UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS (BloQuiMICA)

NATHALIA RAMALHO MOREIRA

0.-MANOSIDASES INTESTINAIS DA LARVA DE TENEBRIO MOLITOR (COLEOPTERA)

Sao Paulo

12/08/2008



NATHALIA RAMALHO MOREIRA

0.-MANOSIDASES INTESTINAIS DA LARVA DE TENEBRIO MOLITOR (COLEOPTERA)

Dissertagcdo apresentada ao Instituto de
Quimica da Universidade de Séo Paulo para
obtengéo do Titulo de Mestre em

Ciéncias na Area de Bioquimica

Orientador: Prof. Dr. Walter Ribeiro Terra

Sao Paulo

12/08/2008



NATHALIA RAMALHO MOREIRA

0-MANOSIDASES INTESTINAIS DA LARVA DE TENEBRIO MOLITOR (COLEOPTERA)

Aprovado em:

Dissertagdo apresentada ao Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo para obtencao do
Titulo de Mestre em

Ciéncias na Area de Bioquimica

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Orientador:

Prof. Dr. Walter Ribeiro Terra



Dedico este trabalho aos meus pais José Jorge da Silva Moreira e Rosa Maria
Ramalho Moreira e aos meus irmaos Mireile, Edmar e Edmairy.

A vocés com todo meu amor e carinho, minha gratidao eterna.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todas as pessoas e instituicbes que de alguma forma
contribuiram para a realizacdo deste trabalho, em especial:

Ao meu orientador Walter Ribeiro Terra, por ter me acolhido em seu
laboratdrio, pela orientagao e por ter permitido a realizacido deste trabalho.

A profa. Dra. Clélia Ferreira também pelo acolhimento e discussées.

A Maria Cicera Pereira da Silva e Thais Duarte Bifano pelo apoio durante a
realizacao deste trabalho.

As amigas Erica Oliveira, Thais Bifano e Patricia Pessoa que me abriram as
portas e o coragao.

A todos os amigos do laboratério de Bioquimica de insetos, Thais, Erica, Dra.
Maria Cicera, Bruno, Alexandra, Lucas, Fabio, lvan, Flavia, Daniela, Marcelo, André,
Walciane, Binho e Pedro, pela ajuda, carinho e amizade.

A Ana Laura pelo companheirismo, paciéncia e enorme ajuda emocional e
profissional, sempre me fazendo lutar pelos meus objetivos.

Ao amigo Everton pela sua atencao, carinho e amizade.

A amiga Helena pelo apoio constante a cada novo desafio e pela sua
amizade, carinho e compreensao.

Aos amigos do departamento de Bioquimica, Fernando Shoenmaker,
Fernanda, Fabiana Cancado, Layla, Diogo, Gianlucca Karina, luci, pelo apoio,
amizade e incentivo.

Aos amigos antigos que continuam presentes na minha vida como Simone e

Patricia que sempre terdo um lugar no meu coragao.



As técnicas e amigas Luiza Nakabayashi, Maria Ivanilde Marcelino e Cristiane
Cardoso por todo o auxilio durante os anos de mestrado.

Agradeco a Deus, o que seria de mim sem a fé que eu tenho nele.

Aos meus pais José Jorge e Rosa Maria, aos meus irmaos, aos meus
cunhados e em especial a minha cunhada Valéria que sempre me deu muito apoio e
incentivo na hora certa e a toda minha familia que, com muito carinho e apoio, néo
mediram esfor¢os para que eu chegasse até esta etapa de minha vida.

Ao CNPq pela bolsa concedida.

Durante a realizagcado deste trabalho, o laboratério foi mantido por auxilios

concedidos pelo CNPqg e FAPESP.



REsumo

Moreira, N.R., oo Manosidases intestinais da larva de Tenebrio molitor (Coleoptera). Ano: 2008. 80
paginas. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Poés-Graduagdo em Bioquimica. Instituto de

Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo.

Os estudos da fungao intestinal foram particularmente estimulados apds a
conscientizacdo de que o tubo digestivo € uma enorme interface relativamente
pouco protegida entre o inseto e o meio ambiente e pode ser usado como alvo para
controle de pragas. Neste contexto, nosso trabalho envolve a purificagcdo e
caracterizagao de uma a-manosidase soluvel e a deteccdo de uma a-manosidase de
membrana. As a-manosidases pertencem a uma familia de exoglicosidases as quais
hidrolisam residuos de o-D-manosil a partir de terminais ndo redutores de
oligossacarideos. Estas enzimas s&o implicadas no catabolismo de carboidratos e
na via de N-glicosilagédo protéica em insetos, mas pouco se sabe sobre a bioquimica
destas glicosidases. O Tenebrio molitor € um Coleoptera bastante estudado pelo
nosso laboratorio devido a sua relevancia como praga agricola e o seu
posicionamento em um ponto estratégico da arvore filogenética de insetos. O estudo
de distribuicdo desta enzima mostrou que a o-manosidase encontra-se,
principalmente, como uma enzima soluvel no conteudo anterior e médio do intestino
meédio, mas também existe uma atividade significante na fragdo de membrana. Para
confirmar a existéncia desta enzima de membrana, microvilosidades foram
purificadas por precipitacdo diferencial com calcio. A enzima aminopeptidase foi
utilizada como marcadora, uma vez que sabe-se que esta enzima € uma tipica de
membrana microvilar. Como a a-manosidase soluvel é majoritaria demos inicio a
sua purificacdo e posterior caracterizacdo. A sua purificagao foi realizada utilizando
uma combinacao de quatro passos de cromatografia: Uma de troca ibnica em Hitrap
Q XL (Amersham/Bioscience), duas filtracdes em gel, uma em Superdex 75 e outra
em Superdex 200 (Amersham/Bioscience) usando o sistema AKTA, e o ultimo passo
€ uma hidrofébica em Phenyl Superose. N6s observamos a presenga de dois picos
de atividade nomeados de Man 1 e Man 2, sugerindo a existéncia de duas a-
manosidases soluveis, que se diferem quanto a hidrofobicidade. O pH 6timo das a-

manosidases € de 5,6 e sua massa molecular, determinada por cromatografia de



filtracdo em gel, € de 123 kDa, e no SDS-PAGE observamos uma unica banda de 70
KDa, indicando a existéncia de duas subunidades. Em um gel nativo revelado com o
substrato fluorescente (metilumbelliferil-a-D-manopiranosideo) nota-se somente uma
banda de atividade.A Man 2 possui pl de 3,38. a-manosidases de T. molitor seguem
a cinética de Michaelis-Menten com Km para o substrato p-nitrofenil-a-D-
manopiranosideo de 0,84 mM para Man 1 e 0,62 mM para Man 2. Também foram
feitos ensaios de inibicdo com dois inibidores que sabidamente inibem carboidrases,
um € o deoximanojirimicina e o outro é a swainsonina. O Ki encontrado para o
primeiro inibidor foi de 0,12 mM para Man 1 e 0,15 mM para Man 2 e o Ki para o
segundo inibidor foi de 67,8 nM para Man 1 e 63 nM para Man 2, sendo ambos
inibidores competitivos. O fato destas enzimas serem inibidas apenas por
Swainsonina em concentragdes razoaveis, permite a sua classificagdo como tipo Il.
Isso sugere que elas sédo derivadas da forma lisossémica, embora apresente pH

o6timo alterado.

Palavras-chave: Tenebrio molitor, a-manosidase, caracterizagao cinética, digestao,

Microvilosidades



ABSTRACT

Moreira, N.R., Alpha-Mannosidases intestinal from Tenebrio molitor (Coleoptera) larvae. Ano: 2008.
80 paginas. Master Thesis. Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao

Paulo, S0 Paulo.

Studies of intestinal function were prompted after noticing that the gut is a huge and
relatively unprotected interface between the insect and the environment and can thus
be used as a target for pest control. In this context, our work involves the purification
and characterization of an soluble alpha-mannosidase and detection of a membrane
o-mannosidase. a-Mannosidases are a family of exoglycosidases which hydrolyse a-
D-mannosyl residues from terminal non-reducing end of oligossacharides. These
enzymes are implicated in the catabolism of carbohydrates and N-linked protein
glycosylations in insects, but little is known on this biochemistry. T.molitor is a
Coleoptera studied in our laboratory because of its relevance as agricultural pest and
its position at a strategic point in the phylogenetic tree of insects. a- Mannosidase is
more active in the anterior and middle midgut content of T.molitor larvae, although
there is a significant activity in the membrane fraction. To confirm the existence of
this membrane enzyme, microvilli were purified by differential precipitation with
calcium. Aminopeptidase was used as a marker, since it is known that it is a typical
microvilar membrane enzyme.

Most a-mannosidase activity is soluble. This led us to purify this enzyme for further
characterization. The purification of T. molitor a-mannosidase was attained by using
a combination of four chromatographic steps: an anion-exchange chromatography in
Hitrap Q XL (Amersham/Bioscience), two gel filtration chromatographies, one in
Superdex 200 and another in Superdex 75 (Amersham/Bioscience) using an AKTA
system, and the last step is a Hydrophobic cromatography in Phenyl Superose. Two
peaks of activity were resolved: Man 1 and Man 2, suggesting the existence of two
soluble a-mannosidases, differing only in hydrophobicity. The optimum pH of the a-
mannosidases is 5.6 and the molecular mass is 123 KDa determined by gel filtration
and 70 KDa in the case of SDS PAGE. This suggests that the holoenzyme has two

subunits. In a native gel revealed with the fluorescent substrate (methylumbelliferyl-a-



D-mannopyranoside) only one band of activity is seen. Man 2 has pl 3.38. T. molitor
a-mannosidases followed Michaelis-Menten kinetics with a Km value of 0.84 mM for
Man 1 and 0.62 mM for Man 2 using p-nitrophenyl-a-D-mannopyranoside as
substrate. Inhibition tests were made with typical inhibitors of a-mannosidases: one is
the 1-deoxymannojirimycin and the other is the Swainsonine. The Ki for the first was
of 0.12 mM for Man 1 and 0.15 mM for Man 2 and for the second was 67.8 nM for
Man 1 and 63 nM for Man 2. Both were competitive inhibitors. The fact that the
enzymes are inhibited only by swainsonine in reasonable concentrations, allows us to
classify them as type Il. This suggests that they are derived from the lysosomal form,

although they have an altered optimum pH.

Keywords: Tenebrio molitor, kinetic characterization, a-mannosidase, digestion,

microvilli
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1 — Introdugéao

1.1 — Consideragodes gerais

O crescimento do conhecimento em bioquimica da digestdo de insetos teve um
brilhante inicio nas primeiras décadas do século passado, mas decaiu apds o
desenvolvimento dos inseticidas quimicos sintéticos na década de 40. Mais tarde,
com os problemas ambientais causados pelos inseticidas quimicos, novos métodos
de controle de insetos foram investigados. Os estudos da funcgéo intestinal foram
particularmente estimulados apds a conscientizagado de que o tubo digestivo é uma
enorme interface relativamente pouco protegida entre o inseto e o meio ambiente.
Um maior conhecimento sobre as propriedades das enzimas digestivas (que diferem
entre os varios grupos de insetos) e sobre a sua distribuicdo no canal alimentar,
pode auxiliar no planejamento da produgéo de novas plantas transgénicas para o
controle de pragas (para revisdo ver Schuler et al., 1998). Outros métodos de
controle podem ser visualizados usando o conhecimento crescente sobre digestao
em insetos e tendo como alvo o intestino destes.

Applebaum (1985) em sua revisdao da bioquimica da digestdo reconheceu o
inicio desse renovado crescimento do campo. Ele discutiu a pesquisa
contemporanea que mostrava que as enzimas digestivas de insetos sédo similares as
correspondentes dos mamiferos, mas que dietas exodticas de insetos empregavam
enzimas especificas.

Um pouco antes da revisdo de Applebaum (1985), o nosso laboratério
escolheu a estratégia de estudar detalhadamente insetos-modelo dispostos em
pontos relevantes da arvore filogenética de insetos. Esses estudos, revistos varias

vezes a medida que avancavam (Terra, 1988; Terra, 1990; Terra & Ferreira, 1994;



Terra & Ferreira 2005), avaliavam a organizagcéo do processo digestivo através do
estudo da distribuicdo de enzimas nas diferentes partes do intestino e dos fluxos de
fluidos intestinais, associados a analises morfolégicas macro e ultraestruturais dos
tecidos intestinais e do isolamento e caracterizagdo de enzimas representativas.
Esses estudos mostraram que o processo digestivo nos insetos organiza-se em
padrées filogeneticamente determinados (e ndo em fungdo da dieta, como se
pensava) e permitiam o levantamento de hipoteses sobre o papel da membrana
peritréfica (estrutura anatébmica que separa o alimento da superficie intestinal no
interior do intestino dos insetos) (Terra, 2001) e das membranas perimicrovilares
(membrana lipoprotéica que recobre as microvilosidades intestinais como dedo de
luva e que terminam em fundo cego) dos Hemiptera (percevejos, cigarras e pulgdes)
(Terra et al., 2006).

O desenvolvimento do setor passa pela ampliacdo do conhecimento dos
eventos moleculares subjacentes aos fendémenos fisioldgicos intestinais, o que
requer conhecimento das enzimas digestivas em detalhe estrutural, assim como de
proteinas associadas a outras fungdes intestinais tais como: transportadores,
receptores, bombas, proteinas relacionadas aos mecanismos de secrecao, etc. Esse
estudo molecular dos fendmenos fisioldgicos € o que denominamos fisiologia
molecular. Este trabalho foi parte desse programa de pesquisa em fisiologia
molecular e usou como modelo o intestino do besouro Tenebrio molitor e teve como
ponto de partida o aprofundamento do conhecimento das proteinas associadas as

microvilosidades intestinais de T. molitor.



1.2 — O pH do intestino e sua importancia na digestao do alimento pelos

insetos

Dando uma visdo geral da estrutura do intestino, temos que larvas
desenvolvidas de Tenebrio molitor (0,12 g de peso fresco) possuem um intestino
medindo por volta de 27 + 3 mm, sendo este dividido em intestino anterior (0,8 + 0,2
mm), intestino médio (18 + 2 mm) e o intestino posterior (8 £ 2 mm). Como revisado
por Terra & Ferreira (1994) o pH luminal das diferentes regidées do intestino dos
insetos em geral corresponde ao pH 6timo das enzimas encontradas nas respectivas
regidbes. O pH do conteudo do intestino € também o mais importante parametro
afetando a atividade das enzimas digestivas. A manutencgao de certo valor de pH no
tubo digestivo dos insetos € de muita importancia na digestdo do alimento por esses
animais.

O intestino anterior em Dictyoptera, Orthoptera e Coleoptera é um importante
sitio para a digestdo do alimento, regido essa que é abastecida com enzimas vindas
do intestino médio (Terra, 1990). Como na maioria dos coleodpteros, Tenebrio molitor
apresenta um pH acido na regido anterior do intestino médio (pH=5,6) e a regiao
posterior tem pH levemente alcalino (pH=7,9) (Terra et al., 1985). Associado com
esses gradientes de pH esta a ocorréncia de uma alta atividade de carboidrases na
regido anterior e uma alta atividade de proteases na regido posterior do intestino
meédio. Essa regionalizagdo da presenga dessas enzimas provavelmente se deve a
instabilidade das carboidrases na presenga de enzimas proteoliticas (Terra, 1990).

Diversos exemplos tém mostrado que o processo digestivo em insetos deve
ser estudado levando em conta ndo so a dieta do inseto de interesse, mas também
considerando a histéria evolutiva do grupo ao qual ele pertence. Isso pode ser dito

uma vez que os dados de distribuicdo de enzimas, padrédo geral da digestdo e da



ultraestrutura do intestino médio correlacionam-se melhor com a posigao filogenética
do inseto do que com sua dieta (Terra et al., 1998; Terra, 1990; Terra & Ferreira

1994).

1.3 — As microvilosidades intestinais

A microvilosidade intestinal dos insetos € homdloga aquela descrita para
vertebrados e revista por Bement & Mooseker (1996). Assim, um feixe paralelo de
filamentos de actina interligados por proteinas como fimbrina e vilina forma o nucleo
da microvilosidade. Bragos laterais (compostos de miosina | e calmodulina)
conectam os lados do feixe de actina com a membrana plasmatica circundante.

As microvilosidades intestinais de insetos foram isoladas pela primeira vez por
Ferreira & Terra (1980) de um inseto com um intestino possuindo um unico tipo
celular (os cecos gastricos de um Diptera inferior), usando uma técnica de
precipitagdo diferencial com calcio (ou magnésio) desenvolvido para mamiferos.
Poucos meses mais tarde, Hanozet et al. (1980) usou a mesma técnica para isolar
as microvilosidades das células colunares (principais) do intestino de uma larva de
Lepidoptera. Contudo, a falta de monitoragdo microscopica ndao pode descartar a
possibilidade de a preparagdao estar contaminada com membranas das células
caliciformes, o outro tipo celular presente nos intestinos de Lepidoptera. Santos et al.
(1986) compararam varios procedimentos para preparar microvilosidades de células
intestinais com monitoramento por microscopia eletronica. Apds esse trabalho e os
dados complementares de Eisen et al. (1989), a precipitagédo diferencial tornou-se o
meétodo de escolha para preparar microvilosidades das células colunares de

intestinos de Lepidoptera. Em adigdo aos Diptera inferiores e Lepidoptera, a



precipitacdo diferencial tem sido usada para isolar microvilosidades de células
intestinais de outros taxons de insetos (revisédo: Terra et al., 2006).

As preparacdes de microvilosidades foram usadas para mostrar que as
enzimas digestivas que sao integrantes das membranas microvilares variam nos
diferentes taxons de insetos. Mais frequentemente essas enzimas sao:
aminopeptidase, fosfatase alcalina, carboxipeptidase, dipeptidase e a-glucosidase
(Terra and Ferreira, 1994). As preparagdes de microvilosidades foram usadas
também para revelar simportadores de aminoacidos (Terra et al.,, 2006).
Transportadores de ions (Pullikuth et al., 2003) e aquaporinas (Le Caherec et al.,
1997) foram encontrados nas membranas celulares apicais e supde-se que sejam
proteinas microvilares. Em adicdo a esses estudos, exceto por poucas enzimas
digestivas, nenhuma outra proteina foi associada a proteinas microvilares
especificas.

Avancgos posteriores na pesquisa de microvilosidades intestinais incluiram a
remogao do citoesqueleto de microvilosidades, resultando em membranas
microvilares purificadas com quantidades negligenciaveis de citoesqueleto e com
pequena contaminagdo por membranas basolaterais (Jordao et al., 1995; Capella et
al., 1997).

A fisiologia da membrana microvilar pode mudar ao longo do intestino e entre
os taxons de insetos, incluindo diferengas na digestdo terminal (mencionado acima),
defesas quimicas, homeostasia ibnica, sinalizacdo e mecanismos secretores. As
proteinas microvilares devem refletir essa complexidade e a sua quantidade pode
ser avaliada pelas densidades das membranas microvilares. Como esperado, as
densidades das membranas microvilares intestinais varia amplamente entre os

insetos, com o0s mais evoluidos apresentando membranas mais densas que 0s



menos evoluidos (Terra et al., 2006). Isso apdia a hipotese que a superficie celular
desempenha papéis mais sofisticados nos insetos superiores que nos inferiores. A
identificacdo das proteinas €, assim, um passo adiante na compreensio da funcao
microvilar.

O objetivo deste trabalho era contribuir nesse tema, usando como modelo a

larva de T. molitor.



Tabela 1 — Contigs de sequéncias de cDNA codificadoras de proteinas microvilares

intestinais de Tenebrio molitor*.

N° contig N° Sequéncias no Contig Proteina predita Funcéo hipotética

1 50 Alérgeno de barata Desconhecida

2 48 Alérgeno de barata Desconhecida

3 27 Alérgeno de barata Desconhecida

6 6 Alérgeno de barata Desconhecida

4 17 Peritrofina Membrana peritréfica
5 7 Peritrofina Membrana peritréfica
7 6 Peritrofina Membrana peritréfica
10 3 Peritrofina Membrana peritréfica
8 4 a-Manosidase Digestéo

11 2 Aminopeptidase Digestao

12 2 Desconhecida Desconhecida

9 3 Sem homologia reconhecida Desconhecida

13 2 Sem homologia reconhecida Desconhecida

* Uma biblioteca de cDNA de expresséo do intestino de T. molitor foi varrida com anticorpos gerados contra

microvilosidades intestinais purificadas de T. molitor e os clones cujas proteinas expressas foram reconhecidas
pelos anticorpos foram sequenciados. Foi realizado um blastx gerando a tabela acima (Ferreira, A.H.P., et al.,

2007).



1.4 — Proteinas microvilares intestinais de T. molitor

1.4.1 — Consideragoes gerais

As proteinas cuja ocorréncia nas microvilosidades intestinais de T. molitor é
predita estdo listadas na Tabela 1. O alérgeno de barata foi estudado por outros
membros de nosso grupo e sera de objeto de publicagdo separada. A
aminopeptidase foi purificada, caracterizada cineticamente e teve alguns de seus
residuos importantes em catalise identificados por modificagdo quimica (Cristofoletti
and Terra, 1999; 2000). Presentemente o cDNA codificante dessa enzima foi
clonado, sequenciado e junto com outros dados sera objeto de publicagéo futura. O

estudo da a-manosidase foi o objeto de estudo deste trabalho.

1.4.2 — a-Manosidades

As alpha-manosidases pertencem a classe das glicosideo hidrolases onde se
encontram todas as enzimas capazes de clivar ligagdes glicosidicas. As glicosideo
hidrolases sdo enzimas extremamente especificas para uma determinada
configuragéo da ligagéo glicosidica. Enzimas que clivam ligagdes na configuracéo 3
nao sdo capazes de clivar ligagdes a e vice-versa, exceto em alguns casos
especiais. Desta forma € necessario indicar na nomenclatura sob qual tipo de
ligacao glicosidica a enzima é ativa, exemplo: a-manosidase, para manosidases que
clivam ligagdes glicosidicas na configuragdo a e 3-manosidase, que clivam ligagdes

na configuracéo 3. (Henrissat, 1991).



As (glicosidases sdo enzimas que atuam sobre di- ou oligossacarideos
retirando residuos de monossacarideos da extremidade n&o redutora do substrato.
As a-manosidases sdo uma familia de exoglicosidases as quais hidrolisam
residuos de a-D-manosil do terminal ndo redutor de oligossacarideos. Estudos com
tecidos de mamiferos tem estabelecido a ocorréncia de muitas o-manosidases
neutras capazes de processar oligossacarideos N-ligados de glicoproteinas (para
revisar ver Moremen et al., 1994) e formas lisossomais acidas responsaveis pela
degradagao de glicanos de oligomanosideos (Michalski et al., 1990). Em contraste,
pouco € conhecido das a-manosidases que ocorrem em tecidos de insetos. Enzimas
soluveis e ligadas a membrana tem sido identificadas no sistema digestivo (Terra et
al., 1988) e na hemolinfa (Kimura., 1983).
a-Manosidades correspondem a uma classe de glicosideo hidrolases envolvidas
na maturacao e degradacao de oligossacarideos ligados a glicoproteinas. As vias de
maturacao e degradagao de glicoproteinas sdo muito conservadas, e atividades de
o-manosidases tem sido detectadas em todos os eucariotos onde estar enzima foi
ensaiada. Existem 3 clados monofiléticos que representam familias distintas de a-
manosidades (Gonzalez and Jordan, 2000). Estas classes sao baseadas em ambas
caracteristicas funcionais e homologia de sequéncia (Moremen, K.W., Trimble, and
Herscovics, 1994; Henrissat, 1998). O compartimento subcelular onde elas catalisam
a hidrdlise de manose (Ex: Reticulo endoplasmatico, Golgi ou Lisossomos) pode
distinguir a-manosidases (Gonzalez and Jordan, 2000). A classe | corresponde as
enzimas que estdo envolvidas na maturacdo de oligossacarideos ligados a Asn,
hidrolisam apenas ligagdes a-1,2 manose, localizam-se no reticulo endoplasmatico
ou complexo de Golgi e pertencem a familia 47 das glicosideos hidrolases

(Henrissat, 1995; Henrissat and Bairoch, 1993). A classe |l compreende as o-
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manosidades que catalisam a degradacdo de oligossacarideos ligados a Asn (a
maioria), embora existam também aquelas envolvidas em processamento de N-
glicanas. As a-manosidases da classe Il tem menos especificidade pelo substrato,
hidrolisando ligagbes «-1,3, a-1,6 e o-1,2. Finalmente, enzimas dessa classe
pertencem a familia 38 das glicosideos hidrolases (Henrissat, 1991; Henrissat and
Bairoch, 1993) e podem ocorrer no citossol, lisossomos e complexo de Golgi
(Gonzales and Jordan, 2000). A classe Ill € menos conhecida e € muito variada,
incluindo as a-manosidases considerada ancestrais (Gonzalez and Jordan, 2000).

As a-manosidases de insetos melhor conhecidas sdo da classe Il e ocorrem no
complexo de Golgi, onde estdo envolvidas na manuturacdo de cadeias
oligossacaridicas de glicoproteinas (Gonzalez and Jordan, 2000; Kawart et al.,
2001).

As a-manosidases intestinais de insetos sdo pouco conhecidas (henhuma havia
sido purificada completamente antes deste trabalho) para assegurar uma
classificagdo adequada. A maioria delas é soluvel, embora ocorram também ligadas
as membranas microvilares, possuem um pH 6timo entre 4,5 e 5,0, Km para p-
nitrofenil a-manosideos de 0,5 — 1,8 mM e massa molecular de 100-200 kDa (Terra
and Ferreira, 1994). As a-manosidases soluveis, pelo menos em Rhodnius prolixus
(Terra et al., 1988) e Dysdercus peruvianus (Silva and Terra, 1994), sdo secretadas

para o lumen intestinal.
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1.4.3 — Inibidores de a-Manosidades

Manosidases sado enzimas chaves nas vias de N-glicosilagdo em eucariotos.
Estas enzimas estdo distribuidas em duas classes (I e Il) E sdo caracteristicamente
diferentes em mecanismos cataliticos, sequéncia, e estrutura.

1-Deoximanojirimicina (DMJ) € um analogo de manose com um nitrogénio no
lugar tipico de um oxigénio no anel. DMJ é capaz de inibir a-manosidases de ambas
as classes mas é um inibidor tipico da classe | (Ex: a-manosidases do reticulo).

Swainsonina (SW) [(1S,2R,8R,8aR)-trihidroxi-indolizidina] é um alcaldide que
ocorre naturalmente em plantas na Australia e América do norte e € utilizado como
droga terapéutica anti-cancer. E um inibidor tipico da classe Il (Inclui a-manosidases

de Golgi e também as lisossomais) (Shah., et al 2003).

Tabela 2 — Classificacao das a-manosidases

Classe 1 Classe I1
Classificacao das Familia 47 Familia 38
Glicosil Hidrolases
Ligacoes de manose o-1,2 o-1,2; o-1,3; a-1,6
hidrolisadas
Inibidores 6timos Analogos de piranose Analogos de furanose
Localizagao Reticulo endoplasmatico  Citossol, Lisossomos ¢

¢ Aparato de Golgi Aparato de Golgi

11



Figura 1 — Estrutura quimica dos inibidores utilizados neste trabalho. (A) Swainsonina
(analogo de furanose), (B) 1-deoximanojirimicina (Anélogo de piranose).
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2 — Objetivos

Isolar, purificar e caracterizar as a-manosidases intestinais de T. molitor,

incluindo a sua distribuicdo ao longo do tubo digestivo e nas células colunares.

Microssequenciar as a-manosidases favoraveis.
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3 — Materiais e Métodos

3.1 — Animais

Culturas estoque de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) foram
mantidas em farelo de trigo a temperatura de 24-26°C e uma umidade relativa de 70-
75%. Larvas completamente desenvolvidas (cada uma pesando cerca de 0,12g) de

ambos os sexos foram utilizadas nas preparacgoes.

3.2 — Preparacao dos animais dissecados

As larvas de T. molitor foram imobilizadas no gelo sendo em seguida
dissecadas em solucdo de NaCl 342 mM. O tubo digestivo foi removido e o intestino
médio isolado separando-se o epitélio ventricular do conteudo luminal delimitado
pela membrana peritréfica. Para os estudos de distribuicdo das atividades
enzimaticas, os intestinos médios foram divididos em porgdo anterior e média, e
posterior. Este material era, entdo, congelado a -20°C até o uso. As amostras eram
descongeladas e homogeneizadas em agua bidestilada, com o auxilio de um
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem. Em seguida, os epitélios foram
centrifugados a 20.000 g por 30 minutos a 4°C obtendo-se fragdes soluveis e de
membrana correspondentes. O conteudo luminal do intestino médio foi separado em
anterior + médio e posterior. Estas amostras foram utilizadas em ensaios de
distribuicao da atividade ao longo do tubo digestivo deste inseto.

Para o isolamento das enzimas por cromatografia, o tubo digestivo das larvas
de T. molitor era retirado, o intestino médio separado e dividido em conteudo luminal

e epitélio, sendo que a membrana peritréfica e o conteudo luminal foram utilizados
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como fonte de atividade enzimatica. A membrana peritrofica e seu conteudo foram
homogeneizados em agua bidestilada gelada com o auxilio de um homogeneizador
do tipo Potter-Elvehjem. Em seguida, este material foi centrifugado a 20.000 g por 30
minutos a 4°C, o sedimento foi descartado e o sobrenadante recolhido. Esse

material foi usado como fonte de enzimas para purificacdo da a-manosidase.

3.3 — Determinagao de proteina

A determinacao da quantidade de proteina na amostra foi realizada utilizando o
método descrito por Smith et al. (1985) e modificado por Morton e Evans (1992),

usando-se uma curva padréao de albumina sérica bovina.

3.4 — Determinagao das atividades enzimaticas

Nos ensaios para deteccdo de todas as atividades enzimaticas a mistura de
reagdo foi incubada em banho-maria termostatizado (30°C) por quatro diferentes
periodos de tempo. Foram utilizados brancos de enzima e brancos de substrato
como controle. A atividade da a-manosidase foi determinada utilizando-se como
substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo 2,5 mM em tampao citrato-fosfato 20mM
pH 6,0 (Erlanger, 1961). A atividade sobre substratos p-nitrofenil-derivados (NP) foi
determinada pela quantificagdo da liberagdo de p-nitrofenolato a 420 nm como
previamente descrito (Terra et al 1979).

Todos os ensaios foram realizados nas condicdes em que a atividade era
proporcional a concentracao de proteina e ao tempo. 1 U de enzima é definida como

a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de substrato (ou ligagdo) por minuto.
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3.5 — Preparacao do material soluvel de farelo de trigo

Foram pesados 3g de farelo de trigo, seguido do acréscimo de um volume de
tampao citrato/fosfato, pH 6,0, 20 mM, o suficiente para submergir o material. Essa
mistura foi sonicada em um sonicador Branson 250, com a poténcia acertada em 3,
através de trés pulsos de 30 s com intervalos de 30 s. Em seguida esse material foi
homogeneizado em Omni-Mixer (Sorvall) a uma velocidade de 6.000 rpm, em trés
pulsos de 30 s com intervalos de 30 s. O homogeneizado foi centrifugado (3.000 x g;
5 min; 4°C), sendo o sobrenadante retirado. Esse foi novamente submetido a uma
centrifugacado (25.000x g; 15 min; 4°C) e o sobrenadante resultante foi usado como
fonte de enzima. Todos os passos foram realizados sobre refrigeragao (Terra et al.,

1985).

3.6 — Preparacao de microvilosidades intestinais

As microvilosidades dos epitélios intestinais de T. molitor foram purificadas
por precipitacdo diferencial por Ca®* de acordo com Jord3o et al. (1995). Os epitélios
provenientes de 100 larvas de T. molitor foram homogeneizadas em um
homogeneizador tipo Potter-Elvehjem (aproximadamente 10 movimentos de pistilo)
em um meio hipotdnico contendo manitol 50 mM em tampé&o Tris-HCI 2 mM, pH 7,1.
Os homogeneizados foram passados por uma malha de nylon de poros de 45 yM.
CaCl, dissolvido no tampao de homogeneizacédo foi adicionado aos filtrados, de
modo a se obter uma concentracdo de 30 epitélios/ mL e 10 mM de CaCl, . Os
filtrados foram deixados 10 minutos no gelo, com agitagcdes periddicas e em seguida
foram centrifugados. As seguintes fragbes sao obtidas: C1, sedimento resultante da
centrifugacéo a 2.800g, 15 minutos; C2, sedimento resultante da centrifugacao a
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15.500g, 15 minutos; C3, sobrenadante resultante da centrifugagdo a 15.000g, 15
minutos. As fragcdes C1 e C3 sao dispensadas, sendo somente utilizada como fracao
enriquecida em microvilosidades o sedimento C2. O sedimento foi ressuspendido em
200 pL do tampéao Tris-HCI 2 mM, pH 7,1, contendo 50 mM de manitol, para entéo

ser utilizado nos ensaios.

3.7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢gdes: desnaturantes (SDS-

PAGE) e em condi¢gdes nao desnaturantes (PAGE).

As amostras a serem submetidas a eletroforese tiveram o sal retirado através
de dialise e, posteriormente, aquecidas durante 5 minutos a 95 °C em tampao de
amostra (Tris-HCI 60 mM, pH 6,8, contendo SDS 2% (p/v), glicerol 10%, B-
mercaptoetanol 0,36 mM e azul de bromofenol 0,0025%) e em seguida submetidas a
uma separagao eletroforética utilizando um equipamento Mini-Protean |l (Bio-Rad,
EUA) em gel de poliacrilamida 7,5% com 1,0 mm de espessura (Laemmli, 1970). As
eletroforeses foram realizadas a 200 V 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. O gel foi corado para visualizagcdo de proteinas com prata
(Blum et al., 1987). O marcador de massa molecular utilizado foi o High Range
Prestained SDS-PAGE Standards (Bio-Rad) contendo as seguintes proteinas:
miosina (200 kDa), B-galactosidase (116,25 kDa), fosforilase b (97,4 kDa), albumina
sérica bovina (66,2 kDa), e ovoalbumina (45 kDa).

Amostras a serem aplicadas em eletroforese nativa foram dialisadas contra
agua Milli Q e concentradas com o auxilio do concentrador de amostras Amicon
Ultra (Millipore). Foi utilizado um tampao de amostra contendo glicerol 10% (v/v) e
azul de bromofenol 0,005% (p/v) e aplicadas em um gel de poliacriamida 7,5%.0
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tampao de corrida também nao contém SDS, portanto é utilizado o Tris-Glicina. As
placas de eletroforese foram submetidas a 200V a temperatura de 4°C, sendo entdo
lavadas 3 vezes com tampao citrato-fosfato 20 mM pH 6,0 sob agitagdo. Apds a
lavagem, para o ensaio de a-manosidase, um papel Whatman n°41 umidecido, com
uma solucdo de 0,25 mM de metilumbeliferil-a-D-manopiranosideo em tampao
citrato-fosfato 20 mM pH 6,0, foi colocado sobre o gel de eletroforese para a
incubacdo em camara umida. Apds a incubagao, o papel foi retirado e o gel colocado
em um transiluminador de Iluz ultravioleta, para a visualizagdo de bandas

fluorescentes correspondentes ao substrato hidrolisado (Manchenko 1994).

3.8 — Cromatografias

3.8.1 — Cromatografia de troca idénica

Foi usada a coluna Hitrap Q XL (5,0 mL), Amersham Biosciences. A coluna foi
acoplada ao sistema AKTA Prime (Amersham Pharmacia Biotech), sendo a
cromatografia realizada a temperatura ambiente. A coluna foi previamente
equilibrada com 5 volumes de coluna com tampao Tris HCI 20 mM pH 7,0. A
amostra foi eluida no mesmo tamp&o com um gradiente de NaCl de 0 a 1M com
fluxo de 2,0 mL/min e as fragdes coletadas de 2 mL. A eluicdo de proteina foi
monitorada pela leitura a 280 nm e as fragdes obtidas foram analisadas quanto a

sua atividade sobre o substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo.
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3.8.2 — Cromatografia de filtragao em gel

Foi usada a coluna Superdex 75 HR 10/30 e subsequentemente a coluna
Superdex 200 ambas da Pharmacia. As colunas foram acopladas ao sistema AKTA,
sendo as cromatografias realizadas a temperatura ambiente. A eluigdo de proteina
foi monitorada pela leitura a 280 nm e as fragdes obtidas foram analisadas quanto a
sua atividade sobre o substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo.

A cromatografia foi realizada em tampao Tris-HCI, pH 7,0, sendo o fluxo utilizado de
0,5 mL/min e as fragdes coletadas de 0,3 mL. A coluna foi previamente equilibrada
com dois volumes de tampéao antes das cromatografias.

As fragbes ativas apods a eluigdo da coluna Superdex 75 foram reunidas e aplicadas
em uma nova filtracdo em gel a Superdex 200. A coluna foi acoplada ao sistema

AKTA.

3.8.3 — Cromatografia de interagcao hidrofébica

Foi usada a coluna Phenyl Superose HR 5/5 (Pharmacia, Suécia) acoplada a
um sistema cromatografico de alta pressdo (AKTA) e equilibrada com tampao fosfato
50 mM; (NH4).SO4 2M; pH 7,0. Antes de a amostra ser aplicada nesta coluna ela
deve ser combinada com (NH,4),SO4 de maneira a obter uma concentragéo do sal de
2,0M. Apds a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com 5mL do tampao
descrito. Proteinas ligadas a coluna foram eluidas através de um gradiente salino
(20mL) de 2,0 a OM de (NH4).,SO4 no mesmo tamp&o e uma lavagem com 5 mL de
tampé&o sem (NH4)2SO4. Usou-se um fluxo de 0,5 mL/min e coletaram-se fragdes de
0,3 mL cada.
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3.9 — Purificagao da a-manosidase soluvel

O sobrenadante da centrifugagdo do homogeneizado do conteudo luminal do
intestino médio de Tenebrio molitor (vide item 3.2) foi aplicado na coluna HiTrap Q
XL (Pharmacia). As fragdes eluidas com maior atividade sobre o substrato p-
nitrofenil-a-D-manopiranosideo foram reunidas. Esse material foi concentrado de um
volume de 12 mL para aproximadamente 400 yL com auxilio do concentrador de
amostras Amicon Ultra (Millipore). Esta amostra concentrada foi entdo aplicada na
coluna para filtragcdo em gel Superdex 75 (Pharmacia). As fragdes do pico eluido,
correspondente a a-manosidase e contendo atividade sobre p-nitrofenil-a-D-
manopiranosideo foram reunidas. O reunido foi concentrado com auxilio do
concentrador Amicon Ultra (Millipore) e entédo aplicado na coluna de filtragdo em gel
Superdex 200 (Pharmacia). As fragdes do pico eluido com atividade sobre p-
nitrofenil-a-D-manopiranosideo foram reunidas e foi adicionado (NH4),SO,4 para
concentracao final de 2M. Esta amostra foi aplicada na coluna Phenyl Superose e

ambos os picos foram usados separadamente como fonte de a-manosidase.

3.10 — Dialise

A didlise foi feita para eliminar o sal presente nas amostras antes de submeté-
las a eletroforese. Essa foi feita contra 100 volumes de agua milli-Q®, sendo

realizadas trés trocas. A membrana utilizada tinha o limite de exclusdo de 12.000 Da.
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3.11 — Determinagao do efeito do pH sobre a atividade da a-manosidase

Essa determinacdo foi realizada usando preparagdes purificadas de a-
manosidase, obtidas apds ultimo passo da marcha de purificagdo, a cromatografia
de interagdo hidrofébica. Esta cromatografia separou a amostra aplicada em dois
picos de atividades e ambas as a-manosidases (Man 1 e Man 2) tiveram seu pH
6timo determinado. Foi utilizada uma série de tampdes: tampao citrato-fosfato 0,2 M
(pH 2,6; 3,0; 3,6; 4,0; 4,6; 5,0; 5,4; 5,6; 5,8; 6,0; 6,4; 7,0), tampéao Tris-HCI 0,2 M (pH
7,0; 8,0). P-nitrofenil-a-D-manopiranosideo 2,5 mM feito em agua milli-Q® foi
utilizado como substrato para a-manosidase. Tanto os ensaios quanto a

determinacgao de pH das misturas de substrato e tampao foram realizadas a 30 °C.

3.12 — Determinagao do peso molecular por filtragao em gel em coluna

Superdex 200 em sistema AKTA

Amostra de 200 uL de preparacao purificada de a-manosidase foi aplicada em
coluna Superdex 200 (Pharmacia) em sistema AKTA (FPLC) e eluida com tampéao
Tris-HCI 20 mM pH 7,0 contenho 1 M de NaCl. O fluxo utilizado foi de 0,5 mL/min. O
material eluido foi coletado em fragdes de 0,3 mL. Essas fragdes serviram como
fonte de material para os ensaios enzimaticos. O perfil de proteinas ao longo da
cromatografia foi monitorado pela absorgcéo espectrofotométrica das fragbes a 280
nm. Pelo volume de eluicdo das fragdes com atividade, pode-se obter um valor de
Mr através do plote desse valor numa curva de calibragdo, obtida através de
cromatografias de amostras contendo proteinas de peso molecular conhecido que

foram aplicadas nas coluna Superdex 200. Utilizou-se como marcadores: Citocromo
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C (12.400 Da), Ovalbumina (43.000 Da), Soro albumina bovina (BSA) (67.000 Da),

Beta amilase (200.000 Da).

3.13 — Focalizagao isoelétrica em géis de poliacrilamida

A focalizagao isoelétrica foi realizada como previamente descrito por Terra.,et
al 1978, em colunas de gel de poliacrilamida 7% contendo 1% de anfolitos pH 2-11
(Pharmalite). O reservatorio superior ao gel contém 200mM de NaOH e o
reservatorio inferior contém 150 mM de acido fosforico. Amostras foram aplicadas
juntamente com o gel tornando-se distribuida ao longo deste ao invés de ser
aplicada no topo do lado alcalino apds o gel estar polimerizado. A eletrofocalizagéo
foi realizada a 4°C por 2h e 30 min com voltagem de 31 V/cm. Nao foi necessario
uma pré-focalizagdo uma vez que a amostra foi aplicada juntamente com o gel. Os
géis foram fracionados usando o fracionador (Autogeldivider Savant Instruments,
EUA) no mesmo tampao usado nos ensaios (citrato-fosfato pH 6,0). As fracdes
coletadas foram ensaiadas segundo item 3.4. Os pHs ao longo do gel foram
determinados fracionando um gel controle, sem amostra, com agua bidestilada, e
medindo-se o pH em pHmetro. O gel controle foi fracionado com o mesmo
fracionador utilizando agua para que o pH das fragdes pudesse ser medido. A

recuperacgao da atividade aplicada no gel foi de aproximadamente 10%.
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3.14 — Determinagao de K, e da V,sx da a-manosidase

Esses experimentos foram realizados usando preparacdes purificadas de a-
manosidases (Man 1 e Man 2) de Tenebrio molitor. O substrato utilizado foi P-
nitrofenil-a-D-manopiranosideo (0,25 a 23 mM). O efeito da concentragdo de
substrato sobre a atividade de a-manosidase foi determinado em tampéo citrato-
fosfato 20 mM pH 6,0 a 30°C usando 15 concentragdes diferentes de substrato. As
velocidades de hidrolise do substrato foram determinadas e os dados obtidos
aplicados ao programa Enzifitter (Elsevier Biosoft) para obtengdo dos valores da

constante de Michaelis-Menten e da velocidade maxima.

3.15 — Estudos de inibigao

Constante de inibicao, Ki, foi determinada como descrito por (Dixon e Webb,
1979), com P-nitrofenil-a-D-manopiranosideo como substrato variando sua
concentracao de 0,125 a 2 mM (de 0,2 a 2 K,). Foram utilizados dois inibidores: 1-
deoximanojirimicina e Swaisonina. Foram utilizadas as concentragdes 0,2; 0,5; 0,75
e 1 mM para o primeiro inibidor e as concentragdes 10, 20, 50 e 100 nM para o
segundo inibidor. O valor de Ki e/ou os mecanismos de inibicdo foram determinados
por replots de inclinagdes e interceptos dos plotes de Lineweaver-Burk contra
concentracao de inibidor (Segel, 1975). Todos os experimentos de inibicao foram
realizados em triplicata. As constantes foram calculadas juntamente com desvios

padroes.
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3.16 — Sequienciamento ao acaso da biblioteca de cDNA

3.16.1 — Excisao in vivo do plasmideo Bluescript

Células XL1-Blue MRF" e SOLR foram crescidas em LB liquido suplementado
com maltose 0,2% (p/v) e MgSO4 10 mM durante 16 h a 30°C sob agitagdo de 250
rom. Em seguida, as células foram precipitadas por centrifugagdo (2.000 g por 5
minutos a 8°C) e ressuspensas em uma solugdo de MgSO4 10 mM até obter uma
DOggo de 1.0 (8 x 108 células/mL).

Em seguida, foram combinados 10’ pfu da biblioteca em fago A Zap Il (1uL)
com 10° de XL1-Blue MRF" e 10° pfu de fago “helper EX Assist’. Nesse passo,
proteinas codificadas pelo fago “helper’” reconhecem especificamente regides do
DNA do fago A Zap Il e promovem a excisao e circularizagdo de uma fita simples de
DNA que contém as sequéncias do plasmideo Bluescript e o inserto de cDNA
contido no clone de interesse. Essa mistura foi entdo incubada a 37°C por 15
minutos e logo em seguida foi acrescentado LB liquido para incubagao por 3 horas a
37°C com agitagado para que o plasmideo fosse entdo encapsulado pelas proteinas
do fago “helper” e eliminado pelas células XL1-Blue MRF". Para purificar os fagos, a
cultura foi incubada a 70°C por 20 minutos, periodo suficiente para matar células
XL1-Blue MRF’ presentes no meio. Finalmente, esse material foi centrifugado (2.000
g por 10 minutos a 8°C) e o sobrenadante, contendo os fagos carregando o
plasmideo pBluescript e fagos A Zap |l, recuperados.

Para finalizar, as células SOLR foram transformadas com o plasmideo

pBluescript. Para isso 200 uL de suspensédo de células SOLR foram incubadas com

1 uL da preparagdao de fagos obtida no passo anterior. Apds 15 minutos de
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incubacédo a 37 °C, essas células foram plaqueadas em meio LB agar contendo
carbenicilina (50 pg/mL), Xgal (50 mg/mL) e IPTG 100 mM. As placas foram
incubadas por 16 h a 37°C.

Durante esse procedimento, os fagos “helper EX Assist” infectam as célula
SOLR, mas nao sao capazes de crescer. Essas células sao selecionadas
negativamente em meios contendo carbenicilina e XGal. Os fagos A Zap Il ndo sao
capazes de infectar as células SOLR. Células infectadas pelos fagos “helper
ExAssist’, contendo como material genético o plasmideo pBluescript, séo

selecionadas positivamente em meios contendo carbenicilina e XGal.

3.16.2 — Amplificagao por PCR de amostras de DNA contidas em coldnias

bacterianas integras

As colbnias isoladas obtidas no meio LB agar contendo carbenicilina, XGal e
IPTG foram crescidas em placas de 96 pocgos durante 16 h a 37 °C sem agitacdo em
meio LB liquido também contendo carbenicilina (50 png/mL).

Posteriormente, com auxilio de um carimbo de replicagao parte das bactérias
que cresceram no meio liquido foram transferidas para uma placa de PCR para
realizacdo do PCR de colbnia e ao restante foi acrescido glicerol 30% e entdo
armazenadas a -80 °C. A reacao de PCR de colbnia foi realizada em tampao 10 mM
Tris-HCI pH 8,4, contendo KCI 50 mM; gelatina 0,01 % (p/v); Triton X-100 0,1 %
(p/v); MgCl2 1,5 mM; dNTP 0,2 mM; 0,5 mM de cada iniciador utilizado; 5 U de taq
DNA Polimerase. Esta reacao foi incubada a 94°C por 5 minutos, seguida de 30

ciclos como descrito a seguir: 30 segundos a 94°C, para a desnaturagao da dupla
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fita do DNA; 30 segundos a 55°C para o pareamento dos iniciadores e finalmente 3
minutos a 68°C, para o alongamento da fita complementar de DNA.

Para analisar os fragmentos de DNA derivados da amplificagdo por PCR
foram feitas eletroforeses em gel de agarose escolhendo aleatoriamente algumas
amostras. Os géis foram preparados na concentragao final de 1% (p/v) de agarose
em tampéao TAE (Tris-acetato 8 mM; EDTA 0,4 mM, pH 8,5) e as amostras de DNA
foram resolvidas com uma diferenca de potencial de 80-100V. O tampao de amostra
(2:5 volumes de amostra) contendo azul de bromofenol, utilizado na eletroforese, foi
usado para monitorar a migragcdo da amostra e determinar o encerramento da
eletroforese.

Apos a eletroforese, o DNA foi evidenciado utilizando-se brometo de etideo

(0,5 ug/mL) e visualizado em transiluminador de luz UV (312 nm).

3.16.3 — Sequenciamento dos cDNAs

Os produtos do PCR de col6nia, apds terem sido verificados aleatoriamente
através de gel de agarose foram utilizados na reagdo de sequenciamento. Com
auxilio do carimbo de replicacdo, o produto do PCR de colbénia foi carimbado em
uma placa de PCR contendo a mistura para reacdo de sequenciamento, usando o
iniciador T7. A reacao de sequenciamento foi realizada usando o produto do PCR de
colbénia; 3 pL de iniciador na concentracdo de 3,3 pmol/uL; 2 uL de “Terminator
Ready Reaction Mix” (Perkin Elmer); 3 yL de tamp&o Tris-HClI 200mM, pH 9
contendo MgCl, 5 mM, para um volume final de 15 yL. A reacédo foi realizada na
maquina da Perkin-Elmer com 35 ciclos que consistiam de: 96°C por 45 segundos;

50°C por 30 segundos; 60°C por 4 minutos. As amostras foram sequenciadas pelo
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servico de sequenciamento de cDNA, do Departamento de Bioquimica, Instituto de
Quimica, utilizando um sequenciador automatico ABI373A (Perkin-Elmer, Norwalk,

CT, USA).

3.16.4 — Analise e montagem dos ESTs

As sequéncias foram processadas em um computador Pentium IV 2,26 GHz
rodando sobre o sistema operacional Linux (Debian Testing com kernel 2.6) com os
programas Phred, Phrap e Consed Linux 2.6 (Ewing e Green 1998a e 1998b;
Gordon et al., 1998) compilados, cujas licengas de uso para fins académicos sao
gratuitas e obtidas diretamente com os autores. Eletroferogramas gerados no
sequenciador foram convertidos em sequéncias, as quais foram aparadas,
extirpando-se extremidades de baixa qualidade, e as regides sequenciadas de vetor
foram mascaradas. Em seguida ao processamento, as sequéncias foram alinhadas,
separando as que se sobrepde em contiguos e as isoladas (singletos).

Através da ferramenta de biologia molecular Blast Client 3, softwares
distribuidos pelo NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www/ncbi.nlm.nih.gov), foi possivel comparar as sequéncias obtidas com as
sequéncias do banco de dados internacionais de forma automatizada (Altschul et al.,

1990; Benson et al., 2000).
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4 — Resultados

4.1 — Distribuigao da atividade da a-manosidase no tubo digestivo de T.

molitor.

Com o intuito de se verificar o papel fisiolégico da a-manosidase envolvida na
digestdo de cadeias de carboidratos, o epitélio ventricular e o conteudo luminal
foram divididos em duas porgdes, nas quais foram determinadas a atividade da ao-
manosidase (Tabela 3). Os resultados mostram que a a-manosidase encontra-se,
principalmente, como uma enzima soluvel no conteudo ventricular (81,5% da
atividade total) e 18,5% da atividade total encontram-se no epitélio ventricular. A
maior atividade da a-manosidase esta no conteudo luminal na porgéo anterior mais
meédia do intestino médio (60,3% da atividade total), com uma atividade significante
na fracdo de membrana do epitélio anterior e médio (11,8% da atividade total)

(tabela 3).

4.2 — Purificagado de microvilosidade intestinais

Na tentativa de purificar as microvilosidades das células do intestino médio da
larva de T.molitor foi utilizada a técnica de precipitacao diferencial com calcio
descrita com detalhes no item 3.12 e a aminopeptidase foi utilizada como uma
enzima marcadora, uma vez que sabe-se que ela esta presente em maior
quantidade na porgao posterior do intestino médio e € uma enzima tipica de
membrana microvilar. A atividade da a-manosidase microvilar foi enriquecida 11

vezes na porgao anterior € 5 vezes na porgao posterior do intestino médio (tabela 4).
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Estes resultados sdo compativeis com uma localizagdo microvilar, ja que a
aminopeptidase marcadora foi enriquecida 18 e 3,5 vezes nas mesmas fracoes

anteriores.
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4.3 — Purificagado da a-manosidase presente no conteudo luminal do intestino

médio das larvas de T. molitor.

Com o objetivo de purificar a a-manosidase soluvel do intestino médio das
larvas de T. molitor (ja que pelo resultado de distribuicdo, observamos que esta
enzima encontra-se majoritariamente no conteudo), optamos comecar por uma
cromatografia de troca ibnica, onde a coluna utilizada foi uma Hitrap Q e as
proteinas foram eluidas em gradiente de NaCl de 0 a 1,0 M, utilizando o tampao Tris
HCI 20 mM pH 7,0. Uma preparagdo de homogeneizado de conteudo luminal
contendo 100 animais foi aplicada a esta coluna e a atividade da a-manosidase foi
medida nas fragdes desta cromatografia (figura 2), utilizando um método
colorimétrico de identificagdo. Observamos que a enzima foi eluida em concentracao
de NaCl por volta de 0,5 M. A recuperagao de atividade enzimatica foi de 34,4 % em
relacdo ao material inicial. Como o préximo passo envolve uma coluna de filtracao
em gel (Superdex 75) e esta possui um limite de volume permitido a ser aplicado,
optou-se por concentrar a amostra eluida da troca anibnica. A recuperacdo da
atividade enzimatica apds a concentracdo € quase total. Apds a concentracio, a
amostra foi cromatografada em uma coluna Superdex 75 onde observamos apenas
um pico de atividade de a-manosidase (figura 3). A recuperagdo da atividade
enzimatica neste passo foi de 37,2% em relagdo ao material vindo do reunido da
Hitrap Q. O reunido da Superdex 75 foi aplicado numa nova filtragdo em gel, agora a
Superdex 200 (figura 4). A recuperacao da atividade enzimatica apdés o passo da
Superdex 200 foi de 17,8% em relagdo ao material inicial. As fracdes

correspondentes ao pico de atividade foram cromatografadas numa coluna de
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interacdo hidrofobica, a Phenyl Superose. Esta coluna foi acoplada a um sistema
cromatografico de alta pressdao (AKTA). O perfil encontrado apds o ensaio das
fracdes eluidas com o substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo esta ilustrado na
figura 5 e podemos observar a presenca de dois picos de atividade. Amostras dos
dois picos foram submetidas a um SDS-PAGE (figura 6). Neste gel podemos
observar que a unido das fragdes do pico 1 incluem varias bandas de proteinas que
nao correspondem a da a-manosidase (dado n&do mostrado), ja aquelas
correspondentes ao pico 2 resultam em apenas uma banda, que corresponde a a-
manosidase com aproximadamente 70 KDa. Na cromatografia de filtragdo em gel
podemos deduzir o peso molecular da a-manosidase observando o volume de
eluicdo da a-manosidase (ver item 3.12) (figura 7). O valor encontrado foi de 123
KDa. Por outro lado, quando fizemos uma SDS-PAGE, que é desnaturante,
podemos ter bandas correspondentes as subunidades de proteinas oligoméricas
observadas na SDS-PAGE (figura 6). As duas bandas somadas geram uma proteina
de peso molecular de aproximadamente 140 KDa. O valor de massa molecular
encontrado por filtragdo em gel é de aproximadamente 123 KDa. Ambos os picos
eluidos da cromatografia de interacdo hidrofébica foram concentrados
separadamente no concentrador microcon YM-10 e aplicado num gel nativo, o qual
foi revelado com o substrato fluorescente como descrito em 3.7. Ao revelar-mos este
gel, podemos observar apenas uma banda de atividade sobre o substrato em ambos

0s picos e com a mesma migragao no gel (figura 8).
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Figura 2 — Perfil cromatografico para a-manosidase em coluna Hitrap Q. A fracdo soluvel do
homogeneizado do conteudo luminal do intestino médio de T. molitor foi aplicada em uma
cromatografia em Hitrap Q com o gradiente de NaCl entre 0 € 1,0 M em tampé&o Tris HCI 20 mM pH
7,0. A atividade enzimatica foi determinada para o substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo. A

atividade para a-manosidase foi detectada em 420nm.
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Figura 3 — Perfil cromatografico para a-manosidase em coluna de filtragdao em gel Superdex 75.
As fracGes (40 a 45) recolhidas da cromatografia de troca ibnica (figura 2) foram cromatografadas

nesta coluna S75. Outros detalhes na figura 2.
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Figura 4 — Perfil cromatografico para a-manosidase em coluna de filtragdo em gel Superdex
200. As fracdes (25 a 29) recolhidas da cromatografia de filtracdo em gel Superdex 75 (figura 3) foram

cromatografadas nesta coluna S200. Outros detalhes na figura 2.
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Figura 5 — Perfil cromatografico para a-manosidase em coluna de interacdo hidrofébica. As

fragbes (40 a 45) recolhidas da cromatografia de filtragdo em gel S200 foram cromatografadas nesta

coluna Phenyl Superose. Foi utilizado um gradiente de sulfato de aménio de 0 a 2M. Outros detalhes

na legenda da figura 2.
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Figura 6- SDS-PAGE 7,5% das frag6es reunidas durante a marcha de purificagao da a-
manosidase soluvel de T.molitor.

Todas as amostras foram dialisadas e submetidas a fervura antes de serem aplicadas no gel. O gel
foi corado com prata segundo Blum et al.(1987), para evidenciar proteinas. PM- padrées de peso
molecular; HTQ- Fragbes reunidas apds eluicdo da cromatografia troca anidnica Hitrap Q, S200-
Fracdes reunidas apés eluicdo da cromatografia de filtragdo em gel Superdex 200, S75- Fragdes
reunidas apés eluicdo da cromatografia de filtragcdo em gel Superdex 75, Pico 2- Fragdes reunidas
apos eluicao da cromatografia de interagéo hidrofébica Phenyl Superose correspondentes ao

segundo pico (Man 2).
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Figura 7 — Curva padrao para definir o peso molecular da a-manosidase por cromatografia de
filtragao em gel

Foram utilizadas como padrdes as seguintes proteinas: beta-amilase (200KDa); BSA (67KDa);
ovalbumina (43KDa) e citocromo C (12,4 KDa). As amostras foram aplicadas separadamente na
coluna Superdex 200 e os volumes de eluigao foram monitorados através da detecgao a 280 nm. Os
célculos foram realizados com o auxilio da seguinte férmula: Kav= (Vr-Vo)/(Vc-Vo), sendo Vr igual ao
volume de eluicdo da proteina; para o caculo de Vo (igual ao volume morto) utilizou-se blue dextran
(2.000 KDa) e Vc que corresponde ao volume da coluna em mL.O Kav encontrado para o-

manosidase foi de 0,281.
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Pico 1 Pico 2

Figura 8 — Eletroforese em condi¢6es nativas em gel de poliacrilamida 7,5 % da a-manosidase.

A amostra utilizada para fazer este gel foi obtida do pico 1 e 2 eluidos da coluna Phenyl Superose

(interag&o hidrofdbica).
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4.4 — Efeito do pH

Ensaios enzimaticos para a verificacao do efeito do pH sobre a atividade da

o-manosidase de Tenebrio molitor foram realizados com a a-manosidase 1 e 2 (Man

1 e Man 2) presentes nos picos de atividade eluidos da coluna de interagéao

hidrofébica. As enzimas mostraram-se estaveis entre os pHs 4 e 7. O pH 6étimo

observado para ambas (Man 1 e Man 2) foi de aproximadamente 5,6 (figura 9).

Atividade Relativa (%)
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100 -
80
60
40
20 +

pH étimo

(A)

6660660

pH

Atividade Relativa (%)

10
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(B)
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100 .,
*
80 - *
60 - *
. .
40 1
.
20 A .
0 : soneee? ‘ ; ‘
0 2 4 6 8
pH

Figura 9 — O efeito do pH na taxa de hidrélise do p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo. (A) e (B)

correspondem respectivamente a Man 1 e Man 2, as quais foram recolhidas dos picos 1 e 2 da

cromatografia de interacdo hidrofébica. Os pontos vieram de ensaios em triplicata. Os tampdes

usados foram: citrato-fosfato de sédio 0,2 M (pH de 2,6 — 7,0) e Tris—HCI 0,2 M (pH de 7,0 — 8,0). O

substrato utilizado estava em uma concentracgéo final de 2,5 mM. Os resultados estdo expressos em

fungdo da maior atividade.
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4.5- Determinagao do ponto isoelétrico (pl) da a-manosidase purificada Man 2

A a-manosidase purificada Man 2 foi submetida a uma focalizagao isoelétrica
para determinar seu pl. O resultado apresentado na figura 10 mostra que esta

enzima purificada apresenta pl em 3,38.
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Figura 10 — Focalizagao isoelétrica da a-manosidase Man 2 purificada de T.molitor

O pl foi calculado como sendo igual a 3,38 com uma recuperagdo menor que 10%.

4.6- Propriedades cinéticas das a-manosidases purificadas

As a-manosidases digestivas, purificada a partir de larvas de T.molitor tiveram
suas atividades testadas sobre o substato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo para

determinacao dos parametros cinéticos. As medidas de Km e Vmax foram feitas
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medindo a formacao de produto em diferentes concentragdes de substrato utilizando
os plotes de Lineweaver-Burk. Tanto Man 1 e Man 2 seguem a cinética de Michaelis
Menten. Os valores de Km para Man 1 e Man 2 foi de 0,84 e 0,62 mM
respectivamente, e Vmax com valores de 1,12 e 0,21 para Man 1 e Man 2
respectivamente, com erros calculados pelo programa EnZfitter ficando abaixo de 5

% (figura 11).
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Figura 11 — Efeito da concentragdo do substrato sobre a atividade da a-manosidase de

T.molitor. As enzimas foram incubadas com varias concentragdes de substrato em tampao citrato-
fosfato 20 mM pH=6,0. As atividades foram determinadas segundo item 3.4. Valores de km e Vmax
foram obtidos através de ajustes dos pontos experimentais (média e desvio padrao da média) feitos
no programa EnZzfitter (Elsevier Biosoft). Man 1:(A) e (B) correspondem aos plotes de Michaelis-
Menten e Lineweaver-Burk respectivamente; Man 2: (C) e (D) correspondem aos plotes de Michaelis-

Menten e Lineweaver-Burk, respectivamente.
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Também foram feitos ensaios de inibicdo com dois inibidores que sabidamente
inibem o-manosidases: 1-Deoximanojirimicina e Swainsonina. Os Kis encontrados
para Man 1 e Man 2 estdo resumidos na tabela 5 e foram determinados como
apresentado na figura 12. O padrao de inibicao obtido em todos os casos é do tipo
competitivo linear simples. Swainsonina foi o mais efetivo inibidor, sendo ativo na
ordem de nanomolar, enquanto o outro inibidor, 1-deoximanojirimicina foi efetivo

apenas em concentragdes milimolares.

Tabela 5 — Inibigao das a-manosidases purificadas de T.molitor

|I‘Iibid0r Man 1 Man 2

Ki (1-deoximanojirimicina) | 0,12 mM 0,15 mM

Ki ( Swainsonina) 67,8 nM 63 nM

A atividade foi determinada pela hidrélise de p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo, em tampéao citrato-
fosfato 20 mM, pH 6,0. Os Kis foram determinados incubando-se 8 diferentes concentracdes de
substrato com 4 diferentes concentragdes de inibidor. Os valores apresentados foram calculados a
partir do replote de inclinacado de plotes de Lineweaver-Burk contra concentracao de inibidor ( figura

11).
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Figura 12 — Determinacdo do Ki para a a-manosidase purificada Man 2 de T.molitor na

presenga de 1-deoximanojirimicina. O substrato usado foi p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo. As
curvas apresentadas em A correspondem aos plotes de Lineweaver-Burk na presenga de
concentragcbes crescentes de inibidor (0,2; 0,5; 0,75; 1 mM). B, corresponde ao replote das
inclinagées do plote em A contra as concentragdes de inibidor correspondentes. Os valores de Ki

estdo apresentados na tabela 5.

4.7 — Transcriptoma parcial do intestino médio de T.molitor

Um sequenciamento ao acaso da biblioteca de cDNA praparada a partir de
intestinos médios de T molitor foi realizado a procura de sequéncias de interesse
representada, nesse trabalho, por sequéncias de o-manosidases. Apds o

processamento dos sequenciamentos, onde as sequéncias de vetor foram aparadas

45



e as de baixa qualidade foram descartadas, surgiu um EST util para este projeto.
Uma sequéncia era considerada util quando apresentava um minimo de 150 bases
contiguas com qualidade inferida pelo Phred =220 (Ewing, et al., 1998 a,b).

A montagem de contiguos consiste na jungdo ordenada dos nucleotideos,
com base na similaridade entre as sequéncias das diferentes ESTs sequenciadas,
levando em conta os critérios de qualidade de sequenciamento e sua interpretacao.
Assim ¢é possivel estabelecer uma sequéncia comum (consenso) a partir da
montagem de varias sequéncias. As sequéncias que nao formam contiguos foram
denominadas singletos. O EST util encontrado na varredura da biblioteca de cDNA
de T. molitor foi um singleto. A tradugdo da sequéncia deste singleto quando
comparada com as sequéncias depositadas no Genbank (Blastx — banco de dados
ndo redundante — nr), revelou que tinha similaridade com algumas o-manosidases
de outros organismos. Com a ajuda do programa CLUSTAL, o alinhamento de
sequéncia foi feito gerando a figura 13. Quando foi encontrado este singleto
homdlogo a a-manosidases foi feito um alinhamento entre esta e a possivel a-
manosidase de membrana descrita por Ferreira, et al (2007) (tabela 1) para ver se
formavam um contiguo, pois um dos objetivos € completar a sequéncia desta
proteina. O resultado foi que estas duas seqléncias ndo se alinhavam. Devido as
diferencas entre estas duas seqléncias obtidas, elas foram alinhadas
separadamente com as sequéncias do banco de dados gerando figuras separadas
(ver figura 13 e 14). Ambas as sequéncias foram mais similares a uma sequéncia de
o-manosidase de Aedes aegyptfi.

A figura 15 foi gerada para verificar quéo proximas filogeneticamente eram as

duas sequéncias de a-manosidase de T. molitor em relagdo as outras sequéncias de
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banco de dados. Foram feitos dendogramas separados para cada a-manosidase,

pois elas correspondem a regides distintas da molécula de a-manosidase.
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Figura 13 — Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos de uma possivel a-

manosidase soluvel (Tenebrio 1) de T. molitor com outras sequéncias de a-manosidases.

Aminoacidos marcados com (*) sdo residuos totalmente conservados, (:) corresponde a residuos

fortemente conservados, (.) indica conservagao fraca e auséncia de sinal corresponde a uma regiao

ou residuo nao conservado. Os alinhamentos foram feitos com o programa CLUSTALW .
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Figura 14 — Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos de uma possivel a-

manosidase microvilar (Tenebrio 2) de T. molitor com outras sequéncias de a-manosidases.

Para outros detalhes ver figura 13.
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Figura 15 — Relacdo filogenética entre a-manosidases de diferentes organismos. O

dendograma da a-manosidase foi gerado por comparagéo dois a dois de sequéncias de aminoacidos
de a-manosidases. Tenebrio 1 corresponde a seqiiéncia da a-manosidase sollvel e Tenebrio 2
corresponde a a-manosidase de membrana. Os valores dos “bootstraps” sdo mostrados na raiz dos
ramos. A filogenia do “neighbor-joining” foi construida com a versdo 3.1 do programa “Molecular

Evolutionary Genetics Analysis”.
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5 — Discussao

5.1 — Distribuigcao da atividade de a-manosidase nas diferentes regides do

intestino médio de T. Molitor e purificagcao de microvilosidades intestinais

Diversos trabalhos tém mostrado que enzimas presentes no tubo digestivo de
insetos podem ser provenientes do alimento por eles ingeridos. Schumaker et al.
(1993) verificaram a existéncia de uma cisteina proteinase no tubo digestivo de
Scaptotrigona bipunctata que era proveniente do podlen ingerido na dieta. Terra et al.
(1985) mostraram que a atividade de aminopeptidase e celulase encontrado no
farelo de trigo usado na alimentacdo de larvas de T. molitor contribuia
significativamente para a atividade encontrada na forma soluvel do intestino médio
desse animal. Dessa forma, para assegurar que uma determinada enzima é
realmente produzida pelo inseto é necessario primeiro verificar se as enzimas
encontradas no tubo digestivo ndo seriam originarias do alimento por eles ingeridos.
A fracdo soluvel de tubos digestivos inteiros das larvas de T. molitor possui
consideravel atividade hidrolitica sobre o substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo.
A possibilidade da atividade da a-manosidase luminal ter vindo do alimento fornecido
aos animais foi descontada porque a atividade de 20 mg de farelo de trigo
(correspondente ao peso fresco no tubo digestivo do T. molitor) € de 0,18 mU/Animal
de a-manosidase. Como esse numero corresponde a apenas 0,07% da atividade
recuperada do tubo digestivo de T. molitor (tabela 3), a atividade encontrada foi
considerada como originada do proprio inseto (para detalhes ver item 3.5).

Os resultados da distribuicdo mostraram que a a-manosidase encontra-se,
principalmente, como uma enzima soluvel no conteudo intestinal (82% da atividade

total) e 18% encontra-se no epitélio intestinal como uma enzima de membrana. A
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maior atividade da a-manosidase esta no conteudo luminal na porcdo anterior mais
média do intestino médio (60,3% da atividade total), com uma atividade significante
na fragdo de membrana do epitélio anterior e médio (11,8% da atividade total)
(tabela 3). Este resultado confirma os indicios da existéncia de uma a-manosidase
de membrana, que deu inicio a este projeto apds a varredura da biblioteca de cDNA
de T. molitor com anticorpos gerados contra microvilosidades intestinais purificadas
de T. molitor (ver tabela 1) (Ferreira et al.,, 2007). Na tentativa de purificar as
microvilosidades das células do intestino médio da larva de T. molitor foi utilizada a
técnica de precipitacao diferencial com calcio descrita com detalhes no item 3.12 e a
aminopeptidase foi utilizada como uma enzima marcadora, uma vez que sabe-se
que ela esta presente em maior quantidade na porcéo posterior do intestino médio e
€ uma enzima tipica de membrana microvilar. Enriquecimentos de marcadores
microvilares em uma preparacdo € inversamente relacionado a concentracdo de
proteinas microvilares em relacdo a concentracdo de proteinas total. O pequeno
enriqguecimento observado em preparagdes de Diptera (3-7,5) (Houk et al., 1986),
comparado com preparagcdes de Lepidoptera (4,5-10) (Santos et al., 1986) pode
resultar do fato de todas as células do intestino médio de Diptera terem
microvilosidades (Ferreira et al., 1981) enquanto somente células colunares
possuem microvilosidades verdadeiras em tecidos do intestino médio de larvas de
Lepidoptera. Enriquecimentos elevados observados em preparagdes de Coleoptera
(10-13) (Jordao et al., 1995) podem ter sido gerados devido ao conteudo de proteina
das micovilosidades do intestino médio de Coleoptera ser menor do que o de Diptera
e provavelmente do que o de Lepidoptera (Jorddo et al., 1995). O aumento

observado na atividade especifica da a-manosidase e o enriquecimento proximo ao

da enzima marcadora aminopeptidase confirma a existéncia de uma a-manosidase
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microvilar, embora exista também em menor quantidade uma forma soluvel no
epitélio posterior. A atividade da a-manosidase microvilar foi enriquecida 11 vezes
na porgao anterior e 5 vezes na porg¢ao posterior do intestino médio (tabela 4). Como
a a-manosidase soluvel € majoritaria, deu-se inicio a purificagdo desta enzima para

uma posterior caracterizagao.

5.2 — Purificagao da a-manosidase presente no intestino médio de T. Molitor

Com o objetivo de purificar a atividade majoritaria da a-manosidase presente
no conteudo luminal do intestino média das larvas de T.molitor (ja que pelo resultado
de distribuicdo, observamos que estas enzimas encontram-se majoritariamente no
conteudo), optamos comegar por uma cromatografia de troca i6nica, onde a coluna
utilizada foi uma HiTrap Q e as proteinas foram eluidas em gradiente de NaCl de 0 a
1 M, utilizando o tampado Tris-HCI 20 mM pH 7,0. Uma preparagcdo de
homogeneizado de conteudo luminal foi aplicada a esta coluna e a atividade de a-
manosidase foi medida nas fragbes desta cromatografia (figura 2), utilizando um
método colorimétrico de identificacdo. Os proximos passos de purificacdo foram:
duas filtragbes em gel (Superdex 75 e Superdex 200), onde observamos apenas um
pico de atividade de a-manosidase (figura 3 e 4), e uma coluna de interagao
hidrofébica (Phenyl Superose). Foram utilizadas duas filtragdes em gel, porque
quando elas foram testadas, observamos perfis distintos de elui¢cdo, indicando que
se as filtragbes fossem combinadas geraria uma purificagdo melhor. Estas duas
colunas (Superdex 75 e Superdex 200) possuem os poros da resina de tamanhos
diferentes e assim conseguimos eliminar proteinas contaminantes de tamanhos

diferentes. O perfil encontrado, apds o ensaio das fragdes eluidas da Phenyl
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Superose, com o substrato p-nitrofenil-a-D-manopiranosideo esté ilustrado na figura
5 e podemos observar a presencga de dois picos de atividade, sugerindo e existéncia
de duas a-manosidases soluveis e que sO se diferem quanto a hidrofobicidade.
Amostras dos dois picos foram submetidas a um SDS-PAGE (figura 6). Neste gel
podemos observar que a unido das fragdes do pico 1 incluem varias bandas de
proteinas que nao correspondem a da a-manosidase (dado nao mostrado), portanto
nao esta pura, ja aquelas correspondentes ao pico 2 resultam em apenas uma
banda, que corresponde a a-manosidase com aproximadamente 70 KDa. Na
cromatografia de filtracdo em gel podemos deduzir o peso molecular da o-
manosidase observando o volume de eluicdo da a-manosidase (ver item 3.12). O
valor encontrado foi de 123 KDa. Por outro lado, quando fizemos uma SDS-PAGE,
que é desnaturante, podemos ter bandas correspondentes as subunidades de
proteinas oligoméricas observadas na SDS-PAGE (figura 5). As duas bandas
somadas geram uma proteina de peso molecular de aproximadamente 140 KDa. O
valor de massa molecular encontrado por filtragdo em gel € de aproximadamente
123 KDa (ver figura 7), o que aliado ao resultado de SDS-PAGE indica que a o-
manosidase deve ser formada por duas subunidades de mesmo tamanho, uma vez
que esta eletroforese foi realizada em condi¢gdes desnaturantes. Ambos os picos
eluidos da cromatografia de interacdo hidrofébica foram concentrados
separadamente e aplicados num gel nativo, o qual foi revelado com o substrato
fluorescente como descrito em 3.7. Ao revelar-mos este gel, podemos observamos
apenas uma banda de atividade sobre o substrato em ambos os picos e com a
mesma migracao no gel (figura 8), o que significa que somente uma enzima naquele

meio € capaz de hidrolisar aquele substrato e que é possivel utilizar as fragées
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correspondentes a estes picos como fonte de enzima para caracterizagao

enzimatica.

5.3 — Caracterizagao cinética da a-manosidase presente no intestino médio de

T. Molitor

Existem pelo menos quatro tipos de a-manosidases encontradas em diferentes
organismos com pH otimo diferentes. Estas enzimas encontram-se em locais
diferentes nestes organismos, assim podemos citar a a-D-manosidase do lisossomo,
da membrana do golgi e a do citossol. Estas enzimas tem pH 6timo de 4,6; 5,6 e 6,0
(ou 6,5 se for extrato sem tratamento) respectivamente (Opheim and Touster, 1977).
O pH 6timo observado para ambas: Man 1 e Man 2 foi de aproximadamente 5,6
(figura 9), aproximando-se dos pHs observados nas enzimas do Golgi.

a-manosidases sao encontradas com os mais variados pontos isoelétricos. Os
valores encontrados na literatura variam desde pls 3,2 até pls 6,7 passando por
valores 4,6; 5,8 e 6,0 (Takegava, K. et al, 1989; Athanasopoulos VI et al, 2005;
Tulsiani, D.R.P, et al,1977; Teruo Miyagawa, M.D., Fukuko Déi, M.D, 1979; Phillips,
N. C. et al, 1976). O pl encontrado para a a-manosidase Man 2 soluvel de T.molitor
foi de 3,38. Este dado pode ser utilizado em métodos de separagao desta enzima.

As enzimas purificadas tem uma elevada afinidade pelo substrato p-nitrofenil-
a-D-manopiranosideo, com valor de Km encontrado para Man 1 e Man 2 iguais a
0,84 e 0,62 mM respectivamente, similar aos dados encontrados para a a-
manosidase citosdlica de figado de rato (Opheim and Touster, 1978) e também se
assemelha aos dados da a-manosidase de membrana do reticulo endoplasmatico

(Bischoff and Kornfeld, 1983). Enzimas citossolicas tem Km baixo e pH &timo
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préximo da neutralidade, ja as a-manosidases lisossomais e as de Golgi tem valores
de Km elevados e pH 6timo mais acidos. Estes dados indicam que a enzima
citossolica é claramente diferente das enzimas do Golgi e lisossomais. As enzimas
do Golgi e lisossomais embora sejam similares, também sao diferentes. O Km da
lisossomal é significativamente menor do que a a-manosidase do Golgi (Opheim and
Touster, 1978).

Os resultados dos estudos de inibicao estao apresentados na tabela 5. Foram
utilizados dois inibidores, 1-deoximanojirimicina e swainsonina, que sabidamente
inibem o-manosidases. Tanto Man 1 como Man 2 foram inibidas por ambos os
inibidores, mas o inibidor mais eficiente foi swainsonina, o qual apresentou um valor
de Ki bem menor quando comparado com 1-deoximanoijirimicina. A inibi¢ao por
swainsonina foi mais efetiva, sendo ativa na ordem de nanomolar, enquanto o outro
inibidor foi ativo na ordem de milimolar. A a-manosidase lisossomal e a a-
manosidase Il do Golgi sao inibidas por swainsonina, ja a a-manosidase | do Golgi €
inibida por 1-deoximanoijirimicina. A citossodlica n&o é inibida por 1-
deoximanojirimicina (Bischoff and Kornfeld, 1986). A swainsonina € um potente
inibidor de manosidases lisossomais de mamiferos (Tulsiani et al., 1985). O fato
desta enzima ser inibida apenas por Swainsonina em concentra¢des razoaveis,
permite a sua classificagdo como tipo Il. Isso sugere que ela é derivada da forma

lisossébmica, embora apresente pH 6timo alterado.

5.4 — Sequéncias das a-manosidases intestinais de T. Molitor

O alinhamento entre a possivel a-manosidase microvilar obtido anteriormente

(Ferreira et al, 2007), e o singleto encontrado na varredura da biblioteca de cDNA
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intestinal de T. molitor mostrou que eles ndo se alinhavam. Para isso podemos dar
duas explicacdes: eles corresponderiam a porcdes diferentes da sequéncia
codificante da mesma proteina € ndo se sobreporiam por serem pequenos ou a
primeira sequUéncia seria uma a-manosidase microvilar e a segunda uma o-
manosidase soluvel. Ambas as sequéncias foram mais similares a uma sequiéncia
correspondente a uma a-manosidase de Aedes aegypti depositada em bancos de
dados.

Foram feitos dendogramas separados das duas a-manosidases (figura 15),
uma vez que as duas sequéncias se alinham em porcdes diferentes das outras
sequéncias utilizadas para o alinhamento (estas foram retiradas do banco de dados
do NCBI). Chamamos de Tenebrio 1 a sequéncia correspondente a uma possivel a-
manosidase soluvel e esta teve um bootstrap de 100% com uma sequéncia de
Tribolium castaneum, ja a sequéncia tenebrio 2 (possivelmente a de membrana
microvilar) ficou proxima de alguns insetos, mas com bootstraps diferentes da
sequéncia do tenebrio 1. Podemos observar padroes diferentes da distribuicdo das
duas sequéncias, sugerindo que sao o-manosidases diferentes, embora ndo se
possa descartar a possibilidade que sado porgdes diferentes da mesma sequéncia

codificante.
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6 — Conclusoes

Os resultados mostraram que as a-manosidases encontra-se, principalmente,
como uma enzima soluvel no conteudo intestinal (82% da atividade total) e
18% encontra-se no epitélio intestinal como uma enzima de membrana. Dos
85% da atividade total, 60% esta no conteudo na porgcao anterior e média do
intestino médio e temos também uma atividade significativa na fragdo de
membrana do epitélio anterior e médio (12% da atividade total).
Microvilosidades foram purificadas, o aumento observado na atividade
especifica da oa-manosidase nas microvilosidades purificadas, aliado ao
enriquecimento proximo ao da enzima marcadora aminopeptidase, confirmou
que existe uma a-manosidase microvilar.

A a-manosidase soluvel de T. molitor foi purificada e caracterizada depois de
passar por 4 passos de cromatografia.

Esta enzima possui pH 6timo de 5,6 sendo estavel entre os pHs 4,0 e 7,0
Possui massa molecular de 123 kDa determinada por filtragdo em gel em
coluna Superdex 200 (condicdo nativa) e por SDS-PAGE (condicdes
desnaturantes) observamos uma banda de aproximadamente 70 Kda. Isso
nos levou a concluir que essa enzima possui duas subunidades de mesma
massa molecular que juntas somam a massa molecular encontrada pela
filtracdo em gel.

Pelo Gel nativo observamos apenas uma banda de atividade o que nos levou
a concluir que esta enzima estava pura quanto enzima naquela preparagao e

assim podemos caracteriza-la cineticamente.
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Man 1 e Man 2 correspondem as o-manosidases encontradas durante a
purificagdo, as quais so se diferem (levando em consideragao os parametros
verificados) quanto a hidrofobicidade.

A enzima purificada tem uma elevada afinidade pelo substrato p-nitrofenil-a-
D-manopiranosideo com valor de Km encontrado para Man 1 e Man 2 iguais a
0,84 e 0,62 mM.

Tanto Man 1 como Man 2 foram inibidas por ambos os inibidores, mas o
inibidor mais eficiente foi swainsonina, o qual apresentou um valor de Ki bem
menor quando comparado com 1-deoximanojirimicina. A inibigdo por
swainsonina foi mais efetiva, sendo ativa na ordem de nanomolar, enquanto o
outro inibidor foi ativo na ordem de milimolar.

O fato desta enzima ser inibida apenas por Swainsonina em concentragdes
razoaveis, permite a sua classificagdo como tipo Il. Isso sugere que ela é

derivada da forma lisossémica, embora apresente pH 6timo alterado.
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