura que mais contribuiu para tal desempenho 

negativo, com perdas inferidas do plantio até a pré-colheita da ordem de 4,1 milhões de 

toneladas, o que correspondeu a 61% do total perdido (IBGE, 2004). 

As safras de soja de 1999 e 2000 foram as mais afetadas, tendo perdas em nível 

nacional de 3,89 e 3,99%, respectivamente. Em 1999, a safra gaúcha apresentou perdas de 

95% no total das perdas em nível nacional. Em 2002, as perdas de soja somaram pouco menos 

de um milhão de toneladas (Figura 4) (IBGE, 2004). 

A soja é um dos principais produtos da pasta de exportações brasileiras. Em 2002, o 

País exportou aproximadamente 15,6 milhões de toneladas de soja em grão, 12,5 milhões de 

farelo de soja e 1,7 milhão de óleo bruto. Os principais compradores do grão brasileiro são a 

Holanda (1.140.425 mil/t), a China (585.553 mil/t), a Alemanha (557.163 mil/t) e a Espanha 

(371.146 mil/t). O maior estado produtor brasileiro é o Mato Grosso, seguido pelo Paraná e 

Rio Grande do Sul. Com área semelhante à do Paraná, o produtor gaúcho ainda tem baixa 

produtividade, em média 2.200 kg por hectare, totalizando uma produção de cerca de sete 

milhões de toneladas (IBGE, 2004). 
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Figura 4 - Índice de perdas até pré-colheita da soja. Índice apresentado por microrregiões do Brasil em 

2002. (IBGE, 2004). 

 

 

A lagarta da soja, A. gemmatalis, é uma das principais pragas que atacam a soja 

(Glycine max) no Brasil, sendo encontrada em todos os locais de cultivo. Ataca as lavouras a 

partir de novembro, nas regiões setentrionais, e a partir de janeiro, no extremo sul do País. 

Sua capacidade de consumo aumenta com o desenvolvimento fisiológico. Nos últimos 

instares, um indivíduo pode consumir até 100 cm2 de folhas. Além da A. gemmatalis a soja 

possui mais três pragas principais (percevejos), seis pragas secundárias (brocas) e outros 

gêneros de percevejos e coleópteros, além de doenças causadas por várias espécies de fungos, 

bactérias, vírus e nematóides (EMBRAPA-CNPSo, 1995). 

Na tentativa de controlar o ataque de insetos aos cultivares, têm-se buscado novos 

métodos que não sejam baseados em agroquímicos. O intestino, particularmente o intestino 

médio, é reconhecido como um ponto potencial de ataque no controle de populações de 

insetos e, ou, controle na transmissão de doenças (TERRA et al., 1996; FRANCO et al., 

1999). Portanto, o conhecimento da fisiologia e bioquímica da digestão e dos sistemas de 
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defesa dos insetos é um pré-requisito para o desenvolvimento de métodos de controle eficazes 

que atuem via intestino. 

Na busca do desenvolvimento de um controle biológico eficiente das pragas que 

afetam a soja, deve-se ampliar o conhecimento sobre a fisiologia e bioquímica dos insetos que 

a atacam. Nesse contexto, neste trabalho estudaram-se as tripsinas-like digestivas de 

Anticarsia gemmatalis, a lagarta da soja. Essas proteases foram isoladas do intestino médio da 

larva do inseto e caracterizadas quanto à presença de glicosilação e de atividade 

antimicrobiana, sendo que apenas tripsina-like catiônica foi purificada e analisada em SDS-

PAGE e por espectrometria de massa. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo geral 

 

O trabalho teve como objetivo geral desenvolver estudos bioquímicos com tripsinas-

like do intestino médio de Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae). 

 

 

3.2. Objetivo específico 

 

1. Definição de protocolos de purificação para as tripsinas-like de A. gemmatalis. 

2. Caracterização quanto à atividade antimicrobiana do extrato enzimático e das 

proteases tripsina-like parcialmente purificadas. 

3. Caracterização cinética de tripsinas-like purificadas do intestino médio. 
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PARTE I 

 

 

Caracterização de Isoformas Aniônicas de Tripsina-like do Intestino Médio da 

Lagarta da Soja, Anticarsia gemmatalis 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Em 500 milhões de anos, os insetos se tornaram a maior classe entre os animais e a 

mais diversificada, colonizaram quase todos os nichos ecológicos da Terra, excetuando-se os 

pólos e o fundo do mar. Nesse período, estiveram em constante contato com plantas, parasitas 

e patógenos. Essa relação com microrganismos e plantas contribuiu para o sucesso evolutivo 

da classe Insecta, pois propiciou que os insetos desenvolvessem mecanismos de defesa 

específicos contra a ação dos microrganismos invasores e contra a resposta de defesa das 

plantas predadas (BULET et al., 1999; NATION, 2002; DIMARQ et al., 2003). 

As plantas possuem estratégias de resistência ao ataque de insetos, a qual está baseada 

em vários mecanismos de defesa que incluem inibidores de proteases e de α-amilase, enzimas 

e proteínas como lectinas e arcelinas, entre outras (FELTON & GATEHOUSE, 1996; 

JONGSMA & BOLTER, 1997; KOIWA et al., 1997; STOTZ et al., 1999; CARLINI & 

GROSSI-DE-SÁ, 2002). A ingestão, pelo inseto, de inibidores da planta leva à inibição de 

enzimas proteolíticas, conseqüentemente interferindo na biodisponibilidade de aminoácidos 

para a biossíntese de proteínas necessárias ao crescimento, desenvolvimento e reprodução do 

inseto (BROADWAY & DUFFEY, 1986; TERRA & FERREIRA, 1994; BROADWAY, 

1995; PILON et al, 2006). Entretanto, os insetos apresentam diversos mecanismos de defesa 

contra os inibidores produzidos pelas plantas através de estratégias que envolvem inclusive a 

alteração no conjunto de enzimas digestivas, a expressão de proteases com sensibilidade a 

inibidores de protease diferenciada ou a indução da expressão de proteases específicas que 

clivam os inibidores (JONGSMA & BOLTER, 1997; MICHAUD, 1997; BRITO et al., 2001; 

OPPERT et al., 2005). O estudo bioquímico e fisiológico do processo da digestão, 

principalmente das serino proteases envolvidas, tornou-se um ponto-chave para o estudo e 

desenvolvimento de mecanismos de resistência a insetos em cultivares de grande interesse 

econômico. Serino endopeptidases, particularmente tripsinas (EC 3.4.21.4) e quimotripsinas 
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(EC 3.4.21.1), atuam na digestão da maioria dos insetos, à exceção de alguns hemípteros 

(HOUSEMAN et al. 1985; COLEBATCH et al., 2001) e espécies de coleópteros (TERRA & 

FERREIRA, 1994; GIRARD et al., 1998; OPPERT et al., 2003), nos quais cisteína proteases 

e aspartil proteases são predominantes. 

Com relação à infecção por patógenos, os insetos possuem primeiramente como defesa 

uma barreira física, a cutícula, que impede a ocorrência de infecções. Quando essa barreira é 

vencida, há indução de um complexo de reações de resposta imune humoral inata e imune 

celular em tecidos e na hemocele. As defesas humorais incluem peptídeos antimicrobianos, 

cascatas de coagulação e melanização. As defesas celulares são respostas mediadas pelos 

hemócitos, como fagocitose e encapsulamento (HOFFMANN, 1995; HOFFMANN et al., 

1996; LAVINE & STRAND, 2002). Os insetos sintetizam um repertório de peptídeos 

antimicrobianos que são produzidos no corpo gorduroso, que também o são em células do 

intestino e liberados rapidamente na hemolinfa, permitindo a eliminação rápida dos 

microrganismos invasores. Cerca de 50% dos peptídeos antimicrobianos estudados e 

caracterizados, presentes na literatura, são de invertebrados e predominantemente entre os 

insetos (RUSSEL & DUNN, 1996; LEHRER & GANZ, 1999; BULET et al., 1999; IMLER 

& HOFFMANN, 2000; DIMOPOULOS et al., 2001; NAITZA & LIGOXYGAKIS, 2004).  

As proteases, principalmente as serino proteases, atuam tanto na digestão e na resposta 

de defesa de plantas, quanto na resposta imune dos insetos, assim como na sinalização e 

amplificação de sinal, na ativação de cascatas de coagulação, na indução de peptídeos 

antimicrobianos, na atividade antimicrobiana e na ativação de mecanismos específicos de 

melanização e coagulação (NAKAJIMA et al., 1997; GORMAN et al., 2000 e 2000a; MA & 

KANOST, 2000; GORMAN & PASKEWITZ, 2001). 

As serino proteases de artrópodes que atuam na resposta imune se diferem das 

digestivas em sua estrutura. A principal característica que as difere é uma região amino-

terminal que contêm um domínio funcional adicional, com seis cisteínas conservadas. Este 

domínio possivelmente esteja envolvido na regulação, e, apesar de a sua função não estar 

totalmente elucidada, sabe-se que é ativo em interações proteína-proteína e proteína-matriz 

extracelular. Esse domínio também possui similaridades com defensinas de invertebrados, o 

que evidencia uma possível ação antimicrobiana (JIANG & KANOST, 2000). 

Em trabalhos anteriores, focalizaram estudos nas serino proteases digestivas, com 

atividade tripsina-like, do intestino médio de Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: 

Noctuidae). Nesses trabalhos, encontraram-se tripsinas-like de membrana (XAVIER et al., 
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2005) e solúveis (OLIVEIRA et al., 2005), que foram avaliadas e caracterizadas quanto à 

especificidade de substrato, cinética enzimática e inibição da atividade enzimática. 

Uma das estratégias de controle de pragas é baseada no uso de inibidores de proteases. 

Para isso, é necessário o conhecimento da estrutura do centro ativo das enzimas digestivas 

presentes no intestino do inseto-alvo, bem como as propriedades bioquímico-cinéticas das 

proteases produzidas e a sensibilidade a inibidores (PILON et al., 2006). De posse dessas 

informações, inibidores mais potentes ou que sejam especificamente direcionados contra as 

enzimas insensíveis produzidas pelos insetos podem vir a ser projetados, utilizando-se 

técnicas de análise proteômica (De LEO et al., 2001; VOLPICELLA et al., 2003).  

Como no trabalho anterior foram verificadas três formas de proteases com massas de 

66 kDa, 71 kDa e 91 kDa (OLIVEIRA et al., 2005), neste estudo procuraram-se separar essas 

formas para se ter a possibilidade de, com a obtenção das enzimas purificadas, poder realizar 

estudos de mapeamento do centro ativo dessas enzimas. Esses estudos, em conjunto, visam 

esclarecer o processo envolvido no mecanismo de interação inseto-planta, para propor quais 

tipos de inibidores devem ser induzidos na resposta de defesa da planta, o que evitaria o uso 

de pesticidas. Esse conhecimento será de grande importância no médio prazo, nos programas 

de melhoramento genético de plantas que visem à criação de cultivares resistentes a insetos-

praga. Também poderiam esclarecer que tipo de estrutura um potente inibidor sintético ou de 

origem protéica deve ter para ser eficiente no combate à A. gemmatalis. 

No presente trabalho, desenvolveram-se modelos de purificação que atendessem às 

expectativas quanto à manutenção da atividade enzimática e ao aumento da atividade 

específica durante os passos utilizados no processo. Dessa forma, foi possível separar 

proteases tripsinas-like aniônicas e catiônicas. Na primeira parte do trabalho, as tripsinas-like 

aniônicas solúveis foram purificadas parcialmente, utilizando cromatografia de gel-filtração, 

troca aniônica e afinidade, metodologia diferenciada da empregada no trabalho realizado por 

Oliveira et al. (2005) em que apenas se usou a cromatografia de afinidade em coluna de 

aprotinina-agarose na purificação, não se obtendo a separação de isoformas dessa protease. 

Sabendo que a resistência de insetos a patógenos certamente contribuiu para sua 

proliferação e diversidade e que existem serino proteases envolvidas em repostas imunes e em 

atividade antimicrobiana, também foram testadas o extrato enzimático do intestino médio e as 

proteases parcialmente purificadas, após a cromatografia de afinidade, quanto à existência ou 

não de atividade antimicrobiana contra microrganismos de interesse já testados em vários 

trabalhos citados na literatura. 
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2. METODOLOGIA 

 

 

2.1. Insetos 

 

Larvas de Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) foram cultivadas 

em laboratório, no Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), da 

Universidade Federal de Viçosa, em Viçosa, MG, Brasil, sob temperatura (25 + 5 oC), 

umidade relativa (70 + 10%) e fotoperíodo (14h:10h – L/D) controlados. 

 

2.1.1. Criação da lagarta da soja 

 

A lagarta da soja apresenta ciclo biológico com duração entre três e quatro semanas, e 

seus adultos foram obtidos de pupas colocadas em placas de Petri no interior de gaiola telada 

de 50 cm x 50 cm revestida internamente com folhas de papel-sulfite A4. Após quatro dias, os 

adultos emergiram e foram alimentados com solução nutritiva composta de mel (10,5 g), 

cerveja (350 mL), sacarose (60 g), ácido ascórbico (1,05 g), nipagin (1,05 g) e água (1.050 

mL), embebida em um chumaço de algodão colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de 

Petri. 

As posturas de A. gemmatalis ocorreram após três dias na superfície do papel que 

revestia internamente a gaiola. Essas folhas que revestiam internamente a gaiola foram 

retiradas e cortadas em tiras de 2,5 cm de largura x 10 cm de comprimento, colocadas em 

copos plásticos (500 mL) com um orifício circular na tampa de aproximadamente 2cm, onde 

estava acoplada uma tela de filó. Esses copos foram, então, transferidos para uma câmara 

climatizada a 25 °C, com umidade relativa de 60 ± 10% e fotoperíodo de 14 horas. Após dois 

ou três dias ocorreu a eclosão dos ovos, quando se iniciou a alimentação das larvas de A. 
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gemmatalis com dieta artificial baseada na metodologia de Hoffman-Campo et al. (1985), 

colocando-se um cubo de dieta artificial em cada copo plástico. 

 

2.1.2. Preparo da dieta artificial 

 

A dieta artificial foi composta de feijão (mulatinho), levedo de cerveja, germe de trigo, 

proteína de soja, caseína, ágar e água, ingredientes que foram processados e misturados, nessa 

ordem, com o auxílio de um liquidificador industrial. A mistura era autoclavada por 1h, à 

pressão de 1,5 kgf/cm2 e, em seguida, transferida novamente para o liquidificador, misturada e 

adicionada de ácido ascórbico (6 g), ácido sórbico (3 g), nipagin (metilparabeno) (5 g), formol 

40% (6 mL) e 10 mL de solução vitamínica composta por niacinamida (1 mg), pantoenato de 

cálcio (1 mg), tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), ácido fólico 

(0,25 mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg), água (1 L) até formar uma pasta homogênea, 

que era, então, transferida ainda quente para um ou dois recipientes plásticos com tampa. A 

pasta era resfriada em câmara germicida acondicionada com luz ultravioleta e conservada a ± 

4 oC. 

 

 

2.2. Obtenção do extrato enzimático do intestino médio 

 

Cem larvas de A. gemmatalis de 5º ínstar foram lavadas em água, entorpecidas em 

gelo para imobilização e posterior dissecação. Os intestinos médios foram dissecados na 

presença da solução de 125 mM NaCl a 4 °C, agrupados na proporção de um intestino por 

200 µL de solução de 125 mM NaCl e mantidos a 4 °C, para posterior obtenção do extrato 

bruto. Cinco ciclos de congelamento em N2(líq) alternados com ciclos de descongelamento em 

banho a 37 °C foram utilizados para o rompimento das células do epitélio intestinal, e a 

obtenção do extrato bruto, constituído do extravasamento celular do conteúdo do lúmen 

intestinal. Esse extrato bruto foi submetido a uma ultracentrifugação a 100.834 g por 1h10, a 

4 °C, em ultracentrífuga Sorvall® ultra Pro80 e rotor T880, o sobrenadante obtido com 

aspecto límpido foi filtrado em filtros Millipore® com poros de 0,45 µm de diâmetro. O 

filtrado (27,5 mL), agora denominado “extrato enzimático”, foi alíquotado em frações de 1,5 

mL e mantido a -20 °C, para análise posterior. 
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2.3. Ensaio de estabilidade 

 

A estabilidade da atividade amidásica de proteases tripsina-like do extrato enzimático 

durante a armazenagem a -18 oC foi avaliada em um período de 180 dias. No dia inicial ou 

zero, o extrato enzimático foi aliquotado em frações de 500 µL, sendo em cada teste uma 

alíquota diferente foi descongelada e ensaiada apenas uma única vez, durante todo o período 

analisado. 

 

 

2.4. Testes de purificação 

 

2.4.1. Cromatografia de gel-filtração 

 

A cromatografia de gel-filtração foi realizada em coluna Superose 12 HR10/30 (10 

mm x 30 cm) (Pharmacia®), em sistema de FPLC (Pharmacia®), equilibrada com 0,1 M Tris-

HCl pH 7,5 e 0,1 M NaCl. Um fluxo de 0,5 mL/min foi usado e frações de 1,5 mL, coletadas 

em cada tudo, sendo que antes da coleta, foi adicionado ácido fómico1,5 M (20µL) para 

manter as amostras coletadas em pH 3,0. A amostra aplicada (500 µL de amostra) na coluna 

de gel-filtração foi o extrato enzimático obtido de intestinos, com e sem o conteúdo luminal. 

A atividade enzimática de cada fração coletada nas cromatografias foi monitorada usando-se 

L-BApNA como substrato. Para a calibração da Coluna Superose 12 HR10/30, utilizaram-se 

os seguintes padrões de massa molecular (Sigma-Aldrich®) “Blue Dextran” (2 x 106 Da), β-

amilase (205.000 Da), álcool desidrogenase (150.000 Da), BSA (66.000 Da), ovalbumina 

(45.000 Da), β-quimotripsinogênio (25.000 Da), citocromo C (12.327 Da), aprotinina (6.500 

Da), os quais foram aplicados na coluna; e o tempo de retenção e Kav obtidos para cada 

padrão aplicado, através desses dados, foi possível calcular as faixas de massas moleculares 

das amostras de interesse. 

 

2.4.2. Cromatografia de troca iônica 

 

As amostras após a cromatografia de gel-filtração foram dialisadas, em membranas 

com cut off de 12.000-14.000 Da, 150 vezes contra tampão 5m M Tris-HCl pH 7,5 e 

posteriormente aplicadas (10 mL por corrida) na coluna de troca iônica. A cromatografia de 
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troca iônica foi realizada em coluna Mono-Q HR 5/5 (5 mm x 5 cm) (Pharmacia®), em 

sistema de FPLC (Pharmacia®), equilibrada com 0,1 M Tris-HCl pH 7,5 e eluída com um 

gradiente de NaCl. Um fluxo de 1 mL/min foi usado e frações de 1,5 mL coletadas; antes da 

coleta, em cada tudo foi adicionado ácido fómico1,5 M (20 µL), para manter as amostras 

coletadas em pH 3,0. A atividade enzimática de cada fração foi monitorada usando-se L-

BApNA como substrato. 

 

2.4.3. Cromatografia de Afinidade 

 

As amostras, após a cromatografia de gel-filtração ou troca iônica tiveram o pH 

acertado em 7,5 e foram aplicadas (5 mL) em cromatografia de afinidade. Essa cromatografia 

foi feita em coluna p-aminobenzamidina (“pre-packed”/Sigma®, 2,5 mL “bed volume”), 

equilibrada com 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 e eluída com 10-3 M HCl. Um fluxo de 0,5 mL/min 

foi usado e frações de 1,5 mL, coletadas. A atividade enzimática de cada fração foi 

monitorada, usando-se L-BApNA como substrato. 

 

 

2.5. Atividade enzimática 

 

A atividade amidásica foi realizada de acordo com o método descrito por Erlanger et 

al. (1961), utilizando-se 100 µL de amostra, 400 µL do substrato cromogênico L-BApNA na 

concentração final de 0,5 mM, e tampão 0,1M Tris-HCl, pH 8,2, para o volume final de 1 mL. 

A reação era paralisada com 100 µL de ácido acético 60% (v/v). 

As velocidades iniciais foram determinadas pela formação do produto p-nitroanilida, 

pela sua medida da absorvância a 410 nm em função do tempo, utilizando-se para os cálculos 

o coeficiente de extinção molar de 8800 M-1 x cm-1 para o produto. O experimento foi 

realizado em uma série de três repetições. 
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2.6. Determinação da concentração de proteína 

 

A determinação da concentração de proteína total das amostras foi estimada pelo 

método descrito por Bradford (1976), usando-se solução de 0,2 mg/mL BSA para a obtenção 

de uma curva-padrão de 5 µg a 25 µg de proteína. 

 

 

2.7. Ensaio antimicrobiano 

 

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado em placas com culturas de 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocystogenes (Scoth a) e Enterococcus 

faecalis cultivadas em meio BHI (Difco®). Amostras do extrato enzimático (100 µg) e FII 

parcialmente purificadas (50 µg) foram aplicadas na superfície das placas e, posteriormente, 

incubadas em “overnight” a 37 oC. 

 

 

2.8. SDS-PAGE 

 

A eletroforese foi realizada pelo método descrito por Laemmli (1970). Usando gel de 

poliacrilamida 12,5% na presença de SDS (0,1%), o experimento foi feito com voltagem 

constante de 100 V por 1h20, à temperatura ambiente. O gel foi corado pela coloração da 

prata (BLUM et al., 1987). O padrão de massa molecular utilizado foi adquirido da 

Invitrogen® (“Bench Mark ™ Protein Ladder”). 

 

 

2.9. Análise em Zimograma 

 

O zimograma foi realizado utilizando SDS-PAGE 12,5% contendo 0,1% de gelatina 

co-polimerizada. A eletroforese ocorreu a 50 V a 4 oC, sendo posteriormente o gel incubado 

em 2,5% (v/v) de Triton X-100 por 1h, à temperatura ambiente e sob agitação, para remover o 

SDS. Após a incubação, os géis foram lavados e novamente incubados com tampão 0,1 M 

Tris-HCl, pH 8,0, por 2h, a 37 oC. A atividade foi revelada pela coloração com “Coomassie 

Blue” R-250 (0,25%). 
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Os seguintes inibidores para caracterização das proteases foram utilizados: PMSF (5 

mM), TLCK (1 mM) e benzamidina (1 mM). As amostras passaram por um período de pré-

incubação (10 min) com os modificadores químicos PMSF e TLCK e, posteriormente foram 

aplicadas no gel. No teste com benzamidina, o gel foi incubado por 2h em tampão 0,1 M Tris-

HCl, pH 8,0, adicionado de benzamidina 1 mM por 2h, à 37 oC, sendo a atividade revelada 

como descrito anteriormente. 



 32

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS 

 

 

3.1. Ensaio de estabilidade 

 

A estabilidade da atividade amidásica de proteases tripsina-like do extrato enzimático 

durante a armazenagem a -18 oC foi avaliada em um período de 180 dias, Nesse tempo, 

observou-se que o extrato armazenado por um mês perde 14% de sua atividade. Aos três 

meses de armazenamento, a atividade cai 51,4% e aos seis meses há uma queda de 

aproximadamente 70% na atividade amidásica (Figura 1). 

 

 

3.2. Calibração da coluna de gel-filtração Superose 12 HR 10/30 

 

Através da cromatografia, obteve-se o tempo de retenção, e o Kav para cada padrão 

aplicado foi calculado sabendo-se que Kav = (Ve-Vo) / (Vt-Vo) em que, Ve = volume de 

retenção (do padrão “Blue Dextran”) x fluxo da coluna (0,5 mL/min), Vt = volume total da 

coluna (24 mL) e Vo = Ve do “Blue Dextran” (7,35 mL). Assim obtiveram-se os seguintes 

resultados: “Blue Dextran” (tempo: 14,7 min), β-amilase (tempo: 20,03 min; Kav: 0,16), 

álcool desidrogenase (tempo: 21,07min; Kav: 0,19), BSA (tempo: 22,63 min; Kav: 0,24), 

ovalbumina (tempo: 23,93 min; Kav: 0,27), β-quimotripsinogênio (tempo: 27,67 min; Kav: 

0,39), citocromo C (tempo: 30,60 min; Kav: 0,148), aprotinina (tempo: 36,45 min; Kav: 0,65). 

Após a calibração com os resultados obtidos, calculou-se o Kav das frações 

pertencentes à FI (fração 7 - Kav: 0,23, fração 8 - Kav: 0,26 e fração 9 - Kav: 0,28) e das 

pertencentes à FII (fração 10 - Kav: 0,39 e fração 11 - Kav: 0,44); com esses dados, foi possível 

determinar as faixas de massa molecular aparente das amostras de interesse utilizando a 

equação da reta obtida na regressão linear do log da massa molecular dos padrões x Kav dos 
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padrões (Figura 2), as frações de FI estão na faixa de massa molecular entre 60 e 80 kDa e as 

frações de FII, na faixa entre 20 e 30kDa. 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Estabilidade da atividade amidásica de enzimas tripsinas-like presentes no extrato 

enzimático durante o armazenamento. A atividade amidásica das enzimas tripsinas-like do 

extrato enzimático, armazenado a –18 oC, foi mensurada durante seis meses, sendo todo o 

ensaio realizado em triplicatas. 
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Figura 2 - Curva para calibração da coluna Superose 12 HR 10/30. Padrões utilizados: β-amilase (Kav: 

0,16), álcool desidrogenase (Kav: 0,19), BSA (Kav: 0,24), ovalbumina (Kav: 0,27), β-

quimotripsinogênio (Kav: 0,39), citocromo C (Kav: 0,148) e aprotinina (Kav: 0,65). Os 

pontos são experimentais, e a reta foi obtida através de pontos teóricos. 
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3.3. Testes de purificação 

 

3.3.1. Gel-filtração e diálise 

 

Os perfis cromatográficos do extrato enzimático obtido de intestino médio com e sem 

conteúdo, após a cromatografia de gel-filtração, não indicaram diferenças entre eles. Após a 

cromatografia de gel-filtração, verificaram-se duas frações com atividade amidásica (Figura 

3), que foram agrupadas separadamente e chamadas de FI (frações 7, 8 e 9) e FII (frações10 e 

11). As amostras de interesse (FI e FII) passaram por uma diálise, e nessa etapa a amostra FI 

perdeu 30% de sua atividade e a amostra FII, perdeu 68%. 

 

3.3.2. Purificação de FI 

 

3.3.2.1. Gel-filtração, afinidade e troca iônica 

 

A fração FI obtida na cromatografia de gel-filtração, sem passar por diálise, foi 

aplicada diretamente na coluna de afinidade p-aminobenzamidina-agarose. A coluna 

escolhida possuía um ligante a p-aminobenzamidina, um potente inibidor competitivo de 

tripsina-like, o qual ocupa o sítio S1 do centro ativo da enzima (MARES-GUIA et al., 1981). 

O perfil cromatográfico de FI, após a afinidade, apresentou um único pico com atividade 

amidásica (Figura 4A). Em seguida, essas frações oriundas de FI com atividade amidásica 

foram agrupadas e aplicadas em coluna de troca iônica (troca aniônica). Neste terceiro passo 

de purificação, obtiveram-se três picos eluídos com atividade (FI-A, FI-B e FI-C) e um pico 

com menor atividade, que não se ligou na coluna FI D (Figura 5). Após essa etapa, a fração FI 

teve queda em sua atividade amidásica, não sendo mais possível acompanhar os passos 

seguintes de sua purificação através da atividade. 

 

3.3.3. Purificação de FII 

 

3.3.3.1. Gel filtração e Afinidade 

 

A fração FII obtida na gel-filtração foi aplicada diretamente na coluna de afinidade p-

aminobenzamidina-agarose sem ser dialisada (Figura 4B). As frações obtidas com atividade 
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amidásica, após a afinidade, foram agrupadas e apresentaram atividade específica de 5,6 

µM.s-1.µg-1, fator de purificação de 52,7 vezes e 9% de rendimento (Quadro 1). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 3 - Cromatografia de gel filtração. Cromatografia de gel-filtração em coluna Superose 12. A 

coluna foi equilibrada com 0,1 M Tris-HCl 0,15 M NaCl, pH 7,5. Aplicaram-se 500 µL de 

extrato enzimático solúvel do intestino médio de A. gemmatalis, e frações de 1,5 mL foram 

coletadas em um fluxo de 0,5 mL/min. A atividade enzimática (•____•) foi acompanhada 

utilizando como substrato L-BApNA e proteína a 280 nm (...........). 
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Figura 4 - Cromatografia de afinidade de FI (A) e FII (B). A cromatografia de afinidade foi feita em 

coluna p-aminobenzamidina agarose equilibrada com 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 e eluída com 

10-3 M HCl. Coletaram-se frações de 1,5 mL em um fluxo de 0,5 mL/min e a Atividade 

enzimática (•____•) foi acompanhada utilizando-se como substrato L- BApNA e proteína a 

280 nm (..........). 
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Figura 5 - Cromatografia de troca iônica. Cromatografia de troca iônica em coluna Mono Q da amostra 

FI, observando-se três picos principais com atividade amidásica (A, B, C). A coluna foi 

equilibrada com tampão 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 e as amostras, eluídas com um gradiente de 

0 a 1,0 M de NaCl (_____) no mesmo tampão. Foram coletadas frações de 1,5 mL em um 

fluxo de 1,0 mL/min. A atividade enzimática (•____•) foi acompanhada utilizando-se como 

substrato L- BApNA e proteína a 280 nm (...........). 
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Quadro 1 - Purificação parcial de tripsinas-like provenientes de FI e FII 

 

 Proteína total 
(mg) 

Atividade total 
(nM.s-1) 

Atividade específica 
(nM.s-1. mg-1) 

Fator de 
purificação 

Rendimento
(%) 

Ultracentrifugação 
42,1 4510,0 107,1 1 100 

Gel filtração                 FI 

                                      FII 

3,7 

1,3 

2277,5 

2231,6 

615,5 

1716,6 

6,0 

16,0 

50,5 

49,5 

Afinidade                     FI 

                                      FII 

1,1 

0,072 

1718,8 

406,8 

1562,5 

5650,0 

14,6 

52,7 

38,1 

9,0 

Troca Iônica                FI-A 

                                      FI-B 

                                      FI-C 

_ 

_ 

_ 

75,6 

92,3 

73,5 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

_ 

1,7 

2,0 

1,6 
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3.4. SDS-PAGE e zimograma 

 

As proteases parcialmente purificadas a partir de FI-A, FI-B e FI-C apresentaram 

bandas com massas moleculares de 17,1 kDa a 65,4 kDa, e as proteases purificadas a 

partir de FII exibiram duas bandas de 33,5 kDa e 31,3 kDa em análise por SDS-PAGE 

(Figura 6). As análises em SDS-PAGE co-polimerizado com gelatina e com os inibidores 

PMSF (inibidor irreversível de serino proteases), TLCK (inibidor irreversível de tripsina) 

e benzamidina (inibidor competitivo de tripsina) não apresentaram nenhuma banda 

negativa evidenciada pela coloração, confirmando que as proteases parcialmente 

purificadas FI e FII são serino proteases tripsina-like (Figura 7). 

 

 

3.5. Ensaio de atividade antimicrobiana 

 

A caracterização quanto à existência de atividade antimicrobiana no extrato 

enzimático e de proteases FII parcialmente purificadas por afinidade de A. gemmatalis foi 

realizada com culturas bacterianas crescidas em placas com meio BHI. O resultado 

positivo foi evidenciado pela formação de um halo claro em volta da amostra testada; 

esse halo indica que o crescimento das culturas foi inibido na presença da amostra 

testada. Um controle foi feito com tampão utilizado na afinidade e com a dieta artificial, 

em que se obteve resultado negativo. Utilizando as bactérias gram +, S. aureus, e gram -, 

E. coli, os resultados foram negativos – não houve formação de halo, enquanto na 

avaliação com L. monocystogenes (gram +) e E. faecalis (gram +) o resultado foi 

positivo, houve formação de halo (Quadro 2). 
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Figura 6 - SDS-PAGE 12,5% das proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis. Linha 1 – 

proteases parcialmente purificada de FII. Linha 2 – amostra FI-A da troca iônica. Linha 

3 – amostra FI-B da troca iônica. Linha 4 – amostra FI-C da troca iônica. 
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Figura 7 - Zimograma das proteases parcialmente purificadas de A. gemmatalis. Linha 1 – 

controle positivo, 1 µg de Tripsina bovina comercial. Linha 2 – 1 µg de amostra FI 

testada com 1 mM TLCK. Linha 3 – 1 µg de amostra FI. Linha 4 – 1 µg de amostra 

FI testada com 5 mM PMSF. Linha 5 – 1 µg de amostra FII testada com 1 mM 

TLCK. Linha 6 – 1 µg de amostra FII testada com 5 mM PMSF. Linha 7 – 1 µg de 

amostra FII. Linha 8 – 1 µg de amostra FI testada com 1 mM benzamidina. Linha 9 – 

1 µg de amostra FII testada com 1 mM benzamidina. A amostra FI-b foi utilizada 

como representativa de FI no zimograma. 

1 4 5 6 732 8 9
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Quadro 2 - Ensaio antimicrobiano 

 

Microrganismo 
Atividade antimicrobiana 

 Extrato enzimático                FII 

Staphylococcus aureus _ _ 

Escherichia coli _ _ 

Listeria monocystogenes (Scoth a) + _ 

Enterococcus faecalis + _ 

 

O ensaio foi feito utilizando culturas bacterianas crescidas em meio BHI, 100 µg do extrato 

enzimático e 50 µg de amostra FII após a cromatografia de afinidade. (+) presença de halo de 

inibição de crescimento e (-) ausência de halo. 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

4.1. Ensaio de estabilidade 

 

O ensaio de estabilidade do extrato durante o armazenamento permitiu que se 

trabalhasse na faixa de tempo com maior atividade do extrato, entre o 1o e o 2o mês. A 

queda na atividade percebida ao longo do tempo de armazenamento pode ser devida à 

ação de diferentes enzimas proteolíticas existentes no extrato ou à ocorrência de autólise 

no extrato enzimático. 

O fenômeno de autólise, autodegradação, é comum e descrito na literatura para 

várias enzimas tripsina-like de vertebrados e invertebrados. (VARALLYAY et al., 1998; 

LI et al., 1998; LOPES et al., 2006). É bem documentado que as tripsinas de mamíferos 

perdem a atividades devido à proteólise autocatalítca, que na ausência de Ca2+ a 

degradação autocatalítica é rápida, o cálcio em concentrações milimolares protege a 

enzima contra autólise (LI et al., 1988; VARALLYAI et al., 1998; PASTERNAK et al., 

1999; SAHIN-TÓTH, 2000). 

O maior sítio catalítico da tripsina, de acordo com a literatura, está presente no 

loop interdomínio que contém Arg 117 – Val 118; a clivagem dessa ligação peptídica 

leva à inativação da protease, dado esse particularmente interessante se analisado com a 

descoberta de que a mutação em Arg 117 para His em tripsina catiônica humana está 

associada com a pancreatite hereditária. Essa mutação abole claramente o maior sítio 

catalítico da tripsina, sendo possível especular que a autólise tem papel fisiológico crucial 

no pâncreas, podendo funcionar como um mecanismo seguro para eliminar a ativação 
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prematura de tripsinas no pâncreas (GRÁF & SZILÁGYI, 2003). A autólise de tripsinas 

de inseto difere tipicamente do que ocorre com as tripsinas de mamíferos. A estabilização 

das tripsinas de mamíferos depende de que o cálcio se ligue ao motivo de ligação em sua 

estrutura, e esse motivo não está presente nas seqüências das tripsinas de insetos. Os 

sítios autocatalíticos em tripsinas de mamíferos (Lys 61-Ser 62, Arg 117-Val 118 e Lys 

145-Ser 146) não estão conservados nas tripsinas de insetos que podem possuir outros 

sítios de clivagem autocatalíticos; além disso, a autólise é menos freqüente em alguns 

insetos como Perilaneta americana e Tenebrio molitor (VARALLYAY et al., 1998; 

LOPES et al., 2006). 

 

 

4.2. Purificação 

 

A cromatografia de gel-filtração não se mostrou eficiente na separação das 

enzimas, mas possibilitou a separação dessas proteases das demais proteínas do extrato, 

mantendo ainda atividade amidásica. Na comparação entre os perfis cromatográficos de 

amostras obtidas de intestinos com e sem seu conteúdo, não se observaram diferenças. 

Portanto, os perfis são semelhantes e coincidentes. Assim, as amostras obtidas com o seu 

conteúdo intestinal foram utilizadas em todos os ensaios. Nesse passo de purificação, 

cromatografia de gel-filtração, separaram-se duas frações (FI e FII), que apresentaram 

atividade amidásica dentre as demais. 

Com os resultados da calibração da coluna Superose 12 HR 10/30, foi possível 

calcular o Kav das frações pertencentes à FI (frações 7, 8 e 9) e a FII (10 e 11), e, através 

da equação da reta obtida pela curva-padrão, observou-se que a faixa massa molecular 

das frações de FI estava entre 60 a 80 kDa e das frações de FII, na faixa entre 20 e 30 

kDa. Tais valores estão de acordo com o relatado na literatura para valores de massa 

molecular de tripsinas de inseto. Após gel-filtração, as frações de interesse foram 

dialisadas para seguirem para a coluna de troca iônica. 

Durante o processo de diálise, a fração FI perdeu 30% de sua atividade e a FII, 

68%, o que indica a ocorrência de degradação do material possivelmente por autólise. 
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Essa queda de atividade foi ponto decisivo da não-opção pelo processo da técnica de 

diálise para a preparação das amostras nos testes seguintes. 

As frações FI e FII obtidas na gel-filtração foram aplicadas em cromatografia de 

afinidade em coluna de p-aminobenzamidina agarose. A benzamidina é uma amidina 

aromática e inibidor sintético competitivo de tripsina apresentando Ki de 1,0 mM 

(MARES-GUIA et al., 1981). Quando presente no meio de reação em baixas 

concentrações, posiciona-se no sítio de especificidade, sítio S1 (SCHECHTER & 

BERGER, 1967), da tripsina onde é estabilizada por interações hidrofóbicas no bolso 

hidrofóbico e por interação eletrostática entre seu grupamento amidina e um resíduo 

carboxila pertencente a um ácido aspártico presente na porção do fundo do bolso do sítio 

S1. (MARES-GUIA & SHAW, 1965, MARES-GUIA et al., 1981, OLIVEIRA et al., 

1993). Xavier et al. (2005) e Oliveira et al. (2005) verificaram que as serino proteases 

tripsinas-like de A. gemmatalis tiveram acentuada redução na atividade enzimática 

quando ensaiadas com esse inibidor. A coluna de p-aminobenzamidina agarose é 

específica para a purificação ou remoção de tripsinas, enquanto a coluna aprotinina 

agarose é utilizada para purificação de serino proteases. A aprotinina, também conhecida 

como BPTI, é um peptídeo natural encontrado no pâncreas bovino, possui massa 

molecular de 6.500 Da e é conhecida por inibir proteases tripsinas-like (GEIGER & 

FRITZ, 1981). Ainda, é um inibidor protéico que ocupa todos os subsítios da região do 

centro ativo de serino proteases, devendo um melhor ajuste na formação do complexo 

enzima-aprotinina deve ocorrer naturalmente. Com todos os sítios de interação 

preenchidos, torna-se mais difícil observar efeitos interativos entre a enzima e o ligante, 

ou seja, é permitido observar no caso de inibidores sintéticos, como a benzamidina, que, 

por serem pequenos, não ocupam todos os sítios disponíveis da enzima para interação 

com peptídeos naturais grandes, como a aprotinina, o que proporciona perceber 

diferenças de afinidade com o ligante (OLIVEIRA et al., 1993). 

Com base nesses dados, utilizou-se para a cromatografia de afinidade a coluna de 

p-aminobenzamidina agarose em vez da coluna de aprotinina agarose empregada na 

purificação de tripsinas-like de A. gemmatalis por Oliveira et al. (2005), bem como foram 

separadas duas frações no lugar de uma somente, podendo caracterizar isoformas 

tripsina-like. 
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A cromatografia de afinidade em coluna de p-aminobenzamidina agarose da 

amostra FI possibilitou a separação das proteases da amostra de outras proteínas 

presentes no extrato, mas não a separação entre as proteases de interesse. FI após 

afinidade (Figura 4A) foi aplicada na cromatografia de troca iônica. No perfil da troca 

iônica, obtiveram-se três picos eluídos (FI-A, FI-B e FI-C) com atividade amidásica e um 

que não se ligou à coluna aniônica (FI-D) (Figura 5). Esses dados apontam a existência 

de proteases tripsina-like com diferentes cargas líquidas e as proteases eluídas seriam 

aniônicas, pois se ligaram à coluna Mono-Q (de troca aniônica) e o pico que não se ligou 

à resina com atividade amidásica provavelmente constituído de proteases na forma 

catiônica nas condições experimentais. 

Nesse trabalho, estudaram-se apenas as formas enzimáticas de FI que se ligaram à 

coluna de troca iônica Mono-Q, proteases com carga líquida aniônica. As frações FI-A, 

FI-B e FI-C tiveram queda na atividade amidásica após a troca iônica, e a concentração 

de proteína não foi detectada pelo método utilizado, não sendo possível, dessa forma, 

montar uma tabela de purificação (Quadro 3). 

Na literatura existem vários dados sobre DNA ou seqüências de cDNA de 

tripsinas expressas no intestino médio (SASAKI et al., 1993; ZHU et al., 2000; 

MAZUMBAR-LEIGHTON et al., 2000; HEGEDUS et al., 2003). As proteases tripsinas-

like purificadas com atividade são encontradas em várias isoformas, parte das tripsinas-

like de insetos descritas foi purificada utilizando-se no processo cromatografias de troca 

aniônica (WARD, 1975; AHMAD et al., 1980; JONGSMA et al., 1996; LAM et al., 

2000; LOPES & TERRA, 2003; TELANG et al., 2005) e troca catiônica (LEMOS & 

TERRA, 1992; LAM et al., 2000). Nesses trabalhos, são relatadas isoformas aniônicas e 

catiônicas, sendo que a grande maioria das isoformas é aniônica, o que corrobora com os 

resultados deste trabalho para as tripsinas do intestino médio de A. gemmatalis, onde 

também existem tripsinas aniônicas (FI-A, FI-B e FI-C) e catiônicas (FI-D). 

No FII, o processo de purificação mostrou-se mais eficiente quando comparado 

com FI, pois foram obtidas apenas duas proteínas detectadas em SDS-PAGE (Figura 6, 

linha 1), que mantiveram a atividade. Os dados de rendimento (66,7%) e fator de 

purificação (107 vezes) de tripsinas-like solúveis purificadas de A. gemmatalis por 

Oliveira et al. (2005) diferem dos obtidos neste trabalho (Quadro 3). Oliveira et al. (2005) 
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caracterizaram um pool de tripsinas-like solúveis, podendo ser uma mistura de formas 

aniônicas e catiônicas, uma vez que o centro ativo da enzima é conservado. Nesta 

pesquisa duas frações, FI e FII, foram separadas e apenas caracterizadas tripsinas-like 

obtidas a partir de FII. Além disso, nos passos de purificação foram utilizadas etapas 

adicionais, o que favorece a autólise e a conseqüente queda de atividade dessas tripsinas, 

possivelmente acarretando o baixo rendimento encontrado (9%) e o menor fator de 

purificação (52,7 vezes) em comparação com o descrito por Oliveira et al. (2005). 

A significância da existência de múltiplas tripsinas em invertebrados e 

vertebrados ainda não é bem compreendida, entretanto, como a expressão das tripsinas 

varia em resposta à presença ou ausência de inibidores na dieta, evidencia que a 

existência de múltiplos genes que codificam essas proteases se relaciona com a resposta à 

diversidade de inibidores presentes nas plantas (DÍAS-MENDOZA et al., 2005). Larvas 

de Helicoverpa zea expressam dois diferentes tipos de tripsinas, dependendo da dieta 

com ou sem inibidor, as quais diferem entre si em alguns resíduos que podem estar 

envolvidos na interação com inibidor (VOLPICELLA et al., 2003). Esses resíduos 

determinam as tripsinas sensíveis e insensíveis aos inibidores, sendo que essas mudanças 

na seqüência primária dessas proteases ocorreram durante a co-evolução de milhões de 

anos entre as tripsinas e os inibidores de plantas (LOPES et al., 2004). Essa convivência 

contribuiu para o sucesso evolutivo da classe, propiciando que os insetos desenvolvessem 

mecanismos de adaptação aos inibidores de proteases. 

 

 

4.3. SDS-PAGE e Zimograma 

 

As amostras parcialmente purificadas obtidas de FI, com atividade amidásica, 

mostraram em SDS-PAGE bandas com massas moleculares para FI-A de 31,3 kDa, 33,5 

kDa, 63,3 kDa e 65,4 kDa; para FI-B bandas de 17,1 kDa a 65,4 kDa; e para FI-C bandas 

de 17,1 kDa, 31,3 kDa, 33,5 kDa e 41,8 kDa (Figura 6). A proteína encontrada com 

massa molecular de 17,1 kDa é, provavelmente, produto de autólise e as de massas de 

63,3 kDa e 65,4 kDa produtos de agregação. A fração purificada a partir de FII mostrou 

apenas duas bandas de 33,5 kDa e 31,3 kDa (Figura 7), todas as três frações de FI 
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possuindo essas duas bandas mais evidentes. Em outra análise em SDS-PAGE 12,5%, a 

amostra purificada FII, após três meses de armazenamento, apresentou uma única banda 

de 65,4 kDa, reforçando a hipótese de ocorrência de processos de agregação nas amostras 

deste trabalho. Os valores de massa encontrados no SDS-PAGE estão de acordo com o 

visualizado na calibração da coluna de gel-filtração, onde frações pertencentes à FI estão 

na faixa de massa molecular entre 60 e 80 kDa, e as frações de FII estão na faixa entre 20 

e 30 kDa. Tripsinas isoladas do intestino médio de vários insetos exibem tipicamente 

massa molecular entre 20 e 30 kDa para seus monômeros (TERRA & FERREIRA, 

1994). Entretanto, tripsinas com maior massa molecular também são encontradas, como o 

apresentado por Wagner et al. (2002) em estudos com proteases tripsina-like de 

Melolontha melolontha com massas moleculares de 56 e 63 kDa e por Amad et al. (1980) 

em estudos com tripsinas com massa de 53 kDa de Spodoptera litura. Tripsinas com 

menor massa molecular também são relatadas na literatura, como o encontrado para uma 

tripsina do epitélio de Bombix Mori, 13 kDa, por Eguchi e Kuriyama (1985). Em adição, 

tripsinas de H. virescens podem formar oligômeros, e nesses insetos tratados com dieta 

com inibidores de proteases esses oligômeros se apresentam mais estáveis (BRITO et al., 

2001), e os oligômeros ligam-se mais finamente ao substrato fluorogênico Z-FR-MCA 

(carbobenzoxy-Phe-Arg-7-amino-4-methyl coumarin) do que os monômeros encontrados 

em insetos mantidos com dieta sem inibidores, o que indica que a formação de 

oligômeros é uma estratégia de adaptação a inibidores de protease, através de mudanças 

em suas propriedades físico-químicas (LOPES et al., 2004). Quando se analisam as 

amostras FI-A, FI-B e FI-C e FII com os inibidores PMSF (inibidor irreversível de serino 

proteases – FAHRNEY & GOLD, 1963; GOLD & FAHRNEY, 1964), TLCK (inibidor 

irreversível de tripsina – SHAW et al., 1965) e benzamidina (inibidor competitivo de 

tripsina – MARES-GUIA et al., 1981), em SDS-PAGE co-polimerizado com gelatina, 

confirma-se que as proteases parcialmente purificadas, tanto FI quanto FII, são serino 

proteases tripsina-like (Figura 6), como visto por Oliveira et al. (2005), com as proteases 

solúveis parcialmente purificadas de A. gemmatalis. 
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4.4. Ensaio de atividade antimicrobiana 

 

Várias espécies de insetos estão sendo alvo de estudos e bioprospecção de novos 

agentes antimicrobianos, como proteases e peptídeos, além de serem utilizadas em testes 

de patogenicidade (DIMARQ & HUNNEYBALL, 2003; KAVANAGH et al., 2004; 

GARCÍA-LARA et al., 2005). Moléculas derivadas de insetos com atividade 

antimicrobiana possuem grande potencial no tratamento de doenças humanas, enquanto 

várias serino proteases e proteínas estruturalmente relacionadas, de mamíferos e de 

artrópodes, descritas na literatura, possuem atividade antimicrobiana sobre S. aureus, E. 

coli, E. faecalis, Salmonela typhimurium e L. monocystogenes, dentre outros (GABAY et 

al., 1988; KAWABATA et al., 1996; NAKAJIMA et al., 1997; TSUJI et al., 1998; 

AGUILAR et al., 2005). Analisando esses dados da literatura e com a disponibilidade de 

alguns desses microrganismos em serem testados com as serino proteases de A. 

gemmatalis; os microrganismos patogênicos a humanos S. aureus, E. coli, L. 

monocystogenes e E. faecalis foram escolhidos inicialmente para a realização do nosso 

ensaio. 

Nos testes com S. aureus e E. coli, não se obteve resultado positivo (formação de 

halo) com as amostras testadas, entretanto esse resultado não define as amostras como 

não detentoras de atividade contra esses microrganismos, pois outras concentrações e 

diferentes meios devem ser testados para se concluir. Resultados negativos com S. aureus 

e E. coli também foram encontrados em testes de atividade antimicrobiana de uma 

proteína homóloga de serino protease de Limulus (KAWABATA et al., 1996) e de uma 

serino protease de Sarcophaga peregrina (NAKAJIMA et al., 1997; TSUJI et al., 1998) 

em que nas concentrações testadas essas bactérias se mostraram resistentes às amostras-

teste. 

No ensaio com L. monocystogenes e com E. faecalis, encontraram-se resultados 

positivos para o extrato enzimático apenas. L. monocystogenes é encontrado na água, solo 

e alimentos, sendo responsável pela listeriose, um grupo de desordens como septicemia, 

infecções cervicais e intra-uterinas na mulher grávida (resultando em aborto). L. 

monocystogenes é conhecido por desenvolver mecanismos de resistência a certos 

antimicrobianos (NAGHMOUCHI et al., 2006). E. faecalis, é habitante natural do trato 
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intestinal humano e genital feminino, sendo uma bactéria oportunista e problemática em 

infecções hospitalares; possui resistência a muitos antimicrobianos e grande capacidade 

de desenvolver resistência devido a suas características genéticas (PAULSEN et al., 

2003). Dessa forma, podemos perceber que esses resultados positivos colocam A. 

gemmatalis como possível alvo para bioprospecção de antimicrobianos. Contudo, novos 

ensaios serão realizados para se encontrar qual a concentração mínima ideal de inibição, 

qual o componente ou o conjunto de componentes presentes no extrato enzimático que 

inibem o crescimento dessas bactérias ou se a ação antimicrobiana encontrada é resultado 

da própria microbiota residente do trato intestinal médio da larva no 5° ínstar. Os ensaios 

com amostras parcialmente purificadas não apresentaram resultados positivos, o que 

evidencia que as serino proteases purificadas não possuem atividade antimicrobiana. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 

A lagarta da soja é uma praga desfolhadora problemática para cultivares de soja, 

tendo seu estudo importância econômica como interesse científico. O intestino e 

particularmente o intestino médio dos insetos são reconhecidos como um ponto potencial 

de ataque no controle de populações de insetos e, ou, controle na transmissão de doenças. 

O estudo da fisiologia e bioquímica dos insetos é um pré-requisito para o 

desenvolvimento de métodos de controle que possam atuar via intestino (TERRA et al., 

1996; FRANCO et al., 1999). 

Neste trabalho, metodologias foram propostas para a purificação de enzimas 

tripsina-like do intestino médio de A. gemmatalis. Os perfis encontrados durante os 

processos de purificação indicaram a existência de isoformas com carga líquida 

diferentes. As proteases isoladas foram caracterizadas como tripsinas-like em ensaio 

utilizando inibidores específicos de serino proteases: PMSF, benzamidina e TLCK, duas 

frações aniônicas (FI e FII), foram isoladas durante o processo de purificação. A fração 

FI, parcialmente purificada, mostrou em SDS-PAGE bandas com massas moleculares de 

17,1 kDa a 65,4 kDa; a massa molecular de 17,1 kDa provavelmente seja produto de 

hidrólise e a massa molecular de 65,4 kDa produto de agregação; a fração FII exibiu duas 

bandas de 33,5 kDa e 31,3 kDa. No momento, as diferentes tripsinas aniônicas 

encontradas neste trabalho estão sendo estudadas e caracterizadas. 

Em ensaios antimicrobianos com o extrato enzimático e FII parcialmente 

purificada, após a cromatografia de afinidade observou-se apenas a existência de 

atividade antimicrobiana no extrato enzimático do intestino médio contra as bactérias 

gram +, E. faecalis e L. monocystogenes (scoth a), resultado que encoraja futuros estudos 
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visando isolar os componentes presentes no extrato com atividade antimicrobiana e 

determinar suas estruturas e o modo de ação. 
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PARTE II 

 

 

Purificação e Caracterização de Proteases Tripsina-like Catiônicas Obtidas 

do Intestino Médio de Anticarsia gemmatalis, Lagarta da Soja 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Os insetos são uma das causas mais importantes da ocorrência de estresses 

bióticos na agricultura. Estima-se que as perdas provocadas por pragas e doenças na 

agricultura mundial atinjam 37% da produção, dos quais cerca de 13% seja devido aos 

insetos (GATEHOUSE et al., 1992). 

Os insetos não apenas provocam perdas na produtividade diretamente devido ao 

ataque herbívoro, mas também indiretamente por atuarem como vetores de vários 

patógenos de plantas (HILDER & BOULTER, 1999). 

A organização do processo digestivo dos insetos depende da 

compartimentalização das enzimas digestivas e do fluxo intestinal, que são responsáveis 

pela translocação das enzimas e produtos da digestão. As proteases digestivas catalisam a 

produção de peptídeos e aminoácidos de uma dieta protéica e são encontradas na região 

do intestino médio do trato digestivo dos insetos (TERRA et al., 1996a). 

O intestino médio de Lepidoptera é alvo de vários estudos relacionados ao 

processo de digestão, mecanismo secretor de enzimas, caracterização de proteases 

digestivas, absorção e movimento de íons, pois várias espécies dessa ordem são insetos 

de grande interesse econômico, pois atacam variedades comerciais, como cereais, 

algodão, leguminosas, dentre outros (SANTOS et al., 1986; TERRA et al., 1996, 1996a; 

LEHANE et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2005 e XAVIER et al., 2005). No caso da soja, 

entre os insetos que trazem conseqüências econômicas mais significativas destaca-se 

Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como lagarta da soja 

(SILVA et al., 2002).As serino proteases, particularmente tripsina e quimotripsina, são as 
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principais proteases digestivas encontradas na maioria dos insetos, com exceção de 

alguns Hemiptera (HOUSEMAN et al., 1985; COLEBATCH et al., 2001) e espécies de 

Coleoptera (TERRA & FERREIRA, 1994; GIRARD et al., 1998; OPPERT et al., 2003), 

nos quais cisteína proteases e aspartil proteases são predominantes. As serino proteases 

participam de grande diversidade de processos fisiológicos que incluem, além da 

digestão, ativação de proteínas específicas, como nas cascatas de coagulação no sistema 

imune de insetos (GORMAN et al., 2000 e 2000a; LEVY et al., 2004). 

Tripsinas são caracterizadas pela tríade catalítica His 57, Asp 102, e Ser 195 

(numeração da quimotripsina bovina), e cliva ligações peptídicas do lado carboxila de L-

aminoácidos básicos, com preferência por Arg de 2 a 10 vezes a Lys (CRAIK et al., 

1987; OLIVEIRA et al., 1993). A atividade digestiva de enzimas tripsina-like é 

encontrada na maioria das espécies de insetos estudados, e sua especificidade mostra-se 

similar às tripsinas de vertebrados (TERRA & FERREIRA, 1994; TERRA et al., 1996). 

Similaridades entre as tripsinas de insetos e a tripsina bovina aparentemente estão 

relacionadas com o mecanismo catalítico e inibição por inibidores típicos de tripsina. 

Entretanto, comparação entre tripsinas de pâncreas bovino e tripsina de insetos tem 

mostrado diferença nos valores de pH ótimo, massa molecular (PURCELL et al., 1992) e 

em sua sensibilidade a inibidores de proteases de plantas (CHRISTELLER & SHAW, 

1989). 

Enzimas tripsina-like do intestino médio têm sido encontradas, estudadas e 

caracterizadas em várias espécies de Lepidoptera (AHMAD et al., 1980; JOHNSTON et 

al., 1991; LEE & ANSTEE, 1995, VALAITIS, 1995; NOVILLO et al., 1999; XAVIER et 

al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005). 

A especificidade primária das tripsinas de todos os insetos é semelhante. Com 

exceção de Lepidoptera, essas enzimas hidrolisam mais eficientemente substratos que 

contenham Arg do que Lys na posição P1 (LOPES et al., 2004 e 2006). Tripsinas de 

Lepidoptera possuem maior especificidade para substratos que contenham Lys do que 

para aqueles que contenham Arg. Os inibidores de proteases produzidos pelas plantas 

apresentam uma região chamada de sítio reativo, o que interage com a sua enzima-alvo. 

A ligação do sítio reativo ocorre no sítio ativo da enzima. O alinhamento das seqüências 
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de vários inibidores de proteases de plantas indicou que os sítios reativos da maioria 

desses inibidores possuem um resíduo de Lys na posição P1 (LOPES et al., 2004). 

Uma das estratégias de controle de pragas é baseada no uso de inibidores de 

proteases. Para isso, é necessário o conhecimento da estrutura do centro ativo das 

enzimas digestivas presentes no intestino do inseto-alvo, bem como as propriedades 

bioquímico-cinéticas das proteases produzidas e sensibilidade a inibidores (OLIVEIRA et 

al., 2005, PILON et al., 2006). De posse dessas informações, inibidores mais potentes ou 

que sejam especificamente direcionados contra as enzimas insensíveis produzidas pelos 

insetos podem vir a ser projetados utilizando-se técnicas de análise proteômica (De LEO 

et al., 2001; VOLPICELLA et al., 2003). 

No intuito de analisar as proteases de insetos e suas interações com inibidores, 

identificaram-se proteases de Anticarsia gemmatalis, que estão envolvidas no processo de 

interação planta-inseto (XAVIER et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005, PILON et al., 

2006). Nesta parte do trabalho, descreveram-se e compararam-se propriedades 

bioquímicas de proteases tripsina-like catiônicas isoladas do intestino médio de A. 

gemmatalis, a lagarta da soja. 
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2. METODOLOGIA 

 

 

2.1. Insetos 

 

Larvas de Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) foram 

cultivadas em laboratório, no Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária 

(BIOAGRO), da Universidade Federal de Viçosa, em Viçosa, MG, Brasil, sob 

temperatura (25 + 5 oC), umidade relativa (70 + 10%) e fotoperíodo (14h:10h – L/D) 

controlados. 

 

2.1.1. Criação da lagarta da soja 

 

A lagarta da soja apresenta ciclo biológico com duração entre três e quatro 

semanas, e seus adultos foram obtidos de pupas colocadas em placas de Petri no interior 

de gaiola telada de 50 cm x 50 cm revestida internamente com folhas de papel-sulfite A4. 

Após quatro dias, os adultos emergiram e foram alimentados com solução nutritiva 

composta de mel (10,5 g), cerveja (350 mL), sacarose (60 g), ácido ascórbico (1,05 g), 

nipagin (1,05 g) e água (1.050 mL), embebida em um chumaço de algodão colocado no 

fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri. 

As posturas de A. gemmatalis ocorreram após três dias na superfície do papel 

que revestia internamente a gaiola. Essas folhas que revestiam internamente a gaiola 

foram retiradas e cortadas em tiras de 2,5 cm de largura x 10 cm de comprimento, 

colocadas em copos plásticos (500 mL) com um orifício circular na tampa de 

aproximadamente 2cm, onde estava acoplada uma tela de filó. Esses copos foram, então, 
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transferidos para uma câmara climatizada a 25 °C, com umidade relativa de 60 ± 10% e 

fotoperíodo de 14 horas. Após dois ou três dias ocorreu a eclosão dos ovos, quando se 

iniciou a alimentação das larvas de A. gemmatalis com dieta artificial baseada na 

metodologia de Hoffman-Campo et al. (1985), colocando-se um cubo de dieta artificial 

em cada copo plástico. 

 

2.1.2. Preparo da dieta artificial 

 

A dieta artificial foi composta de feijão (mulatinho), levedo de cerveja, germe de 

trigo, proteína de soja, caseína, ágar e água, ingredientes que foram processados e 

misturados, nessa ordem, com o auxílio de um liquidificador industrial. A mistura era 

autoclavada por 1h, à pressão de 1,5 kgf/cm2 e, em seguida, transferida novamente para o 

liquidificador, misturada e adicionada de ácido ascórbico (6 g), ácido sórbico (3 g), 

nipagin (metilparabeno) (5 g), formol 40% (6 mL) e 10 mL de solução vitamínica 

composta por niacinamida (1 mg), pantoenato de cálcio (1 mg), tiamina (0,25 mg), 

riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), ácido fólico (0,25 mg), biotina (0,02 mg), 

inositol (20 mg), água (1 L) até formar uma pasta homogênea, que era, então, transferida 

ainda quente para um ou dois recipientes plásticos com tampa. A pasta era resfriada em 

câmara germicida acondicionada com luz ultravioleta e conservada a ± 4 oC. 

 

 

2.2. Obtenção do extrato do intestino médio 

 

Larvas de A. gemmatalis de 5º ínstar foram lavadas em água, entorpecidas em 

gelo para imobilização e posterior dissecação. Os intestinos médios foram dissecados na 

presença da solução de 125 mM NaCl a 4 °C, agrupados na proporção de um intestino 

por 200 µL de solução de 125 mM NaCl e mantidos a 4 °C, para posterior obtenção do 

extrato bruto. Cinco ciclos de congelamento em N2(líq) alternados com ciclos de 

descongelamento em banho a 37 °C foram utilizados para o rompimento das células do 

epitélio intestinal e a obtenção do extrato bruto, constituído do extravasamento celular do 

conteúdo do lúmen intestinal. Esse extrato bruto foi submetido a uma ultracentrifugação a 
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100.834 g por 1h10, a 4 °C, em ultracentrífuga Sorvall® ultra Pro80 e rotor T880, o 

sobrenadante obtido com aspecto límpido foi filtrado em filtros Millipore® com poros de 

0,45 µm de diâmetro. O filtrado, agora denominado “extrato enzimático”, foi aliquotado 

em frações de 1,5 mL e mantido a -20 °C, para análise posterior. 

 

 

2.3. Purificação 

 

As frações aliquotadas do extrato enzimático foram diretamente aplicadas em 

cromatografia de afinidade. A cromatografia de afinidade foi feita em coluna p-

aminobenzamidina agarose (“pre-packed”/Sigma®, 2,5 mL “bed volume”), equilibrada 

com 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 e eluída com 10-3 M HCl. Em cada cromatografia, 5 mL de 

extrato enzimático foi aplicado. Um fluxo de 0,75 mL/min foi usado e frações de 1,5 mL, 

coletadas. A atividade enzimática de cada fração foi monitorada usando-se L-BApNA 

como substrato. Após a seleção das frações de interesse, estas foram aplicadas 

diretamente na troca iônica. 

A cromatografia de troca iônica foi realizada em coluna Mono-S HR 5/5 (5 mm x 

5 cm) (Pharmacia®), em sistema de FPLC (Pharmacia®), equilibrada com 20 mM acetato 

de sódio, pH 5,4 e eluída com um gradiente de 0 a 1 M de NaCl. Em cada cromatografia 

realizada foram aplicados 10 mL de amostra vinda da afinidade. Um fluxo de 1 mL/min 

foi usado e frações de 1,5 mL, coletadas em tubos contendo 20 µL de ácido fórmico 1,5 

M. A atividade enzimática de cada fração da cromatografia foi monitorada usando-se L-

BApNA como substrato. As frações com atividade foram liofilizadas e aplicadas 

diretamente na fase reversa. 

 A cromatografia de fase reversa foi realizada em coluna C18 (4,6 mm x 25 cm) 

(Shim-pack CLD-ODS (M)-Shimadzu®), em sistema de HPLC (Shimadzu®), utilizando-

se um gradiente linear de solução aquosa de acetonitrila de 0 a 80% e ácido 

trifluoracético 0,1% (v/v), em 50 min com um fluxo de 1 mL/min. Em cada 

cromatografia foram aplicados 100 µL de amostra obtidos na troca iônica. As frações 

com atividade amidásica coletadas foram selecionadas e analisadas em SDS-PAGE e 

espectrometria de massa (MALDI-TOF e ESI-TOF). 
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2.4. Determinação da concentração de proteína 

 

A determinação da concentração de proteína das amostras foi estimada pelo 

método descrito por Bradford (1976), usando-se solução de 0,2 mg/mL BSA para a 

obtenção de uma curva-padrão de 5 µg a 25 µg de proteína. 

 

 

2.5. Atividade enzimática 

 

A atividade amidásica foi realizada de acordo com o método descrito por Erlanger 

et al. (1961), utilizando 100 µL de amostra, 400 µL do substrato cromogênico L-BApNA 

na concentração final de 0,5 mM e tampão 0,1 M Tris-HCl, pH 8,2 para o volume final de 

1 mL. A reação era paralisada com 100 µL de ácido acético 60% (v/v). 

As velocidades iniciais foram determinadas pela formação do produto p-

nitroanilida, pela medida da absorvância a 410 nm em função do tempo, utilizando-se 

para os cálculos o coeficiente de extinção molar de 8800 M-1.cm-1 para o produto. O 

experimento foi realizado em uma série de três repetições. 

 

 

2.6. SDS-PAGE, teste de glicosilação e análise em Zimograma 

 

A eletroforese foi realizada utilizando-se o método descrito por Laemmli (1970) 

com gel de poliacrilamida 12,5% na presença de SDS (0,1%), o experimento foi feito 

com voltagem constante de 100 V por 1h20, à temperatura ambiente. O gel foi corado 

pela coloração da prata (BLUM, 1987). O padrão de massa molecular utilizado foi 

adquirido da Invitrogen® (“Bench Mark™ Protein Ladder”). 

O teste de glicosilação foi realizado utilizando-se a coloração para géis de 

poliacrilamida, com ácido periódico de Shiff (PAS), de acordo com o descrito por 

FAIRBANKS et al. (1971). 

O zimograma foi realizado utilizando-se SDS-PAGE 12,5% contendo 0,1% de 

gelatina co-polimerizada. A eletroforese ocorreu a 50 V a 4 oC, e posteriormente o gel foi 
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incubado em 2,5% (v/v) de Triton X-100 por 1 h, à temperatura ambiente, sob agitação 

para remover o SDS. Posteriormente, os géis foram lavados e incubados com tampão 0,1 

M Tris-HCl, pH 8,0, por 2 h a 37 oC. A atividade foi revelada pela coloração com 

“Coomassie Blue” R-250 (0,25%). Os seguintes inibidores para a caracterização das 

proteases foram utilizados: PMSF (5 mM), TLCK (1 mM) e TPCK (1 mM). As amostras 

passaram por um período de pré-incubação (10 min) com cada modificador químico e, 

posteriormente foram aplicadas no gel. 

 

 

2.7. Determinação da constante cinética 

 

A determinação cinética de KM app e Vmax app foi realizada a 30 ºC, em tampão 

Tris-HCl 0,1 M, pH 8,5, com o substrato L-BApNA na faixa de concentração de 0,038 a 

2,4 mM. As velocidades iniciais foram determinadas a 410 nm para L-BApNA, em função 

do tempo (2,5 min) utilizando-se para os cálculos o coeficiente de extinção molar 

específico de 8.800 M-1.cm-1. Os experimentos foram realizados em uma série de três 

repetições cada. Os parâmetros cinéticos, no estado estacionário, foram obtidos por meio 

de regressão não-linear. 

 

 

2.8. Análise das amostras com PMSF em cromatografia de fase reversa 

 

As frações aliquotadas do extrato enzimático foram diretamente aplicadas em 

cromatografia de afinidade. Amostras após a cromatografia de afinidade foram separadas 

em duas frações distintas para seguirem para análise em cromatografia de fase reversa, a 

uma fração foi adicionada de 5 mM de PMSF e a outra fração serviu como controle, ou 

seja, não foi adicionada de 5 mM de PMSF, inibidor de serino proteases. Essas amostras 

passaram igualmente pelos processos de purificação, e os perfis cromatográficos obtidos 

na fase reversa foram comparados. 
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2.9. Espectrometria de massa 

 

O espectrômetro de massa é um instrumento analítico que converte componentes 

de amostras em íons gasosos (moléculas eletricamente carregadas) e mensura a sua 

massa. Os íons são separados com base na razão massa/carga (m/z). Em geral, na fonte de 

íons de um espectrômetro de massa ocorre a formação ou a desorção de íons. Moléculas 

neutras são convertidas em íons através da ionização por elétrons ou por ionização 

química. Após a ionização, um setor magnético separa os íons gasosos acelerando-os por 

campo elétrico e defletindo-os com valores diferentes de razão m/z em trajetórias 

distintas. Os íons, então, ao término da trajetória são detectados por um multiplicador de 

elétrons, que funciona de forma semelhante a uma fotomultiplicadora em um 

espectrofotômetro. O espectro de massa obtido é um gráfico da resposta do detector 

contra valores de m/z. A técnica de ESI-TOF é adequada para o estudo de 

macromoléculas carregadas, como as proteínas, e seu poder de resolução fica entre 1.000 

e 25.000 Da, e a exatidão de m/z é 0,001, sendo muito utilizada como detector 

cromatográfico, pois permite a obtenção de informações tanto qualitativas quanto 

quantitativas. Na maioria das vezes, a técnica MALDI, método que produz vaporização e 

ionização de macromoléculas biológicas não-voláteis de uma fase de estado sólido 

diretamente em fase gasosa, é utilizada com espectrômetros de massa de tempo de vôo, 

podendo medir valores de m/z até 106, com poder de resolução é 103-104 e a exatidão na 

massa pode ser de 0,005% a 0,05% (WESTERMEIER & NAVEN, 2002; PALMA et al., 

2003). 

As amostras após fase a reversa, sem inibidor, foram analisadas por 

espectrometria de massa no Laboratório de Análise de Proteínas coordenado pelo Prof. 

Carlos Bloch Júnior, CENARGEN / EMBRAPA – Brasília, utilizando o sistema 

MALDI-TOF-TOF MS (Ultraflex II®, Alemanha), de acordo com o protocolo usual desse 

laboratório. 

A análise em ESI-TOF foi feita com amostras após a fase reversa, sem inibidor, 

em espectrômetro de massa do tipo electrospray com detector baseado em “tempo de 

vôo” no modo de íons positivos (ESI-TOF+), no Núcleo de Estrutura e Função de 

Biomoléculas – ICB/UFMG – Minas Gerais, utilizando o sistema ESI-Q-TOF MS 
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(Micromass®, Grã-Bretanha). A análise foi feita usando-se de 15 µL das frações obtidas 

na fase reversa adicionada de 15 µL de solução de acetonitrila 50% (v/v) e acido fórmico 

0,1% (v/v). As energias utilizadas no cone de ionização e no capilar foram, 

respectivamente, de 60 e 3.000 V.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1. Purificação 

 

O sobrenadante do extrato enzimático, obtido por ultracentrifugação, após a 

filtração, foi aplicado diretamente na coluna de afinidade p-aminobenzamidina-agarose. 

O perfil cromatográfico observado apresentou um único pico eluído com atividade 

amidásica, detectada usando L-BApNA como substrato (Figura 1). Verificou-se que o 

perfil de proteína (Abs 280 nm) é semelhante e coincidente com o perfil de atividade 

(Abs 410 nm). As frações com atividade foram agrupadas e aplicadas em cromatografia 

de troca iônica. 

 Na cromatografia de troca iônica, as frações com maior atividade amidásica foram 

eluídas entre 20 e 50% de NaCl 1 M (Figura 2). No perfil cromatográfico observado tanto 

de análise de proteína quanto de atividade enzimática não foi possível separar picos bem 

definidos. O perfil da absorvância a 410 nm demonstrou pelo menos dois picos de maior 

atividade, os quais estavam sobrepostos (Figura 2). As frações com atividade amidásica 

foram agrupadas e aplicadas em cromatografia de fase reversa. 

 Na cromatografia de fase reversa foram eluídos cinco picos (picos 2, 3, 4, 5 e 6) 

com atividade amidásica (Figura 3), estas frações foram separadamente analisadas em 

SDS-PAGE e por espectrometria de massa em MALDI-TOF e ESI-TOF. As frações após 

a fase reversa não tiveram a concentração de proteína detectada pelo método de Bradford 

(1976) e em pouco tempo após a cromatografia perderam praticamente toda a atividade. 

Na elaboração da tabela de purificação, o cálculo de atividade específica (13,2 µM.s-1.µg-

1), rendimento (64,5%) e fator de purificação (123,4 vezes) foi feito utilizando-se os 

dados das amostras obtidas na troca iônica (Quadro 1). 
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Figura 1 - Cromatografia de afinidade. A cromatografia de afinidade foi feita em coluna p-

aminobenzamidina agarose equilibrada com 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5 e eluída com 10-

3 M HCl. Coletaram-se frações de 1,5 mL em um fluxo de 0,5 mL/min. A Atividade 

enzimática (•____•) foi acompanhada utilizando-se como substrato L- BapNA e 

proteína a 280 nm (..........). 
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Figura 2 - Cromatografia de troca iônica. Cromatografia de troca catiônica em coluna Mono-S 

HR 5/5, em que a coluna foi equilibrada com tampão 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5, e as 

amostras eluídas com um gradiente de 0 a 1,0 M de NaCl (_____) no mesmo tampão. 

Coletaram-se frações de 1,5 mL em um fluxo de 1,0 mL/min. A Atividade enzimática 

(•____•) foi acompanhada utilizando como substrato L- BApNA e proteína a 280 nm 

(...........). 
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Figura 3 - Cromatografia de fase reversa. Realizada em sistema de HPLC em coluna C-18, em 

gradiente linear de acetonitrila de 0 a 80% em TFA 0,1%, por 50 min em fluxo de 1 

mL/min. Amostra não tratada com inibidor (_____) e amostra tratada com 5 mM de 

PMSF (_ _ _). Os asteriscos (*) indicam as frações sem inibidor que exibiram atividade 

amidásica. A detecção das amostras durante a cromatografia, nos dois tratamentos, foi 

obtida pela leitura a 280 nm. 
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Quadro 1 - Purificação de tripsina-like catiônica do intestino médio de A. gemmatalis 

 

 Proteína 

(mg) 

Atividade total 

(nM. s-1) 

Atividade específica 

(nM. s-1.mg-1) 

Fator de 

purificação 

Rendimento 

(%) 

Ultracentrifugação 13,77  1476,0 107,2 1 100 

Afinidade 3,64 3900,0 1071,4 9,9 264,2 

Troca catiônica 0,072 952,5 13229,2 123,4 64,5 

Fase reversa-pico 4 ___ 12,2 ___ ___ 0,83 
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3.2. SDS-PAGE, zimograma e teste de glicosilação 

 

As proteases parcialmente purificadas em cromatografia de afinidade foram 

submetidas a SDS-PAGE 12,5% e a teste de glicosilação também em gel de poliacrilamida. 

Na análise por SDS-PAGE (Figura 4) observaram-se quatro bandas evidenciadas pela 

coloração da prata com 24,8 kDa, 26,3 kDa 30 kDa e 33,4 kDa. A análise em gel zimograma 

de amostras obtidas da afinidade apresentou quatro bandas evidentes após a coloração (Figura 

5, linha 2); em amostra mais concentrada aplicada no zimograma, não há bandas 

diferenciadas, mas uma banda nítida abaixo de 10 kDa é encontrada. A análise com PMSF 

(inibidor irreversível de serino proteases – FAHRNEY & GOLD, 1963; GOLD & 

FAHRNEY, 1964) (Figura 5, linha 4), TLCK (inibidor irreversível de tripsina – SHAW et al. 

1965) (Figura 5, linhas 5 e 6) e TPCK (inibidor irreversível de quimotripsina – 

SCHOELLMANN & SHAW, 1962) (Figura 5, linha 3), em SDS-PAGE co-polimerizado com 

gelatina, evidenciou que essas proteases, são serino proteases tripsina-like (Figura 5). Em teste 

de glicosilação, verificou-se que as proteases de 24,8 kDa e de 26,3 kDa são glicosiladas 

(Figura 6). 

 Três alíquotas das frações 21, 22 e 23 coletadas após a troca iônica correspondentes 

aos picos sobrepostos de atividade amidásica, antes de serem agrupadas, foram analisadas em 

SDS-PAGE 12,5% (Figura 7). No gel, pôde-se verificar a presença das quatro bandas, 

também observadas após a afinidade, sem maior separação dessas pela cromatografia de troca 

iônica. 

 Na análise por SDS-PAGE das amostras obtidas na cromatografia de fase reversa (sem 

PMSF), observou-se apenas uma única banda de 30 kDa correspondente ao pico 4 da fase 

reversa (Figura 8), os outros picos não foram detectados na coloração pela prata. 
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Figura 4 - SDS-PAGE 12,5% das proteases tripsina-like parcialmente purificadas por cromatografia de 

afinidade de A. gemmatalis. Linha 1 – padrão de massa molecular; linha 2 – 1 µg do extrato 

enzimático, e linha 3 – 1 µg da fração obtida após a cromatografia de afinidade. Coloração 

pela prata. 
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Figura 5 - Zimograma das proteases tripsina-like parcialmente purificadas por cromatografia de 

afinidade de A. gemmatalis. Linha 1 – 1 µg de amostra após a cromatografia de afinidade; 

linha 2 – 0,1 µg de amostra após a afinidade; linha 3 – 0,01 µg de amostra após a 

afinidade com 1 mM de TPCK; linha 4 - 0,01 µg amostra após a afinidade com 5 mM 

PMSF; linha 5 - 0,01 µg de amostra após a afinidade com 1 mM de TLCK; linha 6 - 0,01 

µg de amostra após afinidade com 1mM de TLCK. A seta indica uma banda de baixa 

massa molecular com atividade proteásica. 
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Figura 6 - Coloração PAS do SDS-PAGE 12,5% das proteases tripsina-like parcialmente purificadas 

por cromatografia de afinidade. Linha 1 – 10 µg de amostra após a afinidade e linha 2 – 6 µg 

de amostra após a afinidade. 
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Figura 7 - SDS-PAGE 12,5% das proteases tripsina-like parcialmente purificadas por cromatografia de 

troca catiônica. Linha 1 – 1 µg da fração 21 da troca iônica; linha 2 – 1,5 µg da fração 22 da 

troca iônica, e Linha 3 – 1 µg da fração 23 da troca iônica. MM – padrão de massa 

molecular. Coloração pela prata. 
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Figura 8 - SDS-PAGE 12,5% das proteases tripsina-like purificadas por cromatografia de fase reversa. 

Linha 1 – padrão de massa molecular; linha 2 – tampão da amostra, e linha 3 – pico 4 da 

fase reversa. Coloração pela prata. 
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3.3.Determinação da constante cinética 

 

Os valores de KM app de 0,46 mM e Vmax app de 0,26 µM.s-1 (Quadro 2) foram obtidos 

através de regressão não-linear, no estado estacionário, utilizando-se a equação de Michaelis–

Menten. Na figura 9 temos o perfil da atividade enzimática do pool da troca iônica, sobre o 

substrato L-BApNA, apresentando o gráfico de Michaelis-Menten e na inserção gráfico de 

Lineweaver-Burk, para as concentrações utilizadas. O perfil de atividade enzimática não 

seguiu cinética de Michaelis-Menten, na faixa de concentração de substrato analisada, uma 

vez que seu gráfico de atividade não se adequou ao perfil de curvas hiperbólicas. 

 

 

 

 

 

 

Quadro 2 - Caracterização cinética de proteases tripsina-like de Anticarsia gemmatalis 

 

Estágio Frações Grau de purificação KM app VMAX app Referências 

Larval Solúvel Parcial 0,32 mM 0,48 µM.s-1 Oliveira et al., 2005

Larval Membrana Homogenato 0,23 mM 21,8 nM.s-1 Xavier et al., 2005

Larval Catiônicas Parcial 0,46 mM 0,26 µM.s-1 Este trabalho

A equação de Michaelis-Menten foi utilizada para a obtenção dos valores de KM app e V max app. 
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Figura 9 - Gráfico de Michaelis-Menten da atividade de proteases tripsina-like do intestino médio de 

Anticarsia gemmatalis. Inserção: Gráfico de Lineaweaver-Burk da atividade sobre L-

BApNA. Os pontos são experimentais, em uma mesma concentração de substrato (S) 

indicam pontos da mesma triplicata e a linha contínua traçada foi baseada em dados 

teóricos, utilizando-se a equação de Michaelis-Menten para a obtenção dos valores de KM app 

e V max app. 
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3.4. Análise em fase reversa das amostras com PMSF 

 

Os perfis cromatográficos, em coluna de fase reversa, obtidos das amostras com e sem 

5 mM de PMSF foram comparados (Figura 3), observando-se que no perfil com PMSF houve 

redução da absorvância detectada em HPLC a 280 nm para os picos 1, 4 e 5, havendo também 

praticamente o desaparecimento dos picos 2 e 3 e sem maiores alterações observadas no pico 

6. 

 

 

3.5. Espectrometria de massa 

 

A análise de espectrometria de massa do material purificado por cromatografia de fase 

reversa, sem inibidor, detectou apenas as massas de 1.750,8 Da (ESI-TOF+) para o pico 1 do 

perfil cromatográfico da figura 10, 23.324,74 Da (ESI-TOF+) para o pico 3 (Figura 11) e 

7.997,23Da (MALDI-TOF) também para o pico 3 (Figura 12). Os picos 1, 2, 4, 5 e 6 não 

foram enviados para análise no MALDI-TOF; ao passo que os picos 2, 4, 5 e 6 foram 

analisados por ESI-TOF+, entretanto nenhuma massa foi observada na faixa esperada para 

tripsinas (20 a 35kDa) (Figura 13). 
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Figura 10 - Análise por espectrometria de massa em ESI-TOF de amostra do pico 1 obtido na 

fase reversa. A análise foi feita utilizando-se de 15 µL do pico 1 obtido da fase 

reversa adicionado de 15 µL de solução de acetonitrila 50% (v/v) e ácido fórmico 

0,1% (v/v). As energias utilizadas no cone de ionização e no capilar foram, 

respectivamente, de 60 e 3.000 V. 
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Figura 11 - Análise por espectrometria de massa em ESI-TOF de amostra do pico 3 obtido na fase 

reversa. A análise foi feita utilizando-se de 15 µL do pico 3 obtido da fase reversa 

adicionado de 15 µL de solução de acetonitrila 50% (v/v) e ácido fórmico 0,1% 

(v/v). As energias utilizadas no cone de ionização e no capilar foram, 

respectivamente, de 60 e 3.000 V. 
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Figura 12 - Análise por espectrometria de massa em MALDI-TOF de amostra do pico 3 obtido na 

fase reversa. O espectro de massa foi obtido em MALDI-TOF de alíquotas do pico 3 

(Figura 3) enviadas ao Laboratório de Análise de Proteínas (EMBRAPA-

CENARGEN). 
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Figura 13 - Espectrograma de massa obtido em ESI-TOF representativo das amostras dos picos 2, 4, 5 

e 6 obtidos na fase reversa. A análise foi feita utilizando-se de 15 µL dos referidos 

picos 2, 4, 5 e 6 adicionados de 15 µL de solução de acetonitrila 50% (v/v) e ácido 

fórmico 0,1% (v/v). Nos espectros de massa, em cada pico analisado não se 

detectou valor de massa correspondente a tripsinas. As energias utilizadas no cone 

de ionização e no capilar foram, respectivamente, de 60 e 3.000 V. 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

As proteases tripsina-like do intestino médio de A. gemmatalis foram purificadas pela 

combinação de cromatografia de afinidade (coluna de p-aminobenzamidina), cromatografia 

de troca catiônica (coluna Mono-S HR 5/5) em sistema de FPLC e cromatografia de fase 

reversa (coluna de C-18) em sistema de HPLC (Quadro 1). 

O perfil cromatográfico da afinidade apresentou um único pico eluído com atividade 

amidásica, detectada usando-se L-BApNA como substrato (Figura 1). As frações com 

atividade foram agrupadas e aplicadas em cromatografia de troca iônica. No perfil 

cromatográfico observado na troca iônica (Figura 2) não foi possível separar em picos bem 

definidos as frações correspondentes à detecção de proteína (Abs 280 nm) e a atividade 

amidásica (Abs 410 nm). O perfil da Absorvância a 410 nm demonstra, no mínimo, dois picos 

de maior atividade que estão sobrepostos (Figura 2). Portanto, as frações com atividade 

amidásica após a troca iônica foram agrupadas e aplicadas em cromatografia de fase reversa. 

Na cromatografia de fase reversa, os cinco picos eluídos e um pico que não se ligou à 

coluna C-18 (Figura 3) foram analisados em SDS-PAGE e por espectrometria de massa. As 

frações após a fase reversa não tiveram a concentração de proteína detectada pelo método de 

Bradford (1976) e em pouco tempo após a cromatografia perderam praticamente toda a 

atividade. Portanto, na elaboração da tabela de purificação o cálculo de atividade específica 

(13,2µ M.s-1.µg-1) e de fator de purificação (123,4 vezes) foi feito utilizando-se os dados das 

amostras obtidas na troca iônica (Quadro 1). Com o intuito de verificar se as soluções 

utilizadas na cromatografia de fase reversa interferiram ou não na queda da atividade 

amidásica, essas soluções foram ensaiadas diretamente com o pool de amostras após troca 

iônica, considerando o controle do ensaio com atividade relativa de 100%, observou-se que as 

amostras testadas com acetonitrila ou TFA, nas mesmas concentrações utilizadas na 
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cromatografia de fase reversa, mantiveram de 95 a 98% da atividade relativa, ou seja, as 

soluções utilizadas não interferiram na atividade amidásica. 

Análise com PMSF, inibidor clássico irreversível de enzimas da classe das serino 

proteases, reage com a hidroxila da Ser do sítio ativo (GOLD & FAHRNEY, 1964) (Figura 5, 

linha 4); TLCK, que promove alquilação do resíduo de histidina da tríade catalítica da tripsina 

exercendo, assim, efeito de inibidor irreversível sobre a enzima (SHAW et al., 1965) (Figura 

5, linhas 5 e 6); e TPCK, que promove alquilação do resíduo de histidina da tríade catalítica 

da quimotripsina (SCHOELLMANN & SHAW, 1962) (Figura 5, linha 3), em SDS-PAGE co-

polimerizado com gelatina, mostrou que estas são serino proteases tripsina-like (Figura 5). 

A determinação cinética também foi realizada utilizando-se a fração obtida na troca 

iônica com atividade amidásica. O valor de KM app encontrado para as tripsinas-like catiônicas 

de A. gemmatalis, KM app de 0,46 mM, foi semelhante aos dados da literatura já mostrados em 

Lepidoptera, utilizando-se como substrato L-BApNA. Johnston et al. (1991) encontraram para 

endoproteases de Helicoverpa armigera, um valor de KM app de 0, 257 mM, semelhante aos 

resultados deste trabalho. Lee & Anstee (1995) também encontraram para tripsina-like 

caracterizada do intestino médio de S. littoralis um KM app de 0,257 mM. Novillo et al. (1999) 

encontraram valores KM para duas tripsinas-like (I e II) purificadas e caracterizadas de 

Sesamia nonagrioides, de 0,22 mM e de 0,17 mM, respectivamente. Bernardi et al. (1996) 

purificando uma tripsina de Ostrinia nubilalis, e obtiveram um KM de 0,41 mM. Em trabalhos 

anteriores, frações de membrana e solúvel parcialmente purificada de intestino médio de A. 

gemmatalis foram caracterizadas quanto ao valor de KM app, nas proteases da fração solúvel 

parcialmente purificadas o KM app foi de 0,32 mM (OLIVEIRA et al., 2005) e o da fração de 

membrana que foi de 0, 23mM (XAVIER et al., 2005) (Quadro 2). Entretanto, o perfil de 

atividade enzimática encontrado não seguiu a cinética de Michaelis-Menten, na faixa de 

concentração de substrato analisada, uma vez que seu gráfico de atividade versus 

concentração de substrato não se adequou perfeitamente ao perfil de curvas hiperbólicas. 

Novas análises experimentais devem ser feitas para verificar esse resultado, bem como, outros 

modelos estatísticos aplicados. 

O espectrômetro de massa é um instrumento analítico que converte componentes de 

amostras em íons gasosos (moléculas eletricamente carregadas) e mensura a sua massa. O 

espectrômetro de massa é sensível a pequenas quantidades de analito (na ordem de pMol/L) e 

pode distinguir substâncias diferentes com o mesmo tempo de retenção. Através da 
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espectrometria de massa, é possível também determinar seqüências de DNA, de ácidos 

nucléicos, de aminoácidos em proteínas e de estruturas complexas de carboidratos. O poder de 

resolução de espectrômetro de massa é limitado pela variação da energia cinética dos íons que 

emergem da fonte de íons, normalmente 0,1%. Essa variação limita o poder de resolução do 

instrumento em ~1000 Da, correspondendo a uma resolução de 0,1 em m/z =100 

(WESTERMEIER & NAVEN, 2002). 

Na análise por espectrometria, encontrou-se a massa de 1.750,8 Da (ESI-TOF+) para o 

pico 1 da fase reversa sem inibidor (Figura 10). Esse pico não se liga à coluna C-18, cujo 

valor de massa molecular equivale a aproximadamente a um peptídeo com 16 resíduos de 

aminoácidos. Esse peptídeo deve ser analisado posteriormente com maior atenção, pois possui 

massa molecular similar à dos peptídeos descritos de ativação e sinal liberados durante a 

ativação dos tripsinogênios (LEHANE et al., 1998). O pico 3 da fase reversa apresentou a 

massa de 23.324,74 Da (ESI-TOF+) (Figura 11), foram observadas cinco séries moleculares 

que nos inferiram a esta massa, nenhum dos componentes que poderiam interferir na análise 

por ESI estavam presentes na amostra (sais, tampão não volátil, material polimérico), 

entretanto, o perfil do espectro de massa mostrou-se complexo, com a presença de vários 

“envelopes de massas moleculares” que podem ou não ser correspondentes à amostra deste 

estudo ou a ruídos que interferem na aquisição de dados, portanto, não se pode afirmar que a 

massa encontrada seja mesmo a de 23.324,74 Da. Em condições adversas e, ou, na presença 

de inibidores, como descrito na literatura, tripsinas de Lepidoptera podem oligomerizar, e um 

aumento de massa molecular acima de 30 kDa (faixa de aquisição máxima de massa do 

equipamento) prejudicaria a aquisição de dados, o que pôde ter ocorrido nesta análise. 

Em uma segunda análise alguns dias depois, essa mesma amostra (pico 3) apresentou 

apenas a massa de 7.997,23 Da (MALDI-TOF) (Figura 12), o que evidencia fortemente a 

ocorrência de autólise, já que nenhum contaminante (Urea >0,4M; Guanidina-HCl >0,4M; 

Glicerol >1% v/v; sais de íons metálicos > 0,1M; Tampão Tris > 0,05M; NH4HCO3 > 

0,05M; Tampão Fosfato > 0,01M; Detergentes (menos SDS) >0,1% m/v; SDS > 0,01% m/v) 

(WESTERMEIER & NAVEN, 2002; PALMA et al., 2003) que poderia interferir na aquisição 

de dados estava presente na amostra enviada, pois esta foi dessalinizada em fase reversa e 

estava apenas em solução de acetonitrila. Para se ter maior confiabilidade nessa massa obtida 

pelo MALDI, novos ensaios devem ser feitos escolhendo-se uma matriz diferente da que foi 

usada, já que a escolha foi realizada de acordo com o padronizado para tripsina bovina. 

Segundo a literatura, tripsinas de Lepidopteras são mais hidrofóbicas, fato que interferiria na 

análise no MALDI. Assim, a escolha de uma matriz para amostras hidrofóbicas seria mais 
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adequado, bem como a seleção de um solvente de volatilização mais lenta, pois volatilização 

rápida favorece a detecção de apenas componentes de baixa massa molecular, suprimindo o 

sinal da amostra real, além de escolher um solvente ideal para proteínas e peptídeos 

hidrofóbicos. 

Os demais picos da fase reversa não foram detectados por ESI-TOF (Figura 13), uma 

possível causa é o fato de que as amostras aqui analisadas não ionizaram o suficiente para 

“voar” e atingir o detector do sistema; outra suposição é a de que, como algumas das 

proteases analisadas são glicosiladas (Figura 6), a glicosilação poderia estar interferindo na 

detecção dessas proteases; outra hipótese é a de que, como essas proteases podem se 

oligomerizar, como visto por BRITO et al. (2001), LOPES et al. (2004) e OLIVEIRA et al. 

(2005) e na primeira parte deste trabalho, a oligomerização impediria a detecção no ESI-TOF, 

e as massas formadas ultrapassariam a faixa ideal de detecção do aparelho (até ~30 kDa). Em 

análise por SDS-PAGE apenas o pico 4, obtido na fase reversa, apresentou uma única banda 

de 30 kDa, uma vez que os outros picos não foram corados pela prata devido à baixa 

concentração de proteína. 

 Inicialmente para confirmar a ocorrência de autólise nas amostras, realizou-se todo o 

procedimento de purificação, cromatografia de afinidade, troca iônica e fase reversa, nessa 

seqüência, na presença e ausência de 5 mM de PMSF. O perfil final deste ensaio pode ser 

visto no cromatograma da fase reversa (Figura 3). 

De acordo com o cromatograma obtido, verificou-se que os picos 1 (que não se liga à 

coluna C18), 4 e 5 (que são eluídos), no perfil com PMSF, tiveram pequena redução na 

absorvância a 280 nm, em comparação com o perfil sem inibidor. Já os picos 2 e 3 (que 

também são eluídos), no perfil com PMSF, desapareceram quando comparados com perfil 

sem inibidor, entretanto o pico 6 praticamente manteve a mesma faixa de absrorvância 

quando comparado com o perfil sem PMSF. O pico 2 (massa não determinada) e o pico 3 

(23.324,74Da – ESI-TOF+) ao serem comparados com os seus correspondentes no perfil com 

PMSF, indicaram que provavelmente os picos 2 e 3 tenham sofrido hidrólise durante o 

processo de purificação sem o PMSF, inibidor clássico irreversível de enzimas da classe das 

serino proteases que inibe a atividade enzimática, por reagir com a hidroxila da Ser do sítio 

ativo da enzima (GOLD & FAHRNEY, 1964). 
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5. CONCLUSÃO 

 

 

Neste trabalho, uma serino protease tripsina-like catiônica com massa molecular de 30 

kDa (SDS-PAGE) foi obtida do intestino médio de A. gemmatalis, praga agrícola de 

cultivares de soja, e purificada pela combinação de cromatografia de afinidade (coluna de p-

aminobenzamidina agarose), cromatografia de troca catiônica (coluna Mono-S HR 5/5), em 

sistema de FPLC e cromatografia de fase reversa (coluna de C-18), em sistema de HPLC.  

Para confirmar a ocorrência de autólise nas amostras aqui analisadas, realizamos todo 

o procedimento de purificação, cromatografia de afinidade, troca iônica e fase reversa, nessa 

seqüência, na presença e ausência de 5 mM de PMSF, e a análise desse resultado indica a 

ocorrência de hidrólise das amostras purificadas. 

Em análise em SDS-PAGE das proteases parcialmente purificadas, observara-se 

proteases com massa molecular de 24,8 kDa, 26,3 kDa, 30 kDa, 33,4 kDa, e, em zimograma 

com PMSF, TLCK e TPCK, demonstou-se que essas proteases são serino proteases tripsina-

like. Em análise por SDS-PAGE de uma tripsina-like purificada, pico 4 obtido na fase reversa, 

ela apresentou uma única banda de 30 kDa, e os outros picos não foram corados pela prata 

devido à baixa concentração de proteína. Em teste de glicosilação com estas mesmas 

amostras, verificou-se que as proteases de 24,8 kDa e de 26,3 kDa são glicosiladas.  

A determinação cinética também foi realizada utilizando-se a fração obtida na troca 

catiônica com atividade amidásica. O valor de KM app encontrado para as tripsinas-like 

catiônicas de A. gemmatalis, KM app de 0,46 mM, foi semelhante aos dados da literatura, já 

mostrados em Lepidopteras utilizando o substrato cromogênico L-BApNA. Entretanto, o 

perfil de atividade enzimática encontrado não seguiu a cinética de Michaelis-Menten, na faixa 

de concentração de substrato analisada, uma vez que seu gráfico de atividade versus 

concentração de substrato não se adequou perfeitamente ao perfil de curvas hiperbólicas. 
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