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Resumo

Os insetos possuem uma pelicula que reveste o intestino médio (membrana
peritréfica, MP), que é composta por quitina e proteinas (peritrofinas). Além de
possuir as fungcbes de protegao contra abrasdo causada pela comida e contra
microrganismos, a MP possui algumas fungdes especificas que dependem do fato
de que essa estrutura compartimentaliza o liumen do intestino médio em duas
regibes denominadas espago endoperitréfico e espaco ectoperitréfico. As fungdes
especificas da MP s3o baseadas em evidéncias indiretas e incluem o
impedimento da ligagdo ndo especifica de comida na superficie celular, o
decréscimo na excre¢ao das enzimas digestivas através da sua reciclagem e, em
insetos mais evoluidos, o impedimento de oligdmero- e dimero-hidrolases de
penetrarem no espago endoperitrofico.

As proteinas da membrana microvilar intestinal e uma peritrofina (proteina
da membrana peritréfica) de Spodoptera frugiperda foram isoladas e utilizadas
para a produ¢ao de anticorpos em coelho. Esses anticorpos, juntamente com um
anticorpo anti-amilase de Tenebrio molitor (Qque reconhece as amilases de S.
frugiperda), foram utilizados em estudos de imunocitolocalizagao realizados com a
ajuda de anticorpos secundarios acoplados a uma proteina fluorescente ou a
particulas de ouro coloidal. Os resultados mostraram que a peritrofina de S.
frugiperda é secretada pelas células colunares da regidao anterior do intestino
médio através de vesiculas que se destacam das microvilosidades (secrecao
microapoécrina). As vesiculas com dupla membrana (uma da prépria vesicula e a
outra da microvilosidade) tornam-se vesiculas com membrana simples através da
fusdo entre membranas e, nesse processo, a peritrofina e parte da amilase e
tripsina sao liberadas. As membranas remanescentes das vesiculas, ainda
contendo proteinas microvilares, amilase e tripsina ligadas, sdo incorporadas a
um material com consisténcia de gel que forma parte da MP.

Larvas alimentadas com calcofllor tiveram a sua MP desestruturada e, em
razdo disso, perderam o gradiente decrescente antero-posterior de tripsina e
quimotripsina observado ao longo do intestino médio das larvas controle. Esse
gradiente é presumivelmente formado por um contrafluxo de fluidos (no espacgo

entre a MP e o epitélio) que permite a reciclagem de enzimas.



Abstract

Insects have a film-like anatomical structure (peritrophic
membrane, PM) which lines the midgut. It is composed of chitin and
proteins (peritrophins). Besides the functions of protection against
food abrasion and microrganisms, PM has specific functions that
depend on the fact that this structure compartimentalizes the midgut
lumen into an endoperitrophic and an ectoperitrophic space.
Knowledge on these specific functions are based only in indirect
evidence and include: prevention of non-specific food binding onto
cell surface; prevention of enzyme excretion by allowing enzyme
recycling and restriction of oligomer hydrolases to ectoperitrophic
space.

A peritrophin from Spodoptera frugiperda PM, as well as
microvillar proteins from S. frugiperda anterior midgut, were isolated
and used to raise antibodies in a rabbit. These antibodies, a
Tenebrio molitor anti-amylase antibody that cross-reacts with S.
frugiperda amylases, and wheat-germ aglutinin were used in
immunolocalization experiments performed with the aid of confocal
fluorescence and immunogold techniques. The resuits showed that
the peritrophin is secreted by anterior midgut columnar cells in
vesicles that pinched-off the microvilli (microapocrine secretion).
The resulting double membrane vesicles become single membrane
vesicles by membrane fusion, releasing peritrophin and part of the
amylase and trypsin. The remaining vesicle membranes (still
containing microvillar proteins and membrane-bound amylase and
trypsin) are incorpored into a jelly-like material associated with PM.
Calcofluor-treated larvae lacking a PM were shown to lose the
trypsin and chymotrypsin decreasing gradient observed along the
midgut of control larvae. This gradient is thought to be formed by a
countercurrent flux of fluid (in the space between PM and midgut
cells) that powers enzyme recycling.
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1-Introducao

1.1-Consideracdes iniciais

Os insetos sdo seres capazes de se adaptar a varios tipos de alimento e a
diferentes ambientes. Muitos deles sdo conhecidos como pragas agricolas de
grande importéncia (pois competem com os seres humanos pelo mesmo alimento),
e outros sdo conhecidos vetores de doengas animais e vegetais. A aspira¢gio de
controlados faz com que haja grande necessidade em se estudar aspectos
bioquimicos e fisiologicos desta classe de animais.

O controle das pragas agricolas é feito, na maior parte das vezes, com o uso
de agrotéxicos que prejudicam o meio ambiente e que, portanto, ndo sdo muito
satisfatorios. O conhecimento e aprimoramento de outras estratégias de controle
dos insetos, entretanto, estdo sendo pesquisados e denotam grande importancia
nos dias atuais.

Ja é sabido que as plantas possuem um sistema de defesa bastante
interessante contra insetos que consiste na produgdo de substincias quimicas
capazes de afetar o sistema digestivo dos insetos. Estratégias parecidas vém sendo
utilizadas pelos homens no controle de pragas agricolas, baseadas em toxinas de
Bacillus thuringiensis (Mc Gaughey & Whalon, 1992; Bauer,1995). Outras técnicas,
como por exemplo a introdugdo de genes heterdlogos em plantas alvo dos insetos
tornando-as resistentes, estdo constantemente sendo desenvolvidas. Tem-se
utilizado principalmente gens que codificam inibidores de enzimas digestivas ou

lectinas (Jouanin et. al., 1998).



Devido ao fato dos insetos adquirirem resisténcia a todo tipo de estratégia
utilizada para combaté-los, elas devem ser constantemente aprimoradas. Além
disso, novas técnicas de controle devem ser desenvolvidas. Uma vez que o tubo
digestivo & uma importante area de contato com o meio ambiente, o
aprofundamento nos estudos relacionados com a fisiologia e bioquimica do sistema
digestivo dos insetos pode levar a um aprimoramento nas técnicas de controle

desses organismos.

1.2- Anatomia do tubo digestivo dos insetos

O tubo digestivo dos insetos é dividido em trés partes: intestino anterior,
médio e posterior. As regides anterior e posterior sdo revestidas por quitina e nao
secretam enzimas nem absorvem os produtos resultantes da agéo delas sobre o
alimento. O intestino anterior pode realizar parte da digestdo, dependendo da
ocorréncia de um papo. Neste local pode haver enzimas digestivas originadas das
glandulas salivares ou do préprio intestino médio. O intestino posterior, por sua vez,
tem funcdo de absorgdo de agua e ions, para que as fezes possam ser
concentradas e entdo excretadas. A figura 1.7 mostra um esquema genérico do tubo
digestivo de um inseto.

O intestino médio corresponde a parte responsavel pela maior parte da
digestdo. A absor¢do de nutrientes e a secregdo das enzimas digestivas ocorre
neste local do tubo digestivo que, na maioria dos Holometabola (insetos com
metamorfose completa), é responsavel por toda a digestdo do alimento. O intestino
médio pode ser formado somente por um cilindro, que pode ter comprimento e

diametro variavel, denominado ventriculo. Além do ventriculo podem estar presentes



no intestino médio cecos gastricos em numero, tamanho e localizagdo variavel,

conforme a espécie.

INTESTINO
ANTERIOR MEDIO 0 POSTERIOR ¢
CECO GASTRICO ,— VENTRICULO TUBULO DE *
PROVENTRICULO : :3-‘ MALPIGHI !

PAPO

ssessssecacencnsRNantO RS

MEMBRANA PERITROFICA
ESPAGO ECTOPERITROFICO
ESPAGCO ENDOPERITROFICO

BOCA ESOFAGO

» FARINGE.

avsecssmwaviane

Pesensnee

Figura 1.1: Diagrama generalizado do tubo digestivo dos insetos. 0 intestino anterior e o posterior séo revesti-
dos por quitina, o que os torna impermeéveis & maioria das substéncias. O proventriculo & um drgéo tritura-
dor em alguns insetos e em outros apenas uma vélvula que regula a entrada de alimento no intestino médio,
principal sitio de digestdo e absorclio de nutrientes. A membrana peritréfica, permeével a compostos de ta-
manho molecular médio, é uma estrutura quitino-protéica que envolve o alimento no ventriculo, e os tibu-
los de Malpighi sdo 6rglios excretores.

No intestino médio da maioria dos insetos, o bolo alimentar é envolvido por
uma camada acelular semipermeavel composta por quitina e proteinas, denominada
membrana peritréfica (MP). A MP delimita o espago endoperitréfico (onde se
encontra o bolo alimentar) e o espago ectoperitréfico (espago luminal entre a MP e o
epitélio).

Os insetos da ordem Hemiptera ndo possuem MP. A células do intestino
medio desses animais possuem uma segunda membrana celular que reveste as
microvilosidades como um dedo de luva e se prolongam para o espago luminal. Sao

as chamadas membranas perimicrovilares (Ferreira et. al., 1988).



1.3-Estrutura da membrana peritréfica

Sao conhecidos dois tipo de MP nos insetos. O primeiro tipo (denominado
Tipo 1) é sintetizado pelas células do intestino médio em resposta ao alimento e
esta presente na maioria dos insetos. A MP se forma na superficie apical das
células e periodicamente é liberada das microvilosidades, como uma camada. Neste
caso, observa-se a formagéo de ciclos subsequentes de sintese e delaminagéo da
MP (Ryerse et. al., 1994). Este tipo de MP é formado, portanto, por varias lamelas e
parece ser secretado por toda a extensao do intestino médio ou por somente uma
parte dele (regidao anterior ou posterior).

O segundo tipo de MP é denominado Tipo 2. Neste caso, a MP é secretada
por células especializadas presentes na regido anterior do intestino médio (cardia), e
cresce em direcdo as regides posteriores, sendo mais resistente que a do Tipo 1
(Terra, 1996). Este tipo de MP esta presente em larvas e adultos de mosquitos ndo
hematofagos, em moscas (Diptera) e em alguns adultos da ordem Lepidoptera.

Existe uma estrutura encontrada no intestino médio de alguns Coleoptera
(Bruchideos) que sempre foi denominada de MP, apesar de ser obviamente mais
fragil. Esta estrutura é encontrada em todo o intestino médio ou somente na sua
regido anterior. Em certos Orthoptera observa-se a presenga dessa estrutura
também nos cecos gastricos. Esse material foi recentemente denominado de gel
peritrofico e sua ocorréncia é detectada quando ndo se consegue pega-lo com
uma pinga (Terra, 2000). Além de ser fisicamente distinto da MP, o gel peritréfico
possui uma permeabilidade muito maior (Terra, 2000).

Conforme comentado anteriormente, a MP & uma estrutura quitino-protéica.

Comentaremos agora o que se conhece a respeito desses dois componentes.



1.3.1-Quitina

A presenca de quitina na MP foi atestada muitas vezes por métodos de
coloragao para quitina e por ligagéo de aglutinina de gérmen de trigo (WGA), uma
lectina que se liga especificamente a N-acetilglicosamina, que € 0 monémero que
compde a quitina. Alguns autores utilizam esta lectina acoplada a ouro coloidal
para observar a MP através de microscopia eletrénica (Ryerse et. al., 1994;
Ryerse et. al., 1992; Peters & Latka, 1986; Eisemann & Binnington, 1994; Harper
& Hopkins; 1997). Tellam et. al. (1998) argumentam que as técnicas utilizadas
para a detecgédo de quitina também detectam proteinas glicosiladas, como é o
caso de varias das proteinas componentes da membrana peritréfica (Moskalyk
et.al.,, 1996; Wang & Granados, 1997b). Embora esse comentario seja verdadeiro,
é sabido que WGA tem maior afinidade pela quitotriose do que pela N-
acetilglicosamina. Desse modo, a ligagdo de WGA a glicoproteinas é muitas
vezes revertida pela adicdo de N-acetilglicosamina ao meio. Na presenga do
monossacarideo, somente a WGA ligada a pelo menos trés residuos continuos de
N-acetilglicosamina tendera a permanecer ligada (Martin & Kirkham, 1989).

Tellam & Eiseman (2000) acumularam vérias evidéncias que mostraram que
a MP da larva de Lucilia cuprina (Diptera) possui pouca quantidade de quitina.
Tratamentos com calcofltior (substancia que se liga a quitina e desagrega a MP de
Lepidoptera, ver a seguir), com polioxina D (inibe a quitina sintase) ou com quitinase
ndo mostraram efeitos perceptiveis na estrutura da MP, embora tenham afetado o
crescimento e a viabilidade das larvas. Além disso, eles ndo detectaram RNA
mensageiro para quitina sintase na cardia, que é a regiao do intestino que produz a
MP do tipo 2, presente nesses animais. Os autores comentam que talvez a quitina

sintase da cérdia seja diferente da enzima presente em outros tecidos, e os primers



usados para a reagdo de PCR talvez ndo tenham detectado o RNAm da quitina
sintase ai presente.

A quitina parece estar presente em maiores quantidades nas membranas
peritréficas do tipo 1. Esse tipo de membrana é completamente desagregado por
calcoflior (Wang & Granados, 2000). Além disso, Tellam & Eiseman (2000)
descrevem trabalhos da literatura onde houve alteragdes dessa MP com a utilizagdo
de polioxina D e quitinase.

Edwards & Jacobs-Lorena (2000) incubaram membranas peritroficas de
larvas e adultos de mosquitos com quitinase. Esses autores mostraram que nas
larvas, que tém MP do tipo 2, ela permanece intacta, enquanto que nos adultos, que
tém membrana peritréfica do tipo 1, ha rompimento dessa estrutura.

Os trabalhos comentados acima indicam que em membranas peritréficas do
tipo 2 a quitina estd presente em pequenas quantidades, ou 0 modo como ela
interage com as peritrofinas é tal que impede a agdo das substancias testadas, ao
contrario do observado nas membranas peritroficas do tipo 1.

Alguns autores tentaram determinar onde a quitina é sintetizada marcando
sua distribuicdo com WGA. Usando esse tipo de marcagdo, Harper & Hopkins
(1997) concluiram que em Ostrinia nubialis a membrana peritréfica é sintetizada
somente na regido anterior do ventriculo, porque somente nesse local é visivel
uma linha de marcagdo com WGA, que corresponderia a MP em formagéo. Em
Trichoplusia ni, Harper & Granados (1999) mostraram marcagdo da MP e na
superficie das microvilosidades do ventriculo anterior. Em Heliotis virescens, a
marcagdo com WGA é vista na MP e em vesiculas no interior da célula (Ryerse
et. al., 1992). Essa marcacgdo dentro das células deve ser atribuida a interagéo da

WGA com glicoproteinas.



1.3.2-Proteinas da MP

As proteinas perfazem um total de 21 a 55% da massa estrutural da MP
(Tellam, 1996). Tellam et al. (1999) foram os primeiros a solubilizarem
diferencialmente as proteinas presentes na membrana peritréfica da larva da mosca
varejeira Lucilia cuprina (Diptera). Segundo eles, as proteinas podem ser
subdivididas em 4 classes, de acordo com as caracteristicas do processo de sua
extracdo. Assim, as proteinas da MP s&o classificadas em:

Classe 1- Proteinas facilmente extraidas;

Classe 2- Proteinas removidas por detergentes brandos;

Classe 3- Proteinas removidas por agentes denaturantes fortes;
Classe 4- Proteinas restantes na MP apss os tratamentos anteriores.

As proteinas pertencentes a classe 1 sdo extraidas usando-se tampodes
fisioldgicos ou com alta forga iGnica e correspondem provavelmente a proteinas que
foram captadas em transito no limen intestinal. Este tipo de tratamento nao é capaz
de solubilizar muitas das proteinas da MP.

As proteinas da classe 2 sdo as removidas por detergentes anfipaticos do
tipo Zwittergent, que atua sobre as interagbes proteina-proteina, proteina-
oligossacarideo ou proteina-quitina. Este tipo de tratamento também & pouco
eficiente na extracdo das proteinas da MP, sendo que apenas 2% das proteinas de
MP de Lucilia cuprina sao extraidas neste tratamento.

Agentes denaturantes fortes como uréia, guanidina-HCI e SDS (sob
condigées nao redutoras) conseguem solubilizar grande parte das proteinas da MP
que restaram apés os tratamentos anteriores. As proteinas extraidas assim, sédo

denominadas “peritrofinas’, devido a sua forte interagdo com a MP.



As proteinas que pertencem a classe 4 correspondem aquelas que nao foram
extraidas por agentes desnaturantes fortes e que provavelmente estdo ligadas
covalentemente umas as outras ou a constituintes da MP, como por exemplo a
quitina ou a glicosaminoglicanos. Nao se sabe ao certo se estas proteinas sao
diferentes daquelas da classe 3. Em Lucilia cuprina elas correspondem a 87% da
proteina presente na MP.

Recentemente Wang & Granados (2000), usando membranas peritréficas de
Trichoplusia ni e calcofllor (substancia que se liga a quitina), extrairam proteinas
que nao eram removidas da MP por uréia, Chaps ou SDS--mercaptoetanol.

Algumas das peritrofinas de insetos ja foram clonadas e sequenciadas.
Quatro delas sao de Lucilia cuprina (peritrofina 30, peritrofina 44, peritrofina 55 e
peritrofina 95) e duas de Crhysomya bezziana (peritrofina 15 e peritrofina 48)
(Tellam et.al, 1999). Esses dois insetos possuem MP tipo 2. Outra peritrofina
(peritrofina 1) esta presente na MP do tipo 2 dos adultos do Diptera Anopheles
Gambiae, o vetor da malaria (Shen & Jacobs-Lorena, 1998), e uma oitava peritrofina
clonada foi isolada a partir da MP tipo 1 da larva do Lepidoptera Trichoplusia ni
(Wang & Granados, 1997a).

Tellam et. al. (1999) sugerem que por encontrarem-se fortemente, mas nao
covalentemente ligadas a MP, as peritrofinas estariam envolvidas em interagbes
intermoleculares. Elas possuem varios dominios ricos em cisteina, de fungéo ainda
nao conhecida, mas que poderiam estar propiciando ligagées cruzadas entre as
peritrofinas ou entre elas e outros constituintes da MP. Além disso, todas as
peritrofinas tém em comum o fato de possuirem dominios ligantes de quitina,
semelhantes aos que s&0 encontrados em quitinases.

Barry et al. (1999) clonaram e sequenciaram um gen de Drosophila
melanogaster que é expresso na traquéia do embrido. A proteina codificada por
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esse gen é muito semelhante as peritrofinas. Esse fato levou os autores a proporem
que as peritrofinas sdo membros de uma familia de proteinas ligantes de quitina,
gue possivelmente desempenham papéis mais variados que o proposto
inicialmente. De acordo com essa proposicdo esta o fato de ter sido encontrada
certa expressao de mucina (uma peritrofina) nos tubulos de Malpighi e nas células
da hemolinfa de Trichoplusia ni Wang & Granados, 1997a).

A peritrofina de Trichoplusia ni € também chamada de mucina porque
apresenta algumas caracteristicas semelhantes as mucinas de mamiferos, tais
como alta concentragdo de Thr, Ala e Pro, alto grau de glicosilagao e resisténcia a
protedlise (Wang e Granados, 1997b). Entretanto, sua sequéncia de aminoacidos
nao se assemelha a esse tipo de proteinas presente em vertebrados (Tellam, 1996).

As proteinas da MP ja tém sido utilizadas no controle de alguns insetos.
East et. al. (1993) vacinaram ovelhas com fragdes de proteinas extraidas da MP
de Lucilia cuprina (Diptera) com detergente ou uréia. Essa larva é um tipo de
berne muito comum na Australia, que ataca as ovelhas. As larvas que se
alimentaram das ovelhas vacinadas tiveram o seu crescimento significativamente
retardado, devido a ligagao especifica do anticorpo produzido pelas ovelhas com
a MP das larvas. Esta ligagao foi demonstrada por imunofiuorescéncia, isolando-
se e concentrando o anticorpo produzido pelas ovelhas (Tellam & Eisemann,
1998).

Outras substancias como vicilinas (proteinas presentes em sementes de
plantas) e lectinas com dominios ligantes de quitina estdo envolvidas em
mecanismos de defesa de plantas contra insetos. Sales et. al. (1996) mostraram que
a associacdo de vicilinas com a quitina da MP de Callosobruchus maculatus
(Bruchideo) é capaz de afetar o desenvolvimento dessas larvas. Os autores

propdem que a ligacido da proteina com as estruturas quitinosas leva a perturbagées

9



nos processos de digestdo e absorgdo de nutrientes, os quais resultam em
diminuigdo do crescimento e morte das larvas (Firmino et. al., 1996).

Embora se conhega com detalhes certos componentes da MP, o modo como
esses componentes interagem e como a MP é montada ainda é desconhecido.
Também n&o se sabe se a quitina é produzida pelas mesmas células que sintetizam

as peritrofinas e ndo se tem conhecimento sobre as propriedades da quitina sintase.

1.4-Funcdes da MP

As fungdes da membrana peritréfica podem ser divididas em gerais e
especificas (Terra, 2000). As fungdes gerais sdo aquelas analogas as do muco que
existe no intestino de varios animais e do qual acredita-se que a MP seja derivada.
Essas fungbes compreendem a protegdo mecanica (Peters, 1992) e contra
microrganismos que possam vir a adentrar o tubo digestivo do inseto (Peters, 1992;
Jacobs-Lorena & Oo, 1996; Tellam, 1996; Lehane, 1997).

As fungdes especificas sdo aquelas diferentes das do muco e ocorrem devido
a compartimentalizagdo da digestdo conferida pela MP. Os primeiros estudos sobre
compartimentalizagdo da digestdo em insetos foram realizados com as larvas do
Diptera Rhynchosciara americana. Nesse animal foi demonstrado que as enzimas
responsaveis pela digestao inicial estavam restritas ao espago endoperitréfico, as
enzimas que realizavam a digestdo intermediaria estavam presentes no espacgo
ectoperitréfico e as de digestdao terminal eram restritas as células (Terra et. al.,
1979). Posteriormente demonstrou-se que as enzimas de digestdo terminal estavam
localizadas nas membranas microvilares intestinais (Ferreira & Terra, 1980) e as

enzimas luminais eram restritas ao espago ectoperitréfico ou penetravam no espacgo
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endoperitréfico, devido ao seu didmetro (Terra & Ferreira, 1983). Baseados nesses
diametros, os autores calcularam que os poros da MP desse animal tinham de 7 a
8nm de diametro (Terra & Ferreira, 1983).

Outras observagdes importantes foram feitas em R. americana. Verificou-se
que as enzimas presentes no fluido ectoperitrofico eram excretadas em menor
velocidade que as presentes no espago endoperitrofico. Mais importante ainda foi a
observacéo de que a excregido das enzimas que estavam no espago endoperitréfico
era muito menor do que a esperada levando-se em conta o tempo de trafego do
bolo alimentar (Terra & Ferreira, 1981). Terra & Ferreira (1981) verificaram também
que havia, no bolo alimentar, um gradiente antero-posterior decrescente de tripsina,
e que esse gradiente era quase totalmente desfeito se uma dieta rica em proteinas
era oferecida a essas larvas.

Resumindo todos esses dados mais o fato de que a por¢ao anterior do
ventriculo de R. americana absorve fluidos e a regiao posterior secreta fluidos,
Ferreira et. al. (1981) postularam um esquema de como ocorreria a digestdo nesses
organismos. As despolimerazes, capazes de passar pela MP e entrar em contato
com o alimento, se ligariam aos seus substratos ja na regido anterior do ventriculo.
O complexo enzima-substrato seria muito grande para atravessar os poros da MP e
iria sendo levado com o bolo alimentar até que o substrato diminuisse de tamanho e
tanto os polimeros quanto as despolimerases pudessem passar pelos poros da MP
e ir para o espaco ectopentréfico. Uma vez que a regidao posterior do ventriculo
secreta agua e a regido anterior absorve, no espago ectoperitrofico ha um contra-
fluxo de fluidos (em dire¢do oposta a do fluxo do bolo alimentar). Tanto as enzimas
quanto os oligdbmeros vindos do espag¢o endoperitréfico seriam levados para a
regido anterior por esse contrafluxo de fluidos. Na regido anterior do ventriculo as
despolimerases poderiam novamente entrar no espago endoperitrofico. Desse modo
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as enzimas nao seriam excretadas com as fezes nas taxas calculadas levando-se
em conta a quantidade de uma determinada enzima presente na regido
endoperitréfica. O modelo explica também porque ha um gradiente antero-posterior
de tripsina no espago endoperitréfico (na regido mais anterior as proteinas ainda
nao foram digeridas e a tripsina fica retida por estar complexada ao seu substrato) e
porque esse gradiente é desfeito quando a dieta € muito rica em proteinas (mesmo
nas regides posteriores do ventriculo ainda ha proteina néo digerida, o que retém a
tripsina no espaco endoperitréfico).

O modelo de circulacédo endo-ectoperitréfica de enzimas foi reforgcado quando
se verificou que a celulase ingerida na dieta de Trichosia pubescens (Diptera com
anatomia semelhante a de R. americana) era encontrada nos cecos gastricos, que
ficam na regido anterior do ventriculo (Espinosa-Fuentes et. al., 1984).

Experimentos realizados com Musca domestica (outro Diptera) mostraram
gue uma dieta rica em proteinas ndo sé diminuia o gradiente antero-posterior de
tripsina no espaco endoperitréfico, mas também aumentava a eliminagido dessa
enzima nas fezes. Nesse inseto também foi possivel determinar quantitativamente a
absorcao e secregio de fluidos (Espinosa-Fuentes & Terra, 1987).

Pelo modelo descrito acima, uma das fungbes obvias da MP seria
economizar enzimas digestivas, que seriam excretadas em menor quantidade.
Outra fungdo que deve ser derivada dessa organizagdo descrita pelo modelo de
circulacdo endo-ectoperitréfica de enzimas deve ser uma maior eficiéncia da
digestdo. Isso ocorreria pelo fato dos oligdmeros serem eficientemente removidos
do espaco endoperitréfico pelo contra-fluxo de fluido ai existente (oligbmeros podem
inibir despolimerases) e por impedir a ligagao inespecifica de material ndo digerido a

superficie celular.
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Os trés insetos que foram utilizados para realizar os experimentos descritos
acima e que indicam fortemente a existéncia da circulacdo endo-ectoperitréfica de
enzimas possuem membrana peritréfica do tipo 2. Esse tipo de MP, aparentemente,
possibilita um espaco ectoperitréfico maior do que aquele delimitado pela membrana
peritréfica do tipo 1. Embora outros trabalhos indiguem que o mesmo sistema de
contrafluxo de fluido e economia de enzimas exista em insetos que possuem MP do
tipo 1 (Santos et. al., 1983; Terra et. al.,, 1985), algumas dulvidas as vezes séo
levantadas sobre a veracidade do modelo nesses insetos. O argumento utilizado é
que o espago ectoperitrofico em insetos com MP tipo 1 seria muito pequeno para
possibilitar a referida circulagéo.

Além das fugdes descritas acima, a MP parece também imobilizar enzimas
(Terra et. al., 1979). No Lepidoptera S. frugiperda 13% da atividade de amilase e
18% da atividades de tripsina presente no tubo digestivo foram detectadas na MP

(Ferreira et. al., 1994a).

1.5-Secrecédo de enzimas em insetos

Existem trés tipos de mecanismos de secrecdo de proteinas: holécrina,
apocrina e exocitose. Nas secregbes holécrina e apocrina os produtos de secregédo
permanecem estocados até que toda a célula (holécrina) ou parte dela (apécrina)
seja liberada para o espacgo extracelular. Ja na exocitose, os produtos de secregéo
sdo estocados em vesiculas que se fundem com a membrana plasmatica das
células, liberando seu contetido.

Graf et. al. (1986) demonstraram que vesiculas de secrecdo contendo tripsina

de células intestinais de Aedes aegypti sdo liberadas para o {imen pela via
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exocitica, e Lemos et. al. (1993) verificaram que a lisozima intestinal de M.
domestica também é secretada por essa via.

A ocorréncia de enzimas digestivas em vesiculas de secre¢do (que ndo
necessariamente sofrem exocitose) foi verificada em diferentes ordens de insetos:
no Isoptera C.severus (Bignell et. al.; 1982), nos Coleoptera P. aequinoctialis
(Ferreira & Terra; 1989) e T. molitor (Ferreira et. al.; 1990), nos Diptera M. domestica
(Espinosa-Fuentes & Terra, 1987; Jordéo & Terra, 1989; Terra & Jordado, 1989 e
Lemos & Terra, 1992a) e S. calcitrans (Moffatt & Lehane, 1990) e nos Lepidoptera
E. ello (Santos et. al; 1986) e S. frugiperda (Ferreira et. al., 1994a).

A secregido apdcrina de enzimas digestivas ndo parece ser um evento
frequente em insetos, mas alguns exemplos da sua ocorréncia sdo descritos a
seguir: em S. calcitrans a secregao de tripsina, apesar de ocorrer principalmente por
exocitose, é feita também via apécrina (Wood & Lehane, 1991; Jordao et. al, 1996a).
Jorddo et. al. (1996a), através de estudos de imunocitolocalizagdo, mostraram que
granulos de secregdo imunomarcados foram encontrados no fluido ectoperitréfico,
junto com restos celulares.

Na larva de Tenebrio molitor a amilase ocorre em poucas células da regido
anterior do intestino médio, no interior de vesiculas originarias do complexo de
Golgi, que parecem se fundir antes da sua liberagdo, através do citoplasma apical
(secrecdo apdcrina). A tripsina deste inseto, por outro lado, é observada dentro de
pequenas vesiculas perto da membrana plasmatica apical das células da regido
posterior do intestino médio, sugerindo um mecanismo exocitico de secreg¢io
(Cristofoleti et. al., 2001).

Nos Lepidoptera uma forma alternativa de secre¢do foi verificada. Em
Spodoptera frugiperda observou-se que amilase e tripsina sdo encontradas tanto na

forma solavel como ligadas as membranas das células do ventriculo (Ferreira et. al.,
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1994a). Além disso, essas enzimas sdo detecadas, tanto na forma solivel quanto
na forma particulada, em pequenas vesiculas que sado encontradas no fiuido
ectoperitréfico e que se destacam das microvilosidades da regido anterior do
ventriculo (Ferreira et. al., 1994a; Jordao et. al., 1999). Em Spodoptera frugiperda foi
possivel visualizar por microscopia eletrbnica pequenas vesiculas de secreg¢ao
migrando no interior das microvilosidades. Um anticorpo gerado contra a tripsina
solivel de S. frugiperda permitiu imunocitolocalizar a tripsina ainda ligada a
membrana das vesiculas (Jordao et. al., 1999).

Os dados comentados acima deram suporte para 0 mecanismo de secre¢éo
proposto, denominado de secre¢do microapocrina. Nesse tipo de secrecdo, a
amilase e a tripsina estariam inicialmente ligadas a membrana de vesiculas
presentes no citoplasma celular. Essas vesiculas caminhariam até as
microvilosidades onde se destacariam lateralmente (saindo uma vesicula com dupla
membrana) ou deslocariam-se até o topo das microvilosidades, fundindo-se entre si
e com a membrana microvilar. Durante este trajeto parte das enzimas seria
solubilizada e parte continuaria presa a8 membrana da vesicula. No lumen, as
enzimas ainda ligadas a8 membrana seriam entao solubilizadas pelo alto pH reinante
(cerca de 9,5) ou poderiam ser incorporadas a MP (Jordao et. al., 1999). A figura 1.2
mostra um esquema representando a secre¢ao microapocrina em S. frugiperda.

A secrecéo de proteinas estruturais da MP (peritrofinas) foi estudada em dois
insetos Lepidoptera e em um Diptera. Ryerse et. al. (1992) produziram um anticorpo
contra todas as proteinas da MP de Heliotis virescens e utilizaram esse anticorpo
para imunocitolocalizar as peritrofinas no intestino do inseto. Os autores observaram

marcagdo na propria MP, nas microvilosidades e em vesiculas citoplasmaticas.
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Figura 1.2: Esquema representando a secrecdo microapocrina nas células colunares da regido
anterior do intestino médio de S. frugiperda. (A) Vesicula de secregdo migrando dentro da
microvilosidade; (B) Apice da microvilosidade com uma vesicula se destacando; (C) vesicula de
secrecgio se fundindo com a membrana da microvilosidade, antes de se destacar; (D) vesicula com
dupla membrana passando a membrana simples, provavelmente por causa do alto pH no limen; (E)
a membrana de vesicula remanescente pode ser incorporada na MP (Jordéo et. al., 1999).

Harper & Granados (1999) realizaram a imunocitolocalizacdo da mucina de
Trnichoplusia ni com um anticorpo produzido contra essa proteina. Os autores
dizem que na regido anterior do ventriculo ha vesiculas intracelulares e algumas
sdo extensivamente marcadas. O comentario a respeito dos resultados obtidos
para o ventriculo posterior é discutivel. Os autores afirmam que a marcagao
ocorre nas microvilosidades das células colunares adjacentes as células
caliciformes e ao redor de toda a microvilosidade. Isto indicaria que a secrecdo da
mucina ocorre através da membrana plasmatica microvilar, mas os autores nao
comentam esse tipo de secre¢do. A afirmagao de que a marcagado aparece nas
microvilosidades das células colunares adjacentes as células caliciformes é

intrigante, uma vez que os proprios autores admitem que a secre¢do néo € feita
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pelas células caliciformes. O fato da proteina ser encontrada ao redor das
microvilosidades s6 significa que ela deve estar aderida ao glicocalix celular,
como ocorre com enzimas em mamiferos (Ugolev & Tsvetkova, 1986) e insetos
(Santos et. al., 1986; Ferreira et. al., 1990; Terra & Ferreira, 1994).

Tellam et. al. (2000) também realizaram marcagdo de peritrofinas. Eles
verificaram, com seu anticorpo anti-peritrofina 95 de Lucilia cuprina, que a sintese da
proteina neste inseto ocorre somente na regido da cardia, como seria esperado para
este inseto, pois possui MP tipo 2. Além disso, os autores verificaram que s6 ha
producdo do RNAm para a peritrofina 95 nas células da cardia desse inseto. Essa
proteina, embora necessite de condi¢cdes relativamente drasticas para ser
solubilizada da MP, aparece como proteina soluvel e monomérica nos excretas e no
regurgitado das larvas. O mesmo acontece quando a proteina é clonada e expressa.
Os autores acreditam que a proteina torne-se insolGvel ao interagir com outros
componentes da MP, e que a proteina monomérica que aparece sollGvel encontra-se
nesse estado devido a um excesso da peritrofina 95 que nao interagiu com

nenhuma outra molécula.
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1.6-Objetivos desse trabalho

Nosso objetivo & contribuir para um maior conhecimento sobre a sebreg:éo e
funcdo da membrana peritrofica (MP) de insetos. Para isso, propusemo-nos a
estudar a secrecéo de peritrofinas no Lepidoptera Spodoptera frugiperda, onde a
secregcdo de enzimas digestivas ja foi razoavelmente descrita, e verificar se a
secregdo de peritrofinas ocorre pelo mesmo mecanismo que leva a secregdo das
enzimas digestivas.

No que se refere a fungdo da MP, pretendemos verificar se a imobilizagéo de
enzimas digestivas nessa estrutura ocorre por um aprisionamento casual das
enzimas. Além disso, pretendemos testar o papel da MP na manutengdo do
gradiente antero-posterior de enzimas digestivas no espago endoperitréfico.

A escolha do Lepidoptera S. frugiperda como modelo de estudo deveu-se ao
fato dos Lepidoptera apresentarem um modo peculiar de secregdo de enzimas
digestivas (ja estudado em S. frugiperda), de possuirem MP tipo 1, que é uma
caracteristica importante para o estudo das fungbes da MP, e por esse inseto

possuir bom tamanho e ser de facil cultivo.
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2-Material e Métodos

2.1-Material

A maior parte dos materiais utilizados neste trabalho foram provenientes da
Sigma Co. (EUA). Alguns marcadores de peso molecular, reagentes para
eletroforeses e membranas de nitrocelulose e PVDF (polyvinylidene difluoride) foram
obtidos da Bio-Rad (EUA). Os demais reagentes foram provenientes da Merck ou da

mais alta qualidade disponivel.

2.2-Animais

As larvas de Spodoptera frugiperda foram alimentadas com uma dieta a base
de feijdo (Phaseolus vulgaris), gérmen de trigo, levedura e agar, segundo Parra
(1986). As lagartas foram criadas em tubos de vidro individuais e mantidas em foto
regime natural a 25°C. Os adultos foram alimentados com uma solu¢do de mel 10%.
Foram utilizadas somente as larvas que estavam no 5° (liltimo) estagio larval e que
ainda estavam se alimentando ativamente.

Alternativamente, algumas larvas de S. frugiperda foram alimentadas com a
mesma dieta, porém acrescida de calcofluor 1%.

As larvas de Tenebnio molitor foram crniadas em farelo de trigo a 24-26°C e
umidade relativa de 70-75%. Foram utilizadas larvas do Ultimo estagio larval,
pesando aproximadamente 0,12g e que possuiam o intestino preenchido com

alimento.
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2.3-Disseccao das larvas

As larvas de Spodoptera frugiperda foram imobilizadas em gelo picado por
aproximadamente 15 min, antes de serem dissecadas em solucgdo NaCl 125mM
gelada, com o auxilio de uma lupa. O tubo digestivo foi entdo isolado e lavado
externamente com salina, com o cuidado de se eliminar os corpos gordurosos, os
tibulos de Malpighi e as grandes traquéias. Os intestinos anterior e posterior foram
descartados, o intestino médio foi aberto e a membrana peritréfica com o contetido
alimentar removida. O epitélio ventricular foi a seguir lavado com NaCl 126mM e a
salina dessa lavagem foi armazenada a —20°C até o uso. Este procedimento foi
realizado para a coleta do fluido ectoperitrofico, que foi posteriormente processado
como sera descrito no item 2.5.

O epitélio do intestino médio foi dividido em trés partes de mesmo tamanho
denominadas epitélio do ventriculo anterior (ou regidao anterior do intestino médio),
epitélio do ventriculo médio (ou regido média do intestino médio) e epitélio do
ventriculo posterior (ou regido posterior do intestino médio). O epitélio do ventriculo
médio foi descartado porque trata-se de uma zona de transigdo entre o epitélio dos
ventriculos anterior e posterior, com caracteristicas comuns a essas duas partes. O
epitélio do ventriculo anterior foi utilizado para obtencdo das microvilosidades
intestinais de Spodoptera frugiperda, cujo procedimento sera descrito adiante (item
2.4).

A MP com o contelido alimentar foi aberta longitudinalmente e o contetudo
removido. A MP foi entdao lavada ligeiramente em salina para diminuir a
contaminacgéo pelo alimento. Lotes com material de 100 animais foram mantidos a

-20°C em solugio de NaCl 125mM até o uso.
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Nos animais que haviam ingerido calcofliior e nos seus respectivos controles,
as dissecgdes foram feitas de maneira diferente. A MP mais o contetdo alimentar foi
dividida em trés partes: anterior, média e posterior, e 0 epitélio foi descartado.

Os lotes de amostras das trés regides da MP foram homogeneizados
(separadamente) em agua bidestilada com a ajuda de um homogeneizador do tipo
Potter-Elvehjem e centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos, a 4°C. Os
sobrenadantes obtidos apés essa centrifugagdo foram estocados a —20°C até o uso.

As larvas de Tenebrio molitor (Coleoptera) foram dissecadas de maneira
analoga as de Spodopfera frugiperda. A MP junto com o contelddo (alimento) foi

isolada e o epitélio ventricular foi descartado.

2.4-Preparacdo das membranas microvilares intestinais de S. frugiperda

O epitélio do ventriculo anterior das larvas de Spodoptera frugiperda foi
submetido a precipitagao diferencial por Mg®* segundo um protocolo semelhante ao
descrito por Schimitz et. al. (1973) e modificado por Capella et. al. (1997). As
membranas microvilares do epitélio do ventriculo anterior sdo isoladas de modo
mais rapido e com maior rendimento do que as do epitélio do ventriculo posterior.

O epitélio do ventriculo anterior de 100 animais foi homogeneizado em 4mL
de meio de homogeneizagdo contendo Tris-HCl 2mM e manitol 50mM (pH 7,5). A
homogeneizagio foi feita em homogeneizador Omni-Mixer (Sorvall), em dois ciclos
de 1 minuto a 8.000 rpm, sempre a baixa temperatura. O intervalo entre um ciclo e
outro foi de 1 minuto.

A seguir, o homogeneizado foi filtrado em malha de nylon de 45 uym e o
volume completado para 5 mL com meio de homogeneizagdo. A 1 volume de
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homogeneizado foi adicionado 1 volume de MgCl, 24mM em agua. Apds a adigdo
de MgCl,, a amostra permaneceu no gelo durante 15 minutos com agitacdo por
inverséo, ocasionalmente. A seguir, a preparagéo foi sequencialmente centrifugada
a 3.500 x g por 10 minutos a 4°C, e a 23.000 x g, por 30 minutos a 4°C. O sedimento
(23.000 x g) foi ressuspendido em 2 mL de meio de homogeneizagdo aos quais
foram adicionados 2ml de MgCl, 24mM. A amostra permaneceu novamente no gelo
por 15 minutos com agitagdo ocasional antes de ser submetida as mesmas
centrifugagées (3.500 x g, 10min seguida de 23.000 x g, 30 min), a 4°C.

A figura 2.1 mostra um esquema da preparagdo das microvilosidades
intestinais de Spodoptera frugiperda. O sedimento contendo as microvilosidades
(P4) foi ressuspendido em 1 mL de meio de homogeneizacdo com auxilio de um

homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem e armazenado a -20°C até o uso.

Homogeneizado inicial
<+— Adicso de Mg*

3.500 x'g, 10 min
— » Sedimento 1

v
23.000x g, 30 min
> Sedimento 2

\ 4
Sobrenadante 1

ressuspenso em meio de homogeneizag¢ao
<+— Adicdo de Mg*?

v
3.500 x g, 10 min

» Sedimento 3

\
23.000 x g, 30 min

/ T, Sedimento 4 (P4)

Sobrenadante 2 (microvilosidades)

Figura 2.1: Esquema representativo das etapas utilizadas para a preparagdo das
membranas microvilares de Spodoptera frugiperda.
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2.5-Preparacéao da fracdo soltvel e de vesiculas do fluido ectoperitréfico de
Spodoptera frugiperda

As proteinas presentes nas vesiculas do fluido ectoperitréfico foram isoladas
conforme descrito em Ferreira et al. (1994a).

Na disseccao, o epitélio do intestino médio foi isolado e lavado com NaCl
125mM para a obtengcdo do fluido ectoperitréfico (contendo as pequenas
vesiculas), conforme descrito anteriormente. O material correspondente a 100
animais foi congelado a —20°C e ap6s descongelamento foi centrifugado a 600 x g
por 10 minutos, a 4°C. O sedimento obtido apés a centrifugacédo foi descartado, uma
vez que contém pequenos fragmentos de alimento contaminantes. O sobrenadante
foi centrifugado a 25.000 x g por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante obtido apos
esta segunda centrifugagdo comresponde a fragdo sollvel do fluido ectopentréfico e
0 sedimento contém as membranas das vesiculas do fluido ectoperitréfico. Este
ultimo sedimento foi entdo ressuspendido em 1mL de NaCl 125 mM. A figura 2.2
mostra as etapas de centrifugagido para obtengdo das proteinas do fluido
ectoperitréfico.

Fluido ectoperitréfico
+ NaCl 125mM

v
600 x g, 10 min

——p  sedimento descartado
25.000 g, 30 min

—_> sedimento

v (membranas das vesiculas)
sobrenadante

(frag@o soluvel)

Figura 2.2: Esquema representativo das etapas de centrifugacfo para obtencio das
proteinas do fluido ectoperitréfico de Spodoptera frugiperda.
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2.6-Obtencio de fracoes do conteido alimentar e das fracdes fibrosa e

gelatinosa da MP de Spodoptera frugiperda

A MP de S. frugiperda é parcialmente solubilizada se submetida a sucessivas
lavagens com salina. Essa frag8o, que se assemelha a um gel e que é facilmente
solubilizada, nés denominamos de fragdo gelatinosa da MP. A parte remanescente,
de aspecto resistente e bastante diferente, foi denominada por nés de fragédo fibrosa.

Para a obtencdo dessas fracoes da MP, os lotes contendo as membranas
peritroficas sem o contelido alimentar foram homogeneizados em agua bidestilada
com a ajuda de um homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem e centrifugados a 600 x
g por 10 minutos, a 4°C. O sedimento resultante dessa centrifugagio foi coletado
como a porgao fibrosa da MP e o sobrenadante foi centrifugado a 25.000 x g por 30
minutos. Este novo sedimento corresponde ao material particulado da fragéo
gelatinosa e o novo sobrenadante, ao material sollivel dessa mesma fragéo. Para a
determinagéo de atividades enzimaticas nessas fragdes foram utilizados quatro lotes
de quatro animais cada.

O contetdo da MP (comida) também foi coletado, homogeneizado com agua
bidestilada em homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e centrifugado a 600 x g por 10
minutos. O sobrenadante (material sollivel) e o sedimento (material particulado)
obtidos ap6s essa centrifugacdo foram coletados e as enzimas digestivas foram

ensaiadas nesses materiais.

2.7-Solubilizacdo das proteinas da MP de S. frugiperda

A fracdo fibrosa da MP obtida como descrito no item 2.6 e correspondente a

100 animais foi transferida para um homogeneizador de teflon-vidro (Potter-
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Elvehjem) e homogeneizada em 1ml de solugdo de NaCl 215mM, Tris 40mM, pH
7,0 contendo Chaps (65mM), um detergente. O homogeneizado foi entdo
centrifugado novamente a 25.000 x g por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante obtido
apos esta centrifugagdo foi denominado Scnaps € contém as proteinas da membrana
peritréfica de Spodoptera frugiperda extraidas com Chaps.

O sedimento obtido apds o tratamento com Chaps foi transferido para um
novo homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem e novamente homogeneizado, mas
desta vez em 1 mL de solugéo NaCl 215mM, Tris 40mM, pH 7,0, saturada com
uréia. Este homogeneizado foi também centrifugado a 25.000 x g por 30 minutos a
4°C, e o sobrenadante obtido apés esta centrifugagao foi denominado Syrsia.

O sedimento obtido apés a terceira centrifugagcdo foi novamente
homogeneizado em Potter-Elvehjem, com 500 ul. de uma solugdo de SDS 2% e B-
mercaptoetanol 5% (concentragdes finais). A amostra foi entdo levada em banho de
ebulicdo por 4 minutos. Apos esfriar, a preparagéo foi centrifugada a 25.000 x g por
30 minutos. O sobrenadante obtido apés esta ultima centrifugagdo foi denominado
Ssps Mercaptoetanot- A figura 2.3 mostra esquematicamente as etapas experimentais
utilizadas para a solubilizagéo das proteinas da MP.

O procedimento para obtencdo das proteinas da MP de Tenebrio molitor
esta descrito a seguir: 100 larvas foram dissecadas e isolou-se a MP juntamente
com o alimento presente em seu interior. O material foi entdo homogeneizado em
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem com agua bidestilada. O homogeneizado foi
centrifugado a 25.000 x g por 30 minutos, a 4°C. O sedimento resultante dessa
centrifugagao foi ressuspendido em 1 mL de solugdo de glicerol 60% e a
preparagéo foi novamente homogeneizada e centrifugada a 25.000 x g por 30
minutos, a 4°C. O sobrenadante dessa centrifugacéo foi diluido quatro vezes com
agua e entdo homogeneizado e centrifugado a 25.000 x g por 30 minutos (4°C). O
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sedimento obtido dessa ultima centrifugacdo foi ressuspendido em agua e
utilizado como fonte de proteinas da MP de Tenebrio molitor. As proteinas foram

solubilizadas da MP pela adigdo de tampédo de amostra (item 2.12) contendo SDS

e B-mercaptoetanol, e aquecimento em banho em ebulicio por 4 minutos.

Membrana peritréfica

+ NaCl 125 mM
» sedimento
25.000 x g, 30 min Solubilizagao
4.__.
v com Chaps
25.000 x g, 30 min
sobrenadante
(13 » ‘-__
( SChaps ) v
sedimento
Solubilizagdo
v com uréia
25.000 x g, 30 min
sobrenadante
(“Suréia”) v
sedimento

solubilizagdo com SDS+

<—— B-mercaptoetanol + banho ebuligdo

25.000 x g, 30 min

Sobrenadante p
("SSDS—MercaptoetanoI")

sedimento

Figura 2.3: Esquema mostrando as etapas realizadas para a solubiliza¢do das proteinas da
MP e obtencio das amostras SChaps, Sueie © SSDS—Memptoetanol-

26



2.8-Remocéao de substincias de baixo peso molecular

A remogéo de substéncias de baixo peso molecular de algumas amostras foi
feita dialisando-se o material ou passando-o em coluna Hi-Trap Desalting
(Pharmacia). A diélise era feita contra 2000ml de agua bidestilada em microtubos de
centrifuga (Eppendorff) de 1,5 mL, que tinham suas tampas removidas, e uma
pelicula de membrana de didlise era colocada em seu lugar. Em cada microtubo
foram dialisados de 150 a 200ul. de amostra, e cada troca da agua foi feita com
intervalo minimo de trés horas, totalizando 3 trocas. A membrana de dialise utilizada
€ permeavel a moléculas de pesos moleculares menores que 12kDa.

Na coluna HiTrap Desalting, 1,5 mL das amostras era aplicado a coluna

previamente equilibrada com 10 mL de agua bidestilada.

2.9-Dosagem de proteina

A maior parte das determinagbes de proteinas foi feita com a utilizagdo de
acido bicinchoninico (BCA), de acordo com o método descrito por Smith et. al.
(1985) e modificado por Morton & Evans (1992). A intensidade da cor formada foi
mensurada em espectrofotdbmetro a 562nm e a concentracdo de proteina das
amostras foi obtida por interpolagdo dos valores em uma curva padréao construida
com albumina sérica bovina (BSA). Esta metodologia perminte a quantificagéo de ug
de proteina e sofre interferéncia por carboidratos.

Algumas determinagdes de proteina foram feitas segundo Bradford (1976),

usando Comassie Blue G como corante e ovoalbumina como padrdo. Albumina
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sérica bovina ndo é bom padrédo neste caso, pois é capaz de ligar mais corante por
unidade de massa protéica do que a maioria das proteinas (Read & Northcote,

1981). Esta metodologia sofre interferéncia por lipideos.

2.10-Cromatografia em coluna MonoQ das proteinas solubilizadas da MP_por

—

r e

reia

———

o

A amostra Syia estava em tampao Tris 20mM, pH 7,5, em presenga de uréia.
Os procedimentos de didlise ou troca de tamp&o n&o foram adotados, afim de que
possiveis perdas na quantidade de proteinas fossem evitadas. A amostra foi
aplicada em uma coluna Mono Q H/R 5/5 do sistema FPLC (Pharmacia Biotech),
previamente equilibrada com tamp&o Tris 20mM pH 7,5 em presencga de uréia 6 M.

As amostras foram eluidas através de 20mL de um gradiente linear de NaCl
de 0 a 1M. O fluxo foi de 1 mL/min e o material eluido foi coletado em fragoes de 0,4
mL. O perfil de eluigdo das proteinas foi monitorado espectrofotometricamente a 280

nm.

2.11-Purificacéo da amilase de Tenebrio molitor

A purificagao da amilase de Tenebrio molitor foi realizada como descrito por
Cristofoletti et. al. (2001). A enzima foi purificada através da combinagdo de
eletroforese preparativa, cromatografia de troca i6nica em coluna MonoQ,
cromatografia de interagdo hidrofdbica em Fenil Superose e filtragdo em gel em
Superose 12.
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A eletroforese preparativa foi realizada em sistema Prep Cell (Bio Rad)
segundo Davis (1964) em gel de poliacrilamida 10%. As fragdes contendo atividade
de amilase foram recolhidas e aplicadas em coluna de troca idnica (MonoQ),
equilibrada com tampao piperazina 20mM, pH 5,5 e eluidas com gradiente de NaCl
de 0 a 0,6 M. As fragGes contendo atividade de amilase foram reunidas e aplicadas
em coluna hidrofébica Fenil Superose equilibrada com tampao citrato-fosfato
100mM, pH 6,0 contendo 1,7M de sulfato de aménio. A eluicdo da enzima foi
realizada em gradiente de 1,7 a 0 M de sulfato de aménio em tampao citrato-fosfato
100mM pH 6,0. As fragbes contendo atividade de amilase foram reunidas e
aplicadas em coluna de filtragdo em gel (Superose 12) equilibrada com tampao
citrato-fosfato 20mM, pH 6,0 contendo NaCl 150mM. As fragbes ativas, reunidas
apés cada passo foram submetidas a eletroforese sob condigbes desnaturantes

(SDS-PAGE, item 2.12) onde pdde-se avaliar o grau de purificagdo da amilase.

2.12-Eletroforese _em géis de poliacrilamida em condicées desnaturantes
(SDS-PAGE)

As amostras a serem separadas eletroforeticamente foram concentradas por
centrifugagcdo a vacuo, exceto quando especificado. Apds a secagem, as amostras
foram ressuspendidas em 20 pL de tamp&o de amostra (Tris-HClI 60 mM pH 6,8,
contendo 2-B-mercaptoetanol 0,36 mM, glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v) e azul de
bromofenol 0,0025% (p/v)). Algumas amostras, antes de serem concentradas, foram
submetidas a Hi-Trap Desalting ou foram dialisadas contra agua (item 2.8). Ap6s a

liofilizagdo, as preparagdes foram ressuspendidas em tamp&o de amostra contendo
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SDS 2,0% (p/v). Antes de iniciar a eletroforese, todos os materiais em tampédo de
amostra foram aquecidos a 95°C por 4 minutos.

Utilizando o equipamento Mini-Protean 1l (Bio-Rad, EUA), as eletroforeses
foram realizadas em placa fina (0,75 ou 1 mm) de poliacrilamida na presenga de
SDS 0,1%, conforme descrito por Laemmli (1970). Os géis de corrida foram
preparados em concentragdo fixa de poliacrilamida, utilizando-se tamp&o Tris-HCI
1,0 M, pH 8,8, 50ul de SDS 10%, 2,5ul de TEMED e 13,3ul de persulfato de aménio
(100mg/ml), para um volume final de 50mL. A concentracdo de poliacrilamida
utilizada foi 7,5 ou 12% para os géis de corrida, exceto em algumas eletroforeses
que foram realizadas em géis contendo um gradiente de poliacrilamida (7,5 a 12%),
montados com o auxilio de uma bomba peristaltica.

Os mesmos reagentes foram empregados para os géis de empilhamento,
preparados na concentragdo final de 4% de poliacrilamida em tamp&o Tris-HCI
1,0M, pH 6,8. As eletroforeses foram realizadas a 200V e temperatura ambiente, até
que o azul de bromofenol (utilizado como indicador da mobilidade eletroforética),
estivesse a 0,5 cm da borda inferior da placa. A solugdo de azul de bromofenol
0,02% foi preparada com SDS 0,1%, glicerol 10% e acido fosférico 0,1M, pH 6,8,

O peso molecular das proteinas observadas nos géis foi estimado utilizando
como padroes as seguintes proteinas: fosforilase b (97,4 KDa), albumina sérica
bovina (66,2 KDa), ovoalbumina (45 KDa), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (36
KDa), anidrase carbdnica (31 KDa), inibidor de tripsina de soja (21,5 KDa),
aprotinina (6,5 KDa), lisozima (14,4 KDa), miosina (200 KDa) e B-galactosidase

(116,5 KDa).
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2.13- Coloracéo de proteinas nos géis

Apés a eletroforese, as proteinas foram fixadas no gel em solugéo contendo
metanol 50% (v/v), acido acético 12% (v/v) e formaldeido 0,02% (v/v), e submetidas
ao método de coloragdo por prata desenvolvido por Blum et. al. (1987). Apds o
aparecimento das bandas de proteinas, os géis foram fotografados e mantidos em
solugdo de acido acético 0,5%.

Alguns géis foram corados com Comassie Blue R 0,1% em metanol 40% e
acido acético 10%, por 30 minutos. Apds a coloragio, foram feitas varias lavagens
dos géis com uma solugdo metanol 40% e acido acético 10%, até que as bandas de

proteinas pudessem ser visualizadas.

2.14-Transferéncia de proteinas para membrana de PVDF

As amostras de proteinas submetidas a SDS-PAGE foram transferidas para
uma membrana de PVDF (polyvinylidene difluoride) segundo o método de
Matsudaira et. al. (1987), com o uso do kit ‘Mini Trans-Blot" da Bio-Rad. As
transferéncias foram feitas em tampdo CAPS (3-{cyclohexylamino]-1-
propanesulfonic acid) 0,01M, em presen¢a de metanol 10 ou 20%. A eficiéncia das
transferéncias foi monitorada com o uso de padrdes de peso molecular pré-corados
(Bio-Rad). Algumas proteinas solubilizadas da MP foram submetidas a
sequenciamento amino-terminal ou sequenciamento de peptideos intemos apds as
transferéncias, mas os resultados néo foram conclusivos, pois a quantidade de
proteinas trasnferidas do gel para a membrana de PVDF nio era suficiente para a

determinago das sequéncias. Mesmo aplicando ao gel uma quantidade de proteina
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Superior a 200ug ndo foi possivel a obtengdo de uma sequéncia N-terminal das
proteinas solubilizadas da MP, uma vez que elas podem estar se agregando entre
si, 0 que dificultaria a sua entrada no gel de poliacrilamida. Devido a isso, optou-se
por utilizar uma estratégia diferente: uma amostra contendo a proteina pura isolada
da membrana peritréfica eluida da coluna de troca idnica (MonoQ) foi transferida
para uma membrana de PVDF (polyvinylidene difluoride) de poro de 0,2um,
segundo uma adaptagdo do método de Matsudaira et. al. (1987). Para tanto,
utilizou-se um aparelho de concentragdo de amostras da Amicon (EUA) e gas
nitrogénio. A membrana de PVDF foi previamente molhada em metanol e entdo
utiizada para a transferéncia. A amostra contendo a proteina pura foi aplicada na
parte superior do aparelho e o nitrogénio foi liberado gradativamente nesta mesma
parte do aparelho. A pressao exercida pelo gas na regido superior fez com que a
amostra se deslocasse para a parte inferior, passando antes pela membrana de
PVDF. Como esta membrana possui alta afinidade por proteinas, a peritrofina ficou
retida, enquanto que o liquido contendo o tamp&o em uréia deslocou-se para a parte
inferior do aparelho. Este método foi utilizado devido ao fracasso de varias tentativas
de transferéncias para membranas de PVDF através de géis de poliacrilamida.
Neste caso, a proteina ndo teve que ser submetida a eletroforese em gel, evitando
portanto, a precipitagdo ou perda da proteina durante o procedimento de SDS-
PAGE.

A proteina transferida foi corada com Comassie Blue R-250 0,1% em metanol
50% e devera ser submetida a sequenciamento amino-terminal ou sequenciamento
de peptideos internos utilizando métodos diferenciados como a clivagem quimica ao
invés da clivagem enzimatica, uma vez que essa proteina sai de solugdo na

auséncia de uréia.
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2.15-Preparacdo dos anticorpos contra a peritrofina de 33kDa

Foram realizadas eletroforeses das amostras Schaps € Suria €M condi¢oes
desnaturantes (SDS-PAGE), com a finalidade de se obter uma Unica proteina em
quantidade suficiente para a imunizagdo de 2 coelhos: um para uma proteina de
33kDa de Schaps € Outro para a mesma proteina, presente também em Syeia. O
procedimento utilizado para a produgéo e preparagdo dos anticorpos foi baseado no
protocolo descrito por JordZo et. al. (1996).

Aproximadamente 200 pg de proteina da amostra solubilizada da MP pelo
tratamento com uréia foram aplicados em 8 raias de um gel em gradiente de
poliacrilamida (7,5-12%). Na nona raia do mesmo gel foram aplicados 2 ng de
proteina da mesma amostra. Apds a eletroforese, somente a nona raia do gel foi
corada por prata conforme descrito no item 2.13, e o restante do gel foi armazenado
em agua bidestilada até que o procedimento de coloragdo da nona raia pudesse ser
completado. Este procedimento foi realizado para que a nona raia do gel fosse
utilizada como indicador da localizagdo da banda da proteina de 33kDa. A seguir, 0
gel foi cortado na diregdo desta banda da proteina de acordo com a distancia
percorrida por ela, mostrada na nona raia do gel. O mesmo procedimento foi
realizado com a amostra de proteinas solubilizadas da MP pelo tratamento com
Chaps.

Os pedacos de gel contendo a proteina foram homogeneizados em 2 mL de
agua bidestilada, com o auxilio de um homogeneizador do tipo Potter-Elvehjeim. O
homogeneizado foi misturado com 2ml de adjuvante completo de Freund (Sigma) e
a emulsado resultante foi injetada em quatro regides diferentes das costas de um

coelho. Depois de 65 dias, uma inje¢do similar contendo 150 ug de proteina foi
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administrada no coelho, mas homogeneizada com adjuvante incompleto de Freund
(Sigma). Depois de 8 dias, o coelho foi sangrado e, no total, foram coletados 15mL
de sangue, que permaneceram em banho a 37°C por 30 min e depois cerca de 12
horas a 4°C. A seguir, 0 soro obtido foi isolado do coagulo e centrifugado a 3.000 x g
por 10 min, a 4°C. O sedimento dessa centrifugacdo foi descartado e ao
sobrenadante foi adicionada uma solugdo de sulfato de aménio saturada pH 6,8, de
modo que o sobrenadante ficasse 50% saturado em sulfato de aménio. A amostra
permaneceu durante a noite em temperatura ambiente € no dia seguinte foi
centrifugada a 5.000 x g por 15 min, a 4°C. O sedimento obtido apés esta
centrifugacdo foi ressuspendido em solugdo de sulfato de aménio 50% saturada e
novamente centrifugado a 5.000 x g por 15 min, a 4°C. Este procedimento foi
repetido até que o sedimento adquirisse uma coloragdo esbranquicada. O
sedimento final foi ressuspendido em 1 mL de uma solugdo de NaCl 0,1M e
dialisado contra 1000 volumes de NaCl 0,1M, com uma troca de salina. O dialisado
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min (4°C) e o sobrenadante resultante desta
centrifugacgao foi distribuido em aliquotas de 20 ul, que foram armazenadas a —
20°C até o uso.

O procedimento utilizado para a produgao de anticorpos contra a proteina de
33kDa de Schaps foi andlogo ao da proteina de Syeia. A primeira inoculagéo foi feita
com 220ug de proteina e a segunda inoculagdo, com 130ug de proteina. Os
anticorpos foram denominados anti-Sy«ia (contra a proteina de 33kDa da amostra
Sueia) € anti-Schaps (Contra a proteina de 33kDa da amostra Schaps).

Como controle, foram coletados 5 mL de sangue de cada coelho antes da
primeira inoculagdo de proteinas, para a preparagdo dos soros pré-imunes. A

preparagao desses materiais foi a mesma descrita acima para os soros imunes.
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2.16-Preparaciio_do_anticorpo_contra_proteinas da membrana microvilar_de
Spodoptera frugiperda

O procedimento utilizado para a produgdo e preparagdo dos anticorpos foi
baseado no protocolo descrito por Jorddo et al. (1996). As microvilosidades
intestinais de Spodoptera frugiperda foram isoladas conforme descrito no item 2.4. A
solugio contendo as proteinas da membrana microvilar de Spodoptera frugiperda foi
misturada com adjuvante completo de Freund (Sigma). A emulsdo resultante foi
injetada em quatro regides diferentes das costas de um coelho. Depois de 60 dias,
uma injeg¢ao similar contendo aproximadamente 250 ug de proteina foi administrada
no coelho, antes de ser homogeneizada com adjuvante incompleto de Freund
(Sigma). Depois de 8 dias, o coelho foi sangrado e, no total, foram coletados 15mL
de sangue, que permaneceram em banho a 37°C por 30 min e depois por cerca de
12 horas a 4°C. Os procedimentos de purificagdo do anticorpo foram os mesmos
descritos no item anterior.

Como controle, foram coletados 5 mL de sangue do coelho antes da primeira
inoculagio de proteinas, para a preparagdo do soro pré-imune. A preparagéo desse

material foi a mesma descrita acima para o soro imune.

2.17-Preparacio do anticorpo anti-amilase de Tenebrio molitor

Foram selecionados 5 camundongos adultos e fémeas da linhagem Balbisse.
Em cada camundongo foram inoculados 20ug de amilase purificada de Tenebrio

molitor via intraperitoneal. Para tanto, a amostra foi diluida 2 vezes com adjuvante
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completo de Freund. Apés uma semana foi realizada a segunda inoculagao,
também via intraperitoneal, mas a amostra (20ug de amilase/camundongo) foi
diluida em adjuvante de Freund incompleto. Uma terceira inoculagdo foi realizada
depois de oito dias, mas desta vez sem o adjuvante de Freund. Esta terceira e
ultima inoculagéo foi intravenosa. O sangue dos camundongos (aproximadamente
1mL por camundongo) foi recolhido ap6s cinco dias, incubado a 37°C por 1 hora e a
seguir overnight a 4°C.

O soro obtido foi submetido aos mesmos procedimentos de purificagao
descritos no item 2.15. Como controle, foram coletados 200ulL de sangue de cada
camundongo antes da primeira inoculagao de proteinas, para a preparagao do soro

pré-imune, que foi a mesma descrita acima para o soro imune.

2.18-Western blot e imunoensaio

As amostras de S. frugiperda (proteinas solubilizadas da MP com uréia,
proteinas da membrana microvilar e de membranas de vesiculas do fluido
ectoperitréfico) e proteinas solubilizadas da MP de Tenebrio molitor foram aplicadas
em placas de géis de poliacrilamida contendo SDS (ifem 2.12). Apds a separagao
eletroforética, o gel foi submetido ao método de Towbin et. al. (1979) de
transferéncia de proteinas para membranas de nitrocelulose. Para tanto, os géis
foram inicialmente equilibrados em tamp&o Tris 25 mM, glicina 192 mM, contendo
metanol 20%, por 30 minutos. Em seguida, realizou-se a transferéncia eletroforética
das proteinas dos géis para membrana de nitrocelulose de poro de 0,2um,
previamente equilibrada por 15 minutos com o mesmo tampao. Foi utilizado um

sistema de transferéncia de proteinas semi-seco da Bio-Rad na presenca do
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tampao acima e nas condigOes especificadas pelo manual do aparelho: 15V, 250mA
por 30min. A eficiéncia da transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose foi averiguada pelo uso de marcadores de peso molecular pré-corados
(Bio-Rad) e pela coloragdo por prata dos géis apds a transferéncia.

Antes de serem ensaiadas, as membranas de nitrocelulose permaneceram
imersas em uma solugéo 5% de leite em p6 desnatado dissolvido em TBS (tampéo
Tris-HCI 50mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M) por 18 horas a 4°C, sem agitagéo.
Esta solugdo é capaz de bloquear os sitios da membrana que ndo contém proteinas
transferidas dos géis, evitando assim ligagOes inespecificas dos anticorpos nos
passos descritos adiante.

Apobs o bloqueio, as membranas foram lavadas (4 vezes por 5 min cada) com
TBS contendo Tween 20 0,05% (TBS-T). A seguir, as membranas foram incubadas
por duas horas com o anticorpo primario diluido em TBS-T . A diluicdo utilizada para
0 anticorpo anti-peritrofina foi de 100 vezes e para o anticorpo anti-proteinas da
membrana microvilar de S. frugiperda foi de 1000 vezes.

Apoés a incubagao com o anticorpo primario, as membranas foram lavadas
novamente com TBS-T (4 vezes por 5 min cada) e entdo incubadas com o anticorpo
secundano diluido 1000 vezes em TBS-T, por duas horas. O anticorpo utilizado foi
anti-lgG de coelho ou camundongo, produzido em cabra e acoplado a uma
peroxidase (Sigma). Depois da incubagdo, as membranas foram lavadas com TBS
(sem Tween 20) por 4 vezes de 5 min cada e submetidas aos métodos de detecgdo
para verificagao das proteinas reconhecidas pelos anticorpos.

Foram utilizados dois métodos diferentes de detecgao:

1) Apés a lavagem, as membranas foram incubadas com uma solugéo feita com
20 mg de 4-cloro-1-naftol dissolvidos em 4mL de metanol, & qual foram adicionados
20 mL de TBS aquecido a 37°C e 15 pl de H,0,. As membranas foram incubadas
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até que as bandas escuras pudessem ser visualizadas (até 15 min). Apds serem
lavadas extensivamente com agua bidestilada, as membranas foram secas ao ar;

2) Ap6s a lavagem com TBS, as membranas foram tratadas com o Kit “ECL
Western Blotting” (Amersham), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apés o
tratamento, as membranas foram expostas a um fime de deteccdo de
luminescéncia de “high performance” (Hyperfim-ECL, Amersham) ou “diagnostic
film” (Kodak). O kit mencionado € um método de detecgéo ndo radioativo emissor de

luz para detecgao de antigenos especificos imobilizados.

2.19- Microscopia eletronica de transmissao

As larvas de Spodoptera frugiperda foram dissecadas em fixador
(glutaraldeido 0,3% em tampéao fosfato 0,1M pH 7,4 com paraformaldeido 4%) e o
epitélio do intestino médio foi dividido em trés partes: ventriculos anterior, médio e
posterior, de igual comprimento. Os ventriculos anterior e posterior permaneceram
no fixador por 90 min a 4°C. Depois de lavados com tampao fosfato (5 x 10 min), os
materiais foram desidratados em concentragdes crescentes de etanol (3 x 5 min em
70% e 2 x 10 min em 90%) a tempertura ambiente. As amostras foram embebidas
em um volume de resina L. R. White (Electron Microscopy Sciences, Ft.
Washington, USA) para um volume de alcool 90% (2 x 10 min) a temperatura
ambiente, seguida da embebicdo em resina pura durante a noite a 4°C e a
temperatura ambiente (3 x 10 min). A emblocagem foi feita a 56°C por 72 horas.

Cortes ultrafinos foram feitos em ultramicrétomo e montados em telas de
niquel de 200um (revestidas com parlodiun). As telas foram colocadas (flutuando)
sobre gotas de agua bidestilada (2 x 5 min) e a seguir sobre NGS (Amersham,
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Inglaterra) diluido 30 vezes em TBS (Tris-HCI 50mM) pH 7,2 contendo BSA 1% e
NaN; 0,05%, por 30 min a 4°C. As telas foram entdo incubadas com anticorpo
primario diluido em TBS pH 7,2 contendo BSA 1%, NaN; 0,05% a 4°C, durante a
noite. Depois de lavadas em TBS pH7,2 contendo BSA 0,2%, e NaN; 0,05% e
Tween 20 0,1% (4 x 5 min, com agitagéo), as amostras foram colocadas em TBS
pH8,2 com BSA 1% e NaN; 0,05% por 30 min a temperatura ambiente, e incubadas
com anticorpo secundario (anti-lgG de coelho produzido em cabra) acoplado a
particulas de ouro de 15nm (Amershan, Inglaterra), diluido 15 vezes em TBS pH 8,2
com BSA 1% e NaNj 0,05%, por 1 hora a temperatura ambiente. As telas foram
lavadas em TBS pH 7,2 com BSA 0,2%, NaN3 0,05% e Tween 20 0,1% (4 x 5 min,
com agitacdo), seguida pela lavagem com a mesma solugdo sem BSA e NaN;
0,05% (2 x 5 min). Depois da fixagdo com glutaraldeido 2,5% em tamp&o cacoedilato
de sodio 0,1M pH 7,4 por 10 min a temperatura ambiente, as telas foram lavadas
em agua bidestilada (3 x 2 min, com agitagéo) e coradas com acetato de uranila e
citrato de chUmbo (Reynolds, 1963). Todos os cortes foram visualizados em um

microscopio eletronico de transmissao Phillips 301.

2.20-Microscopia de fluorescéncia em sistema Confocal

A microscopia confocal foi usada para visualizagao das peritrofinas, amilase,
proteinas da membrana microvilar e da MP em cortes histolégicos de Spodoptera
frugiperda. As larvas foram dissecadas em fixador de Zamboni (Stefanini et. al.,
1967) e o intestino médio foi isolado e dividido em trés partes de mesmo
comprimento, denominadas ventriculos anterior, médio e posterior. Os ventriculos
anterior e posterior permaneceram na solugio do fixador por 16 horas a 4°C, e o
ventriculo médio foi descartado. A seguir, as amostras foram desidratadas em
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concentragdes crescentes de alcool (15 min em 70%, 20 min em 95% e 2 x 30 min
em 100%), seguida de uma solugéo de 1 volume de alcool 100% para um volume
de Xiiol (30 min) e logo depois em Xilol puro por uma hora, a temperatura ambiente.
Os materiais foram embebidos em parafina, em estufa a 58°C (2 x 15 min). Apds a
embebicio, o matenial foi retirado da estufa e emblocado.

Cortes dos tecidos de 7um de espessura foram feitos no micréotomo Autocut
2040 (Reichert-Jung) e transferidos para laminas histolégicas. As laminas foram
passadas em Xilol (2 x 30 min) e a seguir incubadas em alcool 100% (3 min), 95%
(3 min) e 70% (3 min). Antes da incubagdo com o anticorpo primério, as laminas
foram lavadas em tampdo PBS (2 x 5 min) e Triton X-100 em PBS por 5 min. O
anticorpo primario foi diluido em PBS e incubado por 16 horas a 4°C. As diluigbes
utilizadas para os anticorpos primarios foram diferentes de um anticorpo para outro
e estao indicadas em cada resultado. Depois de lavadas em PBS (3 x 5 min) a
temperatura ambiente, as lAminas foram incubadas com o anticorpo secundario anti-
IgG de coelho ligado a fenilisotiocianato (FITC) diluido 100 vezes por uma hora a
temperatura ambiente. Apds a incubagdo, as laminas foram novamente lavadas com
PBS (3 x 5 min). Os cortes foram montados em Vectashield (Vector Labs, Inc., USA)
e examinados em um microscopio confocal Zeiss LSM 410.

Para a visualizagdo de quitina (componente da MP), cortes de tecido
preparados como descrito acima foram incubados com WGA (aglutinina de gérmen
de trigo). O procedimento de fixagdo € 0 mesmo descrito acima, mas a incubagéo
dos reagentes foi feita de duas maneiras diferentes. Na primeira, utilizou-se WGA
ligado a FITC (diluicdo 1: 500). A incubagao foi feita por 16 horas a 4°C, seguida da
lavagem da amostra com TBS (3 x 5 min). A seguir, a montagem foi realizada como

descrito acima. BIBLIOTECA
INSTIT DE QUIMICA
Universidade de Sio Paulo
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Na segunda maneira utilizou-se WGA ao invés de WGA ligado a FITC
(diluicdo 1: 250). A incubagéo foi feita por 16 horas a 4°C, seguida de uma segunda
incubagdo com um anticorpo anti-WGA (diluigdo 1: 500), por 2 horas a temperatura
ambiente. A seguir foram realizadas 3 lavagens de 5 min cada com PBS e entao foi
feita uma terceira incubagéo, com anticorpo secundario ligado a FITC (diluigéo 1:
100) por 1 hora a temperatura ambiente. A montagem foi realizada como descrito
acima.

A marcagdo com WGA-FITC também foi realizada em presenca de N-
acetilglicosamina 0,2M, com o objetivo de evitar a ligagdo da lectina com
glicoproteinas, pois a ligagdo do WGA com a quitina € especifica em presenca de

excesso do monémero (Peters & Latka, 1986).

2.21-Ensaios enzimaticos

Aminopeptidase

Utilizou-se como substrato leucina p-nitroanilida (LpNa) 1mM e a atividade foi
ensaiada em tampao Tris-HCI 100mM pH 7,5. A hidrélise de LpNa foi determinada
medindo-se a liberagdo de p-nitroanilina (produto da reagao) segundo Erlanger et.

al. (1961).

Amilase

A atividade de amilase foi monitorada pela producdo de grupos redutores
gerados pela hidrélise do amido, em tampao glicina 50mM, pH 9,5 em presencga de
NaCl 10mM, seguindo o método que usa acido dinitrossalicilico (DNS) descrito por

Noelting & Bernfeld (1948). O substrato utilizado foi amido soltivel 0,5%.
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Tripsina

A atividade de tripsina foi medida através da liberagdo do grupo p-nitroanilina
a partir do substrato BAPNA (a-N-benzoil-DL-arginina p-nitroanilida) 0,83mM em
tampéo Tris-HCI 100mM, pH 7,5, segundo o método descrito por Eranger et. al.

(1961).

B-N-acetilglicosaminidase

A atividade de B-N-acetilglicosaminidase foi ensaiada utilizando p-Nitrofenil-
N-acetil-p-glicosideo 2,5mM como substrato, em tampéo citrato-fosfato 100mM, pH
9,0. A reagdo foi interrompida com tampéo carbonato-bicarbonato em presenca de
SDS e o p-nitrofenolato liberado foi quantificado medindo-se a absorbancia a

420mm, conforme descrito por Terra et. al. (1979).

Quimotripsina

A quimotripsina foi ensaiada com N-succinil-Ala-Ala-Phe 7-amido-4-
metilcomarina 1uM (Barrett et. al., 1998), em tampao Tris-HCI 100mM, pH 8,5. O
substrato foi dissolvido em DMSO e entéo diluido 10 vezes em tampao. A reagéo
foi parada pela adigdo de acido acético 5% e a fluorescéncia liberada foi
detectada em um fluorimetro F2000 Hitachi, com excitagdo a 380nm e detecgao a

460nm (Alves et. al., 1996).
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Todos os ensaios foram realizados a 30°C e em condigdes tais que a
quantidade de produto foi proporcional a concentragido de enzima e ao tempo de
incubagdo. Para todos os ensaios foram realizados controles sem enzima e outros
sem substrato. Uma unidade de atividade (U) € definida como a quantidade de
enzima que hidrolisa 1umol de substrato (ou ligagéo) por minuto.

Deve-se ressaltar que todos os sedimentos obtidos por centrifugacéo foram
ressuspendidos por homogeneizagdo com o auxilio de um homogeneizador do
tipo Potter-Elvehjem. Se essa medida ndo & tomada, a recuperagcdo das

atividades enzimaticas fica muito diminuida.
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3-Resultados

3.1-Determinagdo de proteinas nas preparacdes solubilizadas da membrana
peritrofica

Estavamos em duvida sobre que método utilizar para determinar a
quantidade de proteinas presente nas amostras solubilizadas da MP por Chaps e
por uréia. Desse modo, comparamos as determinagdes realizadas utilizando BCA e
Comassie Blue, e obtivemos os mesmos valores. Optamos entdo por utilizar BCA
nessas determinagdes.

Com a finalidade de verificar se uréia ou Chaps interferiam nas dosagens de
proteina por BCA realizadas no material solubilizado da MP de S. frugiperda,
levando a determinagdes erradas, realizou-se um teste onde a curva padrdo de
proteinas continha Chaps ou uréia, na mesma quantidade utilizada para a
solubilizacdo das proteinas da MP. A figura 3.1 mostra uma comparag¢do entre os
resultados de uma dosagem de proteina (albumina sérica bovina) realizada
utilizando uma curva padrao sem Chaps ou uréia (controle), e curvas contendo um
dos dois reagentes. Os resultados mostram uma diferenga na inclinagdo da reta
referente a curva padrao feita com Chaps, em relagéo a curva padrao controle. Para
a determinagdo da quantidade de proteina por BCA das amostras contendo Chaps
foi utilizado, portanto, um fator de célculo diferente daquele usado para as amostras

contendo uréia.
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Figura 3.1: Efeito da utilizagio de Chaps ou uréia em determinagdes de proteinas por BCA.
As inclinagdes das retas referentes aos graficos A, B ¢ C séo 0,068, 0,088 e 0,067,
respectivamente.

3.2-Solubilizacdo das proteinas da MP de Spodoptera frugiperda

A MP de S. frugiperda € composta por um material gelatinoso, que se
solubiliza por lavagens em salina (que nés denominamos de fragdo gelatinosa), e
por uma estrutura sélida e resistente que denominamos de fragcdo fibrosa. Essa
ultima fracéo foi sequencialmente submetida a tratamentos com Chaps, uréia e SDS
+ B-mercaptoetanol, na tentativa de solubilizar suas proteinas. As proteinas
solubilizadas por esses reagentes foram submetidas a SDS-PAGE, em um gel com
gradiente de poliacrilamida de 7,5 a 12%. A figura 3.2B mostra a foto do gel com as
proteinas solubilizadas pelos diferentes tratamentos.

Pode-se observar que o tratamento com uréia é capaz de solubilizar uma
maior quantidade de proteinas da MP do que o tratamento com Chaps, mas em
ambos os extratos observa-se uma mesma banda de proteina. O peso molecular
relativo dessa proteina solubilizada por uréia e Chaps foi estimado através da
comparacdo com a migracao eletroforética dos padrdes de peso molecular. Essa
proteina (solubilizada da MP com Chaps e uréia) foi estimada como tendo Mr de

33kDa, que € um tamanho parecido com aquele de outras peritrofinas descritas.
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Figura 3.2: Coloragdo por prata apds SDS-PAGE das proteinas da membrana
microvilar, das vesiculas do fluido ectoperitréfico e da MP de S. frugiperda. (A) gel
12%. Raia 1: proteinas da membrana microvilar da regifio anterior do intestino médio;
raia 2: proteinas das vesiculas do fluido ectoperitr6fico; raia 3: proteinas da fragdo
gelatinosa da MP. Os asteriscos correspondem as proteinas que estdo presentes nas
vesiculas e na fracdo gelatinosa, mas nio nas membranas microvilares. (B) gel 7,5-
12%. Raia 1: proteinas solubilizadas da MP com Chaps; raia 2: proteinas solubilizadas
da MP com uréia; raia 3: proteinas solubilizadas da MP com SDS e p-mercaptoetanol.
O asterisco indica a proteina de 33kDa. Os pontos indicam as proteinas majoritarias
encontradas em cada fragdo.
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Além disso, uma vez que a maior quantidade dessa proteina é solubilizada depois
do tratamento com uréia, ela certamente deve ser uma proteina integrante da MP ou
peritrofina (Tellam et. al., 1999).

Conforme comentado anteriormente, vesiculas de secregdo e por¢des das
membranas microvilares se destacam das células formando as vesiculas presentes
no fluido ectoperitréfico. Como hipoteticamente essas vesiculas incorporam-se a
MP, uma comparacgio das proteinas presentes em todas essas fragoes foi realizada.
Para tanto, uma amostra contendo as proteinas presentes na fragéo gelatinosa da
MP foi submetida a SDS-PAGE, em um gel com concentragio de poliacrilamida de
12%. Também foram aplicadas nesse gel as amostras contendo as proteinas das
membranas microvilares e das membranas do fluido ectoperitréfico de Spodoptera
frugiperda. A figura 3.2A mostra a fotografia do gel apds a eletroforese. Pode-se
observar que algumas proteinas da membrana microvilar estdo aparentemente
presentes também nas vesiculas do fluido ectoperitréfico e na fragdo gelatinosa da
MP. Outras proteinas estdo presentes somente nas vesiculas e na fragédo
gelatinosa. Nota-se também que aparentemente ha uma identidade muito grande

entre as proteinas da membrana microvilar e das vesiculas do fluido ectoperitréfico.

3.3-Tentativas de obtencdo da sequéncia de aminoacidos de um peptideo da

peritrofina de 33kDa

Desejavamos obter uma sequéncia amino-terminal e/ou uma sequéncia de
um peptideo interno da peritrofina de 33kDa. Nosso intuito inicialmente era utilizar
essa sequéncia para comparag¢do com sequéncias de peritrofinas depositadas em

bancos de dados. Tinhamos também interesse nessas sequéncias para no futuro
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produzirmos sondas e clonarmos a peritrofina de 33kDa a partir de uma biblioteca
de cDNA de tubo digestivo de S. frugiperda, que temos em nosso laboratério.

Para a obtengéo das sequéncias tentamos inicialmente transferir as proteinas
(solubilizadas da MP) do gel para membranas de PVDF, mas uma série de
problemas ocorreram com inimeras tentativas. O principal problema observado foi a
ndo eficiéncia na transferéncia da proteina de 33kDa. Aventamos a possibilidade de
ndo estar havendo a transferéncia, mas sempre que os géis utilizados nas
transferéncias eram corados por prata, observava-se apenas um minimo de
proteina que ainda permanecia no gel, mas uma grande quantidade de proteina era
transferida, sem aderir 2 membrana de PVDF. Ademais, os padrbes de peso
molecular pré-corados utilizados nos experimentos eram muito bem transferidos
para as membranas de PVDF. O problema era, portanto, intrinseco as proteinas
destas amostras. Foram testadas diferentes concentra¢cdes de metanol no tampéo
de transferéncia, mas em nenhum teste observou-se resultado satisfatério. Também
foram experimentadas diferentes condicbes de transferéncia, variando-se a
voltagem, a corrente ou o tempo de transferéncia utilizado. Em alguns experimentos
observou-se a transferéncia de proteinas para a membrana, mas nestes casos a
coloragdo da banda de proteina na membrana de PVDF era muito ténue, indicando
pouca quantidade de proteina transferida.

Uma vez que ndo conseguimos obter uma sequéncia transferindo as
proteinas para a membrana de PVDF, tentamos a seguir envia-las no préprio gel,
para o laboratério de analises de sequéncias de proteinas da Universidade de
Kentucky (USA). Embora cerca de 60ug de proteina tenha sido mandada, apés
clivagem proteolitica da amostra nenhum peptideo foi detectado. Posteriormente
foi observado que sempre que aplichvamos amostras com mais de 10ug de

proteinas solubilizadas a partir da MP em uma mesma raia no gel, somente
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proteinas com mais de 50 kDa eram observadas apds a eletroforese em SDS-
PAGE. Esses resultados indicam que a proteina deve sair de solugcdo em varias

condigdes.

3.4- Purificacao da proteina de 33kDa

Uma vez que nossa hipdtese é que as peritrofinas de S. frugiperda saem
facilmente de solugéo, decidimos entdo tentar purificar a proteina de Mr 33kDa,
mantendo-a sempre em meio contendo uréia. Para tanto, uma amostra de
proteinas, solubilizadas da MP pelo tratamento com uréia correspondente a 100
larvas, foi aplicada em uma coluna de troca i6nica (MonoQ) em sistema FPLC
(Pharmacia, Biotech), conforme descrito no item 2.10. Todos os procedimentos
foram feitos utilizando-se uréia na mesma concentragdo da amostra, para que nao
houvesse perda de proteinas devido a precipitagdo. O pH dos tampdes foi
idéntico ao pH da amostra, também para evitar a perda de proteinas nos
procedimentos de troca de tampéo. A figura 3.3 mostra a fotografia do SDS-PAGE
feito com algumas fragdes eluidas desta cromatografia, que foram escolhidas com
base no perfil de proteinas tragado pelo registrador UV acoplado ao FPLC. Os
géis foram feitos em gradiente de poliacrilamida de 7,5 a 12% e as amostras nao
foram dialisadas nem concentradas em Speed vac.

Na figura 3.3 pode-se observar que nas raias correspondentes as fragdes
44, 46, 47 e 48, a proteina de Mr 33kDa esta pura. Nas outras raias observam-se
proteinas majoritarias, mas com alguns contaminantes. A proteina de 33kDa foi
transferida para membrana de PVDF (conforme descrito no item 2.14) para poder

ser enviada a um centro de sequenciamento. Tentaremos obter uma sequéncia

AQ



| Sl
] 1
o

| s e

{ -
J gl
E.E_i
39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
" r""l " ‘ﬂﬂ!'H!

505154 5556 68 69 70 78 79

Figura 3.3: SDS-PAGE com as fragdes eluidas da cromatografia em coluna
MonoQ (FPLC). (A) fragbes 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 31, 32 e 33; (B)
fragGes 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 e 48; (C) fragdes 50, 51, 54, 55, 56,
68, 69, 70, 78 e 79. Observar a proteina de 33kDa purificada nas fragSes 44,
46,47 e 48.
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de aminoacidos de um peptideo formado a partir de hidrélise quimica da proteina,
uma vez que provavelmente ela saira de solugdo caso nao esteja na presencga de

altas concentragées de uréia.

3.5-Especificidade do anticorpo anti-peritrofina

A proteina de 33kDa solubilizada da MP foi isolada através de SDS-PAGE
em quantidade suficiente para produ¢éo de anticorpo policlonal em coelho. A razdo
pela qual nao utilizamos a peritrofina de 33k purificada a partir da cromatografia em
coluna MonoQ para produzirmos o anticorpo € que o rendimento nesse
procedimento € extremamente baixo.

Os procedimentos para a obtengao do anticorpo estéao descritos no item 2.15.
Um dos anticorpos foi feito a partir de uma proteina de 33k da amostra Scnaps.
Esta mesma proteina é também observada na amostra Sy¢a. Para garantirmos a
produgdo do anticorpo contra a proteina de 33k, dois coelhos foram utilizados
para a produgdo do anticorpo, um para a proteina de 33kDa da amostra
solubilizada com Chaps e o outro para a mesma proteina, mas da amostra
solubilizada com uréia. Dessa forma seria mais provavel a produgao do anticorpo.
Quando os anticorpos foram testados quanto a sua especificidade através de
western blot, observou-se que o anticorpo produzido a partir da proteina
solubilizada com uréia ndo era especifico, pois observava-se marcacio de varias
proteinas na utilizagdo do soro pré-imune, que foi retirado do coelho antes da
primeira inoculagdo de proteinas. Ja os resultados observados na utilizagdo do

anticorpo produzido a partir da amostra da proteina de 33kDa solubilizada com
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Chaps foram bastante satisfatérios. Este anticorpo mostrou-se especifico contra a
proteina de Schaps de 33K, que também foi reconhecida na amostra Syrgia-

Este anticorpo foi testado quanto a sua especificidade através de western blot
com uma amostra contendo todas as proteinas solubilizadas da MP pelo tratamento
com uréia. O resultado deste experimento estd mostrado na figura 3.4. O anticorpo
anti-peritrofina aparentemente reconheceu a proteina de 33kDa. O reconhecimento
muito ténue da proteina de 33K nesse western blot provavelmente se deve a
pequena quantidade de proteina transferida para a membrana de nitrocelulose. A
especificidade da resposta as proteinas de Spodoptera frugiperda foi confirmada
através de outro Westermn blot, onde uma fragdo do sangue do coelho antes da
imunizagdo (sore pré-imune) ndo reconheceu as bandas de proteinas (dado nao
mostrado).

O anticorpo anti-peritrofina de Spodoptera frugiperda também é capaz de
reconhecer proteinas da MP de Tenebrio molitor. Apoés os procedimentos para
obtencdo das proteinas da MP de Tenebrio molitor (item 2.7), a amostra foi
aplicada em um gel com gradiente de poliacrilamida de 7,5 a 12%. A seguir as
proteinas foram tranferidas para uma membrana de nitrocelulose, conforme
descrito no item 2.18. A figura 3.5 mostra o reconhecimento de pelo menos duas
bandas de proteinas na amostra de Tenebrio molitor, indicando identidade
imunolégica entre a proteina da MP de S. frugiperda e duas proteinas de T.

molitor.

3.6-Imunocitolocalizacado da peritrofina no intestino médio de S. frugiperda

O anticorpo feito contra a proteina de 33kDa foi utlizado para

imunocitolocalizar a peritrofina no intestino médio de S. frugiperda. Na figura 3.6
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Figura 3.4: Western blot com a amostra de protefnas
solubilizadas da MP com uréia usando o anticorpo anti-
peritrofina. Observar o reconhecimento da banda de 33kDa.
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Figura 3.5: Western blot com a amostra de proteinas da
MP de T. molitor usando o anticorpo anti-peritrofina de S.
frugiperda diluido 100 vezes. As setas indicam as
proteinas principais reconhecidas pelo anticorpo.
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Figura 3.6: Visualizagdo da peritrofina de 33kDa por imunofluorescéncia
utilizando o anticorpo anti-peritrofina de S. frugiperda diluido 20 vezes. (A)
Ventriculo anterior com vesiculas de secre¢do marcadas no interior das células
colunares; (B) Ventriculo posterior, com marcagdo bem menos intensa nas
células e mais restrita 38 MP. MP= membrana peritréfica. Barras= S0pm.
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vemos um resultado de imunofluorescéncia em microscopio Confocal. Na regido
anterior (figura 3.6A) observamos marcagéo em inumeras vesiculas de secre¢o, na
regido das microvilosidades, na membrana peritréfica € na membrana basal. Na
regiao posterior (figura 3.6B), a marcagdo s6 é abundante na MP. Controles feitos
com 0 soro pré-imune foram negativos.

Além dos resultados observados em sistema Confocal, uma outra abordagem
foi utilizada: os cortes de tecido, apdés serem incubados com o anticorpo anti-
peritrofina foram incubados com um anticorpo anti-lgG de coelho produzido em
cabra e acoplado a ouro coloidal. Este anticorpo secundario permite verificar a
marcagao ao microscopio eletronico. Na figura 3.7 esta mostrada a marcagao na MP
e na figura 3.8 observa-se que na regiao anterior do intestino médio a peritrofina
esta presente no interior de pequenas vesiculas de secreg¢éo (figura 3.8C). Nas
microvilosidades dessa regido, a marcag¢@o é observada principalmente de forma
agrupada (figura 3.8 A e D). No ventriculo posterior (figura 3.9) a marcagdo € bem
menos intensa, tanto nos granulos de secrecdo como nas microvilosidades. Nesta
‘egido, a marcagdo € observada somente nas raras pequenas vesiculas de
secrecdo presentes nesse local, enquanto que as grandes vesiculas, tipicas dessa

"egiao do intestino médio, nao estdo marcadas.

3.7-Visualizacdo de quitina com WGA

Com a finalidade de certificarmo-nos de que a estrutura extracelular
ortemente marcada com o anticorpo anti-peritrofina corresponde a MP, realizamos
1 marcagao do intestino médio de S. frugiperda com WGA acoplada a uma proteina

luorescente (WGA-FITC), ou WGA seguido de uma nova incubagdo com anti-WGA.
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Figura 3.7: Imunocitolocalizagio de peritrofinas na
membrana peritrofica da regifio anterior do intestino médio
de S. frugiperda usando o anticorpo anti-peritrofina.
Aumento de 52.000 vezes.
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Figura 3.8: Imunocitolocalizagdo da peritrofina de 33kDa nas células do
epitélio do ventriculo anterior de S. frugiperda. Observar a marcag@o nas
microvilosidades (A e B), na MP (A e D) e no interior das vesiculas de
secrecdo (C). Aumentos: A=16.000 vezes; B=37.500 vezes; C=41.000
vezes; D=28.000 vezes.

SV
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Figura 3.9: Imunocitolocalizagio da peritrofina de 33kDa nas células do
epiélio do ventriculo posterior de S. frugiperda. Observar a pouca
marcagdo nas microvilosidades (A, B e D) e nas grandes vesiculas de
secregdo (C). Notar que a presenga de granulos de ouro somente nas
raras pequenas vesiculas de secrecdo (D). Aumentos: A, B ¢ D=15.000
vezes, C=15.500 vezes.
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Esta lectina se liga especificamente a residuos de N-acetilglicosamina, que é o
mondmero que compde a quitina da MP. A figura 3.10 mostra o resultado obtido
com as marcagbes com WGA. Nota-se que a marcagdo na regido anterior do
intestino médio (figura 3.70 A e C) é mais intensa do que na regido posterior (figura
3.10 B e D). A marcagdo intracelular observada nesse experimento deve-se a
ligagéo da lectina com glicoproteinas, uma vez que ela ndo € mais observada em
presenca de excesso de N-acetilglicosamina (figura 3.171). Com esse procedimento,
observa-se marcagdo na MP (no mesmo local marcado com o anticorpo anti-
peritrofina) e na base das células espiteliais do intestino médio, que deve

corresponder aos anéis de quitina das traquéias.

3.8-imunocitolocalizacdo de amilase no intestino médio de S. frugiperda

Resultados anteriormente obtidos em nosso laboratério demonstraram que
um anticorpo anti-amilase de Tenebrio molitor feito em coelho (Cristofoletti et.al;
2001) é capaz de reconhecer duas amilases de Spodoptera frugiperda. Com base
neste resultado, decidimos produzir um novo anticorpo anti-amilase de T. molitor,
mas desta vez feito em camundongos, com o objetivo de verificarmos
comparativamente, através de microscopia eletronica, se as vesiculas presentes na
regiao anterior do intestino médio de S. frugiperda, responsaveis pela secre¢do das
peritrofinas, sdo também responsaveis pela secre¢do de enzimas digestivas para o
limen intestinal. A necessidade de um novo anticorpo da-se pelo fato de que, para
que dois anticorpos sejam utilizados em uma mesma imunocitolocalizagao
(marcagao dupla), estes devem possuir IgGs de animais diferentes. Assim, os

anticorpos secundarios (anti-lgG de coelho e anti-igG de camundongo) podem ser
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Figura 3.10: Visualizagdo da MP de S. frugiperda utilizando WGA-FITC
(500 vezes diluido) (A-B) e WGA (500 vezes diluido) + anti-WGA (500
vezes diluido) (C-D). A e C: intestino médio anterior; B e D: intestino
médio posterior. MP= membrana peritréfica.
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Figura 3.11: Visualiza¢do de quitina no intestino médio de S. frugiperda
usando WGA-FITC em presencga de excesso de N-acetilglicosamina. (A)
Intestino médio anterior; (B) intestino médio posterior. Observar a forte
marcac¢do na MP e nas traquéias que contornam o epitélio. Barras= 50pm.
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identificados através do acoplamento com particulas de ouro de tamanhos
diferentes (ou com diferentes proteinas fluorescentes). Isso permite, portanto, a
diferenciagao na marcagao de proteinas da MP com o anticorpo anti-peritrofina feito
em coelho e a amilase digestiva com o anticorpo anti-amilase feito em
camundongos.

O primeiro passo para a produgdo do anticorpo em camundongos foi a
purificacio da amilase de 7. molitor. O procedimento de purificagdo utilizado foi
descrito por Cristofoletti et. al. (2001) e todos os passos cromatograficos estao
descritos no item 2.11. A amilase de T. molitor foi purificada a partir do
homogeneizado de intestino médio de 200 larvas, através de uma combinacio de
técnicas cromatograficas e eletroforese preparativa em gel de poliacrilamida. O
anticorpo anti-amilase nado foi gerado contra a amilase de S. frugiperda porque esta
enzima nunca foi obtida na forma pura, em varias tentativas de purificagdo
realizadas.

Conseguimos obter marcacdo das amilases de S. frugiperda com esse
anticorpo em western blots (dados ndo mostrados), mas seu titulo estava muito
baixo e portanto ndo possibilitou a utilizagdo desse anticorpo em experimentos de
imunocitolocalizagdo. Dessa forma, decidimos utilizar o anticorpo contra a amilase
de T. molitor feito em coelho para imunocitolocalizar a enzima no intestino médio de
S. frugiperda. Apesar dele possuir IgG de mesma origem que o do anticorpo anti-
peritrofina, poderiamos verificar se o tipo de secre¢ao de amilase € o mesmo das
peritrofinas e ainda se o mesmo tipo de vesiculas (de mesmo tamanho e localizadas
nas mesmas regides) sdo capazes de secretar tanto peritrofinas quanto enzimas
digestivas.

O anticorpo contra amilase de T. molitor feito em coelho foi utilizado em
experimentos de imunocitolocalizagdo no intestino mégl:o_ yge S?A\fl;ugipglfda. Para
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tanto, o anticorpo secundario era acoplado a uma proteina fluorescente, o que
permitia a visualizagdo da amilase em microscépio Confocal, ou era acoplado a
particulas de ouro coloidal, permitindo a visualizagdo em microscopio eletrénico no
nivel ultraestrutural. A figura 3.12A mostra que a marcagdo da amilase nas
microvilosidades das células do ventriculo anterior € mais intensa do que a
marcagdo observada com o anticorpo anti-peritrofina. Também observa-se
marcagdo em vesiculas de secre¢do no interior das células colunares dessa regido.
No ventriculo posterior (figura 3.12B), a marcagio praticamente restringe-se a MP.
Quando a localizagdo de amilase € visualizada ao microscépio eletronico (figura
3.13), observa-se marcagdo na MP (figura 3.13A), nas microvilosidades (figura
3.13B) e também aparentemente ligada 8 membrana das vesiculas presentes nas
microvilosidades (figura 3.13A). No interior das células a marcagio é observada nas
pequenas vesiculas da regido anterior, do mesmo modo que se observa a marcagéo
para peritrofina. Entretanto, a amilase parece muitas vezes estar presente nas
membranas dessas vesiculas (figura 3.13B, setas). Na regido posterior (figura
3.13C), pouca marcagao € observada nas grandes vesiculas tipicas dessa regido e
nas raras pequenas vesiculas ai encontradas. Em muitos campos nenhuma dessas

pequenas vesiculas é detectada.

3.9-Especificidade do anticorpo anti-proteinas microvilares do ventriculo

anterior de S. frugiperda

Uma preparagdo da membrana microvilar do epitélio do ventriculo anterior
de Spodoptera frugiperda foi utilizada para produgéo de anticorpos em coelho.

Nosso objetivo, com a produgdo de um anticorpo contra todas as proteinas
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Figura 3.12: Visualizagdo da amilase no intestino médio de S.
frugiperda. (A) Regido anterior do intestino médio com marcagdo nas
microvilosidades e nas vesiculas das células colunares. As setas indicam
as células caliciformes no marcadas. (B) Intestino médio posterior com
a fluorescéncia restrita 8 MP. PM=membrana peritrofica. Barras= 50pm.
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Figura 3.13: Localizagido imunocitoquimica da amilase no intestino médio
de S. frugiperda. (A) e (B) Regido anterior do intestino médio com
marcagdo na MP, nas microvilosidades e ocasionalmente nas membranas
das vesiculas. (C) Regido posterior do intestino médio.
Mv=microvilosidades; PM=membrana peritréfica. Barras=0,5pm.
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presentes nas membranas microvilares, era comparar a composi¢éo protéica dessa
membrana com a das vesiculas presentes no fluido ectoperitréfico, além da
verificagdo da presenga dessas proteinas na MP. Um westem blot das amostras de
proteinas da membrana microvilar e das vesiculas do fluido ectoperitréfico,
previamente submetidas a SDS-PAGE, esta mostrado na figura 3.14. O anticorpo
anti-proteinas microvilares aparentemente reconheceu varias proteinas da amostra
de membranas microvilares de S. frugiperda, como esperado. As bandas
reconhecidas nesta amostra possuem os seguintes valores de Mr: 21.6k, 27.3k, 30k,
54.7k, 79.2k, 93.1k, 112.2k, 120k. As proteinas da membrana microvilar com Mr de
112.2k e 120k também foram reconhecidas pelo anticorpo anti-amilase de T. molitor,
e a proteina com Mr de 93.1k foi reconhecida por um anticorpo anti-tripsina de
Musca domestica (dados ndo mostrados). Esses pesos moleculares sdo muito
diferentes dos observados para essas mesmas enzimas obtidas a partir da fragao
soltvel da membrana peritréfica mais conteudo (Ferreira et. al.,, 1994b; Jordao et.
al., 1999; dados ndo mostrados). Uma hipbtese para esses pesos moleculares
diferentes é o fato das proteinas estarem ligadas a membrana e talvez por isso
ainda associadas a outras moléculas. Essas associagdes ndo estariam sendo
desfeitas pelo tratamento com SDS e f-mercaptoetanol a 95°C. Isso ndo parece
completamente estranho, uma vez que mesmo proteinas puras podem formar
agregados que nao sido desfeitos nessas condi¢cbes (Jordao et. al., 1996). Supomos,
portanto, que essas proteinas correspondam as amilases e a tripsina ligadas a
membrana microvilar (JordZo et. al., 1999).

Na raia correspondente a amostra de proteinas da membrana do fluido
ectoperitréfico, observa-se o reconhecimento de algumas bandas, com Mr de 21.6k,

27.3k e 30k. Isto indica que pelo menos parte das proteinas das vesiculas do fluido
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Figura 3.14: Western blot com o anticorpo anti-proteinas da
membrana microvilar de S. frugiperda. (A) Amostra de
microvilosidades; (B) amostra de vesiculas do fluido
ectoperitréfico. As setas indicam as proteinas principais
reconhecidas pelo anticorpo.
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ectoperitréfico sdo derivadas das membranas microvilares do intestino médio
anterior.

O anticorpo contra as proteinas da membrana microvilar foi utilizado para
imunocitolocalizar essas proteinas no intestino médio de S. frugiperda, através de
microscopia Confocal. A figura 3.15 mostra que a marcagdo € mais evidente no
apice das células da regido anterior do intestino meédio (figura 3.75 A) do que na
regido posterior (figura 3.15B). Na regido anterior, intensa marcagio é observada
em vesiculas intracelulares. Também observa-se marcagdo na MP ao longo de todo

o intestino médio.

3.10-Associacdo de enzimas digestivas com a MP de S. frugiperda

Ferreira et. al. (1994a) tinham mostrado que quantidades significativas de
amilase e tripsina eram encontradas na MP de S. frugiperda. Decidimos obter uma
fracdo que contivesse principalmente proteinas da porgdo gelatinosa da MP e
verificar se enzimas digestivas eram encontradas ai. Além disso, através da
determinacdo da atividade especifica das enzimas e da comparagdo com a
atividade especifica determinada em outros compartimentos do intestino médio,
talvez pudéssemos observar se existiam diferencas na proporcdo em que elas
seriam retidas na MP. Para tanto, quatro lotes de quatro animais cada um foram
utiizados nos ensaios enzimaticos de amilase, tripsina, aminopeptidase e N-
acetilglicosaminidase. As amostras usadas foram as fragGes fibrosa e gelatinosa
(material particulado e material solivel) e o conteiido da MP (material particulado e

material solivel). A Tabela | mostra as atividades e atividades especificas das
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Figura 3.15: Visualizagdo das proteinas da membrana microvilar no intestino médio
de S. frugiperda. (A) Regido anterior do intestino médio com marcagéo nas células, na
MP e nas microvilosidades; (B) regido posterior do intestino médio com marcagdo na
MP e nas microvilosidades. Notar que a marcac¢io no apice das células € mais intensa
na regido anterior do que na regido posterior do intestino médio. PM= membrana
peritrofica. Barras= 50pm.
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enzimas nas amostras da MP, no contetdo alimentar, nas membranas microvilares
e nas membranas das vesiculas e fragcdo sollvel do fluido ectoperitrofico.

Pode-se observar que uma maior quantidade de enzimas & incorporada na
fracdo gelatinosa do que na fragao fibrosa da MP. Deve-se levar em consideragéo
que as diferencas sdo sempre maiores do que as observadas, uma vez que a
por¢ao fibrosa da MP é necessariamente contaminada com particulas de comida.
Nessas particulas se adsorvem uma grande quantidade de enzimas digestivas (ver
material particulado comrespondente ao conteudo da MP, Tabela 1), principalmente
amilase e tripsina.

A atividade especifica de amilase e tripsina € maior na fragao gelatinosa da
MP do que nas vesiculas do fluido ectoperitrofico, e o contrario &€ observado para a
aminopeptidase (Tabela I). Ja& para N-acetilglicosaminidase, a maior atividade

especifica é observada no fluido ectoperitréfico.

3.11-Efeito do calcofldor na MP de S. frugiperda

O calcoflior é uma substancia capaz de se ligar a quitina e, portanto, a MP.
Sabe-se que esta droga provoca danos na MP de insetos com MP do tipo 1 através
da competicdo com as proteinas da MP pela ligagdo com a matriz quitinosa (Wang
& Granados; 2000). Para verificarmos se danos na MP levavam a alteragdo na
distribuicdo de enzimas no interior da MP, larvas de S. frugiperda foram alimentadas
com dieta contendo calcoflior e, apds 8 horas, dissecadas. Os controles foram
feitos com os insetos no mesmo estagio larval e alimentados com a mesma dieta,
porém sem calcoflior. Apés a disseccdo, as membranas peritréficas das larvas

alimentadas com calcofldor e das larvas controle foram analisadas e comparadas. A
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figura 3.16 mostra a MP com o conteudo alimentar de uma larva alimentada com
calcoflior e uma larva controle. Observou-se que a MP da larva alimentada com
calcoflior estava completamente modificada (figura 3.16 B e D), possuindo a
aparéncia de um gel. O bolo alimentar estava disperso no interior do epitélio
ventricular e ndo havia uma separagéo bem delimitada do espaco ectoperitréfico do
espaco endoperitréfico pela MP, como foi observado para as larvas controle.

Além de se ligar a quitina, o calcoflior € um agente fluorescente. As
membranas peritréficas das larvas controle e alimentadas com a droga foram
observadas em transiluminador UV, para verificagdo da incorporagdo do calcofiior
na MP e também para certificarmo-nos de que as larvas alimentadas com calcofluor
estavam mesmo comendo a dieta. A figura 3.17 mostra a diferen¢a entre uma larva
controle e uma larva alimentada com calcoflior. Podemos verificar que os insetos
estdo realmente comendo a dieta contendo calcofllior e que este agente esta
nitidamente se ligando a MP, provocando a perda da integridade dessa estrutura
(figura 3.17 B).

A MP junto com o conteudo alimentar das larvas controle e alimentadas com
calcofluor foram divididos em trés regides de igual comprimento (anterior, média e
posterior). Foram recolhidas as amostras de 16 animais, divididos em quatro lotes
de quatro animais cada um. O mesmo procedimento foi realizado com as larvas
controle. As atividades de tripsina e quimotripsina foram determinadas nas trés
regides da MP, com a finalidade de verificarmos se o gradiente antero-posterior das
enzimas estava alterado. Os valores de atividade encontrados ao longo do tubo
digestivo das larvas controle e alimentadas com calcofltor estdo apresentados na
Tabela Il. Observa-se claramente que o gradiente antero-posterior de ambas as
enzimas, presente nas larvas controle, & completamente desorganizado ns larvas

alimentadas com calcofluor. Esse resultado mostra que a MP exerce papel
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Figura 3.16: Membranas peritroficas com conteudo alimentar
isoladas de larvas de S. frugiperda. (A) e (C) MP dissecada de uma
larva alimentada com dieta controle, mostrando o desenvolvimento
normal da MP; (B) e (D) contetudo alimentar de uma larva alimentada
com dieta contendo calcofliior 1% por 8 horas, mostrando a disperséo
da comida devido a auséncia de uma MP normal.
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Figura 3.17: Visualizagdo utilizando iz UV (ultravioleta) das
membranas peritroficas isoladas das larvas de S. frugiperda alimentadas
com (A) dieta controle e (B) com dieta contendo calcoflior 1%, por 8
horas. Observar a fluorescéncia em (B) devido a presenga do calcofltior.
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fundamental na manutengédo do gradiente de tripsina e quimotripsina ao longo do

tubo digestivo de S. frugiperda.

Tabela II: Distribuicdo de tripsina e quimotripsina (%) a longo do conteudo do
intestino médio de S. frugiperda, em larvas controle e alimentadas com calcofldor.

Contetido luminal Tripsina Quimotripsina

Controle  Calcoflaor Controle Calcoflaor

Anterior 51+5 24+ 2 58+1 35+5
Médio 38+5 43+ 2 34+1 42+2
Posterior 11+2 33+2 9+2 23+4

Os valores correspondem a médias e desvio padrdo da média baseados em determinagbes
realizadas em 4 diferentes preparacdes obtidas de 4 larvas cada. As larvas experimentais foram
alimentadas com dieta contendo calcofitior por 8 horas, antes de serem dissecadas. O contetido
do intestino médio foi dividido em trés partes de mesmo comprimento e tripsina e quimotripsina
foram ensaiadas nessas partes.
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4-Discussao

4.1-A proteina de 33kDa da MP de S. frugiperda

A MP de S. frugiperda é composta por uma matriz sélida de quitina e
proteinas. O tratamento dessa matriz com uréia leva a solubilizagdo de algumas
proteinas, entre elas a proteina de 33kDa. Embora ndo tenhamos conseguido uma
sequéncia de aminoacidos para podermos comparar com sequéncias de peritrofinas
depositadas em bancos de dados, essa proteina s6 € majoritariamente solubilizada
apés tratamento com uréia, e possui propriedades de solubilidade e valor de Mr
parecidos com outras peritrofinas (Tellam et. al., 1999). Esses dados indicam
fortemente que ela é uma proteina estrutural da MP de S. frugiperda.

As amostras Schaps € Sueia fOoram submetidas a didlise com a finalidade de
eliminarmos as moléculas de Chaps e uréia presentes nos materiais. Dosagens
de proteinas feitas em amostras dialisadas e nao dialisadas mostraram que ha
uma perda significativa da quantidade de proteina apés o procedimento da dilise.
Teoricamente este resultado pode ser devido a uma possivel agregagio e
consequente precipitagdo das proteinas das amostras, resultantes da eliminagao
do Chaps ou uréia. Como tratam-se de proteinas estruturais que séo solubilizadas
da membrana peritréfica somente em condigdes especiais, essas proteinas
poderiam sair de solugéao em razédo da eliminagao dos reagentes pela didlise.
Diante desses fatos, a nossa hipétese é que as proteinas da MP solubilizadas
com Chaps ou uréia formam agregados insoliveis ao sairem do contato com

essas substancias, que sdo as condigdes em que sdo solubilizadas, o que impede
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a sua transferéncia para a membrana de PVDF, e porisso nenhum peptideo é

observado na cromatografia realizada apés a clivagem proteolitica das proteinas.

4.2-Mecanismos _de secrecdo de tripsina e amilase na regido anterior do

intestino médio de S. frugiperda

De acordo com o0 modelo proposto por Jordao et. al. (1999), a tripsina de S.
frugiperda é sintetizada ligada a membrana através de uma ancora hidrofébica. A
enzima é entao processada no complexo de Golgi e transportada em vesiculas de
secregdo. Essas vesiculas migram através das microvilosidades das células e,
antes ou apés fundirem-se com as membranas microvilares no topo das
microvilosidades, sdo liberadas no lumen do intestino médio. Parte da fripsina &
solubilizada da membrana da vesicula através de protedlise limitada ou
dissolugdo parcial das vesiculas em fungao do alto pH luminal. A membrana de
vesicula remanescente, com parte das moléculas de tripsina ainda ligadas seria
finalmente incorporada a MP.

O modelo mencionado acima € baseado nas seguintes observagdes: (1) Os
dados de imunomarcacdo mostram a tripsina associada com a membrana das
vesiculas que migram através das microvilosidades e sao langadas no lumen; (2) A
solubilizacédo da tripsina ligada a membrana por varios agentes sugeriu que essa
proteina & ancorada na membrana através de um peptideo hidrofébico (Jordao et.
al., 1999); (3) A atividade especifica de tripsina nas membranas das vesiculas do
fluido ectoperitréfico de S. frugiperda é muito mais alta que nas membranas
microvilares, enquanto que a atividade especifica de aminopeptidase é

aproximadamente a mesma em ambas as membranas (Ferreira et. al., 1994a e
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Tabela I). Isso sugere que as membranas que carregam tripsina sao produzidas em
uma regido especifica das membranas microvilares das células colunares, uma vez
gue as atividades especificas so diferentes nos dois tipos de membrana; (4) Cerca
de 18% da atividade de tripsina no limen do intestino médio é encontrada
incorporada na MP (Ferreira et. al., 1994a, Tabela I).

Este trabalho reforca 0 modelo de secregéo proposto para tripsina por varios
fatores: (1) Western blots revelaram a presenga de tripsina nas membranas
microvilares e a ocorréncia de proteinas microvilares nas membranas das vesiculas
do fluido ectoperitréfico (dados ndo mostrados); (2) Algumas proteinas das
membranas das vesiculas do fluido ectoperitroéfico sdo encontradas na fragéo
gelatinosa da MP mas ndo na membrana microvilar (figura 3.2), confirmando a idéia
gue as vesiculas do fluido ectoperitréfico sdo liberadas de regides especificas das
microvilosidades do ventriculo anterior e tomam-se parcialmente incorporadas a
fragdo gelatinosa da MP; (3) A tripsina ligada a membrana é encontrada na MP,
juntamente com a aminopeptidase microvilar (Tabela 1) e (4) Os dados de
imunocitoquimica confirmaram a presenga de outras proteinas microvilares na MP
(figura 3.15).

A secrecao de amilase em S. frugiperda parece seguir uma rota similar a
descrita para tripsina na regido anterior do intestino médio, com a diferenca que as
vesiculas de secrecdo contém uma fragdo solivel de moléculas derivadas das
enzimas ligadas a membrana. Isso ocorreria por causa do aumento do pH no interior
da vesicula (Jorddo et al., 1999). Neste trabalho, o modelo de secregéo
microapécrina € refor¢cado por dados de western blot, onde foi revelada a presenca
de amilase nas membranas microvilares e por dados de imunocitoquimica,

mostrando a ocorréncia de formas de amilase solliveis e ligadas a membrana (figura
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3.13). Além disso, foram apresentados neste trabalho resultados confirmando a

ocorréncia de amilase ligada a membrana associada a MP. (Tabela ).

4.3- Secrecdo de peritrofinas e formacido da MP de S. frugiperda

Ha muito é dito que os insetos que possuem MP tipo 2 secretam essa
estrutura somente na regido da cardia, enquanto os insetos que apresentam MP
tipo 1 realizam essa secre¢do ao longo de todo o tubo digestivo. Entretanto, sé
recentemente poucos estudos mais sofisticados foram realizados envolvendo
imunocitolocalizagdo com anticorpos anti-peritrofinas.

Neste trabalho, a peritrofina de 33kDa de S. frugiperda foi isolada e um
anticorpo feito em coelho contra essa proteina mostrou pouca marcagdo nas
vesiculas da regido posterior do intestino médio, que sdo bem maiores que as da
regidao anterior. Essas vesiculas sao semelhantes as descritas por Harper &
Granados (1999). Nas microvilosidades da regido posterior sao observados
alguns graos de ouro, provavelmente correspondentes a proteinas aderidas ao
glicocalix. Raramente observa-se nessas células agrupamentos de graos de ouro,
exceto nas raras pequenas vesiculas que aparecem nessa regiao do intestino
médio.

A peritrofina de 33kDa € secretada pelas pequenas vesiculas presentes em
abundancia nas células colunares da regiéo anterior do intestino médio (figuras
3.6 e 3.8). No interior dessas vesiculas, a localizagdo da peritrofina detectada por
nds indica que a proteina deve estar soluvel, pois os granulos de ouro estdao no
interior da vesicula (figura 3.8C). Além disso, é frequente observar, nas

microvilosidades da regido anterior, grupos de granulos de ouro. Talvez eles
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correspondam a vesiculas que estdo unindo-se ou que acabaram de se unir a
membrana microvilar.

Apesar desse inseto possuir MP tipo 1, a peritrofina de 33kDa é secretada
somente pela regido anterior do intestino médio. A secregao de peritrofinas pela
regido anterior do intestino médio também foi descrita na larva do Lepidoptera
Heliothis virescens (Ryerse et. al., 1992), baseada em dados obtidos com a
utilizagdo de anticorpos contra todas as proteinas da MP desse inseto. Desse
modo, o conceito de que MP tipo 1 é sintetizada ao longo de todo o intestino
médio deve ser revisto.

A MP de S. frugiperda é composta por uma matriz sélida de quitina e
proteinas e um material gelatinoso associado a essa matriz (fracdo gelatinosa).
Uma vez que a peritrofina de 33kDa, amilase e a tripsina ocorrem nas mesmas
vesiculas de secregdo presentes na regido anterior do intestino médio, a
formagéo da MP deve ocorrer de acordo com a seguinte hipotese: as vesiculas de
secre¢ao com a tripsina e a amilase associadas a membrana e contendo as
peritrofinas em seu interior migram do complexo de Golgi para a microvilosidade
da célula. Durante esse percurso, um aumento gradual do pH no interior da
vesicula solubiliza parte da amilase. As vesiculas entdo saem do topo das
microvilosidades, resultando em vesiculas com dupla membrana que se fundem
em uma unica membrana. Durante esse processo, as peritrofinas e a maior parte
da amilase sao liberadas, enquanto que a tripsina € parcialmente solubilizada por
protedlise limitada ou por dissolu¢do das vesiculas devido ao pH do lumen. As
membranas das vesiculas remanescentes, com parte das enzimas ainda ligadas,
séo finalmente incorporadas a MP. As peritrofinas, por sua vez, provavelmente se

associam com as microfibras de quitina para formar a MP.
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A secrecdo microapécrina de peritrofinas provavelmente é uma adaptagéo
para aumentar a dispersdo do conteldo das vesiculas de secre¢do dentro do
limen do intestino médio de tecidos que absorvem agua, como a regido anterior

do intestino médio de insetos Lepidoptera (Santos et. al., 1984).

4.4-Papel da MP na imobilizacdo de enzimas digestivas

O primeiro trabalho que descreveu a existéncia de enzimas digestivas
parcialmente imobilizadas na MP foi publicado em 1979 (Terra et. al.,, 1979). Desde
entdo varios estudos confirmaram este fato em diferentes insetos (Terra, 2000),
apesar de somente em S. frugiperda terem sido realizadas determinagdes
quantitativas de enzimas digestivas associadas com a MP, que indicaram que a MP
pode conter 13 e 18% da atividade presente no lumen do intestino médio de amilase
e tripsina, respectivamente (Ferreira et. al., 1994a).

Conforme comentado anteriormente, N-acetilglicosaminidase € uma enzima
encontrada majoritariamente no fluido ectoperitréfico de Spodoptera frugiperda
(Ferreira et. al., 1994a). Essa enzima claramente ocorre na MP somente como um
contaminante, levando-se em consideragdo a grande diferenga encontrada nos
valores de atividade especifica do fluido ectoperitréfico e nas fragdes gelatinosa e
fibrosa da MP (Tabela I). O fato da atividade enzimatica encontrada na fragdo
gelatinosa sollavel ser um pouco elevada (3,4% da atividade encontrada no limen
do intestino médio) provavelmente ocorre em razdo da atividade na MP ser muito
baixa, 0 que leva a erros maiores nas determinagoes.

As distribuigcbes das outras enzimas nas fragdes da MP e conteudo alimentar
diferem entre si (Tabela ). a-amilase € uma enzima encontrada principalmente no
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espaco endoperitrofico, e que adsorve-se muito ao alimento (Ferreira et. al., 1994a).
Assim sendo, a alta atividade especifica encontrada na fragdo fibrosa pode ser
explicada porque nesse sedimento devem ser encontrados pequenos fragmentos de
alimento. O sedimento do conteldo alimentar certamente possui grande quantidade
de amilase adsorvida (Tabela I). A atividade especifica exibida pela a-amilase no
material particulado da fracdo gelatinosa deve corresponder a enzima ligada a
membrana de vesiculas incorporadas a MP. Essa atividade especifica € maior do
que a observada no sobrenadante da fracdo gelatinosa e no sobrenadante do fluido
ectoperitréfico, que apresentam atividades especificas muito semelhantes.

A tripsina apresenta maior atividade especifica no sedimento da fragéo
gelatinosa, indicando que essa atividade corresponde aquela presente em
membranas de vesiculas incorporadas a MP. Diferente do observado para amilase,
tripsina apresenta maior atividade especifica no sobrenadante da fragéo gelatinosa
do que no fluido ectoperitrofico.

O sobrenadante do fluido ectoperitréfico e da fragdo gelatinosa contém
enzimas soluveis e que se encontram em compartimentos adjacentes. A diferencga
em atividade especifica nessas duas fragoes para N-acetilglicosaminidase (maior no
fluido ectoperitréfico), amilase (ndo difere nos dois compartimentos) e tripsina (maior
na fragao soluvel da MP) indicam que a MP seletivamente contém mais um tipo de
enzima que outro. O simples aprisionamento de enzimas digestivas pela
delaminagdo da MP deve ser muito pequeno, uma vez que a N-
acetilglicosaminidase é encontrada com atividade especifica muito baixa na MP.
Talvez essas enzimas soluveis com atividade especifica igual ou maior do que as
observadas na fragdo sollivel do fluido ectoperitréfico (amilase e tripsina) possam
aparecer nessa frag@o apos a solubilizagdo das vesiculas que foram aprisionadas
pela MP
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A aminopeptidase apresenta uma distribuicdo no tubo digestivo de S.
frugiperda muito diferente das demais enzimas. 80% da atividade de
aminopeptidase ocorre nas células epiteliais, onde ela encontra-se majoritariamente
ligada &s membranas microvilares (Ferreira et. al., 1994a; Capella et. al., 1997). No
espaco ectoperitrofico essa enzima aparece também predominantemente nas
membranas das vesiculas presentes nesse compartimento (Jorddo et. al., 1999). A
fragdo gelatinosa da MP pode conter as vesiculas presentes no espago
ectoperitréfico (Jordao et. al, 1999) e que possuem aminopeptidase ligada a
membrana. Essas vesiculas poderiam ter sido aprisionadas na MP pela
delaminacdo das camadas da MP. Entretanto, a atividade especifica encontrada
para aminopeptidase na fragdo gelatinosa € menor que a atividade especifica
encontrada nas membranas microvilares e nas vesiculas do fluido ectoperitréfico
(Tabela I, Ferreira et. al., 1994a). Nossa hipotese € que as vesiculas que secretam
aminopeptidase sdo mais facilmente solubilizadas no fluido ectoperitréfico do que as
que secretam amilase e tripsina, antes de serem incorporadas a MP. A atividade
especifica significante de aminopeptidase encontrada dentro da MP pode
corresponder a um enzima minontaria, diferente da aminopeptidase microvilar
(Ferreira et. al., 1994a).

Essa concentragdo de determinadas enzimas na MP talvez tenha um papel
na digestdo, como por exemplo aumentar a economia desse tipo de enzima
diminuindo aihda mais sua excreg¢do (por torna-la imobilizada) ou s6 permitir a
passagem de pequenos fragmentos de proteina do espago endo- para o
ectoperitréfico, uma vez que seriam processados pela tripsina enquanto atravessam
a MP. Apesar dessas hipOteses serem possiveis, a imobilizacdo de enzimas
digestivas na MP parece ser mais uma consequéncia da secre¢do microapdécrina do

gue uma adaptagdo para aumentar a eficiéncia da digestdo. Talvez os insetos que
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néo dispbem de formas inativas das suas proteinases digestivas (como zimogenos),
controlam as atividades dessas enzimas através da sua ligagdo com a membrana,
até o momento em que elas séo liberadas para o limen do intestino médio. Essa
imobilizagdo de tripsina na membrana de vesiculas de secregdo até no momento da
exocitose foi observada em Musca domestica, que ndo possui zimégeno (Jordao et.
al., 1996b), enquanto que em Sfomoxys calcifrans (que € um Diptera como Musca
domestica), que possui zimoégeno para tripsina, ela esta soluvel nos granulos de
secrecdo (Jordao et. al., 1996a). Essa ligagdo a membrana das vesiculas secretoras
é observada em S. frugiperda. A presenga da amilase ligada as membranas das
vesiculas de secre¢io provavelmente tem uma explicagao semelhante a da tripsina.
As células do intestino médio de S. frugiperda sao ricas em glicogénio (Capella et.
al., 1997) e a hidrélise descontrolada desse polimero poderia resultar em um choque

osmético letal.

4.5-Papel da MP na reciclagem de enzimas digestivas

Conforme comentado na introdugdo, entre as fungdes da MP estd a
circulagdo endo-ectoperitréfica de enzimas digestivas, que leva a um aumento na
eficiéncia da digestdo e a economia de enzimas digestivas. Embora varias
evidéncias indiretas apoiem esse modelo, a Unica evidéncia direta que existia
anteriormente era o fato de que uma quantidade excessiva de proteina
administrada na dieta das larvas leva a uma diminui¢do no gradiente de tripsina
ao longo do intestino médio e a um aumento na taxa de excregéo dessa enzima

(Terra & Ferreira, 1981; Espinosa-Fuentes & Terra, 1987). A existéncia do

mecanismo de reciclagem de enzimas digestivas também pode ser testada
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através da destruicdo da MP. Conforme esperado pelo modelo, as larvas de S.
frugiperda alimentadas com calcoflior e que tinham a sua MP desestruturada
apresentaram uma diminuigdo no gradiente de tripsina e quimotripsina ao longo
do intestino médio, que é claramente observado nas larvas controle (Tabela il).
Provavelmente a circulagdo endo-ectoperitréfica estda comprometida e a taxa de
excrecdo das enzimas nas larvas alimentadas com calcoflior deve ser maior.

A importancia da MP na compartimentalizagido dos eventos digestivos em
condi¢cdes normais € provavelmente maior do que o seu papel na prevengao contra
a infecgdo por microrganismos. Esta hipotese é reforcada pelos resultados
observados por Wang & Granados (2000). Esses autores alimentaram a larva de
Trichoplusia ni com calcoflior e notaram uma alta taxa de mortalidade nas larvas
com a MP desestruturada, mas nenhum sinal de infecgao por microrganismos.

Esse trabalho apresenta uma importante contribuicio ao modelo de
circulagdo endo-ectoperitréfica de enzimas, uma vez que os experimentos relatados
nesse item sao a Unica evidéncia mais direta observada em insetos com MP tipo 1,
onde a hipétese da ocorréncia da circulagdo endo-ectoperitréfica tem sido

contestada.
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