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Bioquimica de Insetos
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Resumo:

Antigamente, achava — se que a enzima conversora de angiotensina era um componente especifico da fisiologia
de mamiferos. Mas, varios homologos da enzima foram encontrados em sequéncias de genomas de insetos. E
essa enzima € importante no processo de fertilizag&o dos insetos. O objetivo desse projeto € isolar e caracterizar
a atividade conversora de angiotensina do inseto adulto T. castaneum, e estudar seu envolvimento no
desenvolvimento do inseto. Cerca de 500 insetos foram utilizados para producédo do homogenato utilizado nos
testes de atividade enzimética. Utilizando Ang | como substrato, os produtos de hidrélise foram detectados
através de HPLC. Apos identificacdo de atividade enzimatica no homogenato foi feito um fracionamento utilizando
um sistema FPLC. AKTA. Trés fracGes apresentaram atividade enzimatica de ECA. Uma aliquota de cada fracdo
foi aplicada em SDS — PAGE a 10%.

Autorizacao legal: Informe a autorizacao legal para execugao da pesquisa: as rgferéncias do cumprimento das
exigéncias legais, com expedicdo de autoriza¢des junto a Comités de Etica ou Orgdos Ambientais, nimero de
autorizac6es ou protocolos expedidos pelo CEP/CONEP, CEUA, IBAMA, ICMBIo, CGEN, IPHAN etc.).
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Introducéo:

A enzima conversora de angiotensina popularmente conhecida como ECA, é uma proteina integral
membranar com importante papel no controle hemostatico de mamiferos (Hopper et al, 1987; Hopper e Turner
1987; Wei et al, 1991; Ripka et al, 1993). Além disso, a enzima € uma metalopeptidase dependente de zinco que
converte um peptideo inativo ang | em um potente vasoconstritor ang Il e, também inativa a bradicinina um
potente vasodilatador (BERNSTEIN et al., 2013).

Os mamiferos apresentam duas isoformas de ECA: ECA somatica (SECA) e ECA testicular (tECA). A
SECA é distribuida nas maiorias dos tecidos, (Riordan, 2003). Ja a tECA est4 presente unicamente nas células
sexuais masculinas. (BALYASNIKOVA, et al 2002; PARKIN, et al 2004). Posteriormente, um grupo de pesquisa
estudando genes envolvidos na insuficiéncia cardiaca descobriram um novo homdélogo da ECA, que foi intitulada
de enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2). A ECA 2 é também uma metalopeptidase zinco dependente
integrada a membrana (TIPNIS et al. 2000).

Ao longo de muitos anos, achava — se que a ECA era um componente especifico da fisiologia de
mamiferos. Mas, com 0s avang¢os nos estudos de genomas, varios homaélogos da enzima foram encontrados em
sequéncias de genomas de insetos analisadas até os dias atuais (LAMANGO & ISAAC, 1994; ISAAC et al, 2007).
Ensaios in vitro, constataram que a ECA de insetos hidrolisa varios substratos especificos como a encefalina.
Em vérias espécies de insetos, essa enzima assume um papel importante no processo de fertilizacao e aparenta
participar também no metabolismo digestivo. (ISAAC et al. 1998; LAMANGO et al., 1996; HOUARD et al., 1998;
SIVITER et al., 2002a). Estudos em sequéncias homologas de D. melanogaster identificaram que a enzima
conversora de angiotensina deste inseto apresentava cerca de 45% de identidade de sequéncia com a tACE
humana, desde entdo este inseto vem sendo utilizado como modelo para testes com inibidores da ECA
(CORNELL et al.1995; TATEI et al.1995).

O estudo da biologia dos insetos, principalmente, analise do perfil de proteinas e enzimas importantes
no desenvolvimento dos mesmos tem ajudado a elucidar mecanismos ainda desconhecidos sobre a sua
fisiologia. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é isolar e caracterizar a atividade da enzima conversora de
angiotensina do inseto adulto T. castaneum.

Metodologia:
Extracdo do extrato bruto:

Aproximadamente 500 insetos foram triturados e os tecidos homogeneizados em tampé&o Tris — HCI 50 mM, pH
80, e a concentragdo de proteina foi determinado utilizando albumina bovina como padréo (BSA). O célculo da
concentracao proteica foi feito pelo método de Bradford (1976).
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. Ensaio enzimatico de atividade conversora de angiotensina

A atividade conversora de angiotensina no extrato proteico do inseto Tribolium castaneum foi testada com o
decapeptideo Ang I. A mistura de reacao continha 30 pL de solugéo de Ang | 1 mM, 130 pL de tampéo Tris — HCI
50 mM, pH 8,0 e 10 pL de extrato proteico e a reagéo ocorre por 4 horas a temperatura ambiente (25°C). Padres
para referéncia de Ang | e Ang Il também s&o usados, sendo que cada tubo de reacéo contém 30 pL de solucdo
do peptideo a 1 mM de estoque e 140 pL de solucdo tampéo Tris - HCI 50 mM, pH 8,0. As reacdes foram paradas
com 40 pL de uma solucdo 5% de acido trifluoracético (TFA). As amostras foram acondicionadas em banho
gelado a 20°C até o momento da cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa.

. Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras foram aplicadas em um gel com 12 % de poliacrilamida (Laemmli, 1970). Foram utilizadas aliquotas
de 15 pL das fracBes. A eletroforese foi realizada a uma corrente constante de 85 V.

. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os produtos de hidrélise foram detectados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizando
um equipamento Shimadzu SCL — 6B acoplado a uma coluna C18 (0,45 x 15 cm), eluida com um gradiente de
acetonitrila com 0,1 % TFA, a um fluxo de 1 mL/min, monitorado através de absorbancia em 215 nm.

. Purificagéo proteica

Para isolar e purificar a enzima conversora de angiotensina do extrato proteico do inseto 150 pL de solugéo
proteica foi diluida em 4850 pL de tampé&o Tris — HCI 50 mM, pH 8.0. O volume total de amostra (5 mL) foi injetado
em um cromatografo liquido do tipo FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) AKTA puré da GE, usando
coluna de troca — iénica Hitrep CMFF16/10 de 55mL eluida com tampao Tris-HCI pH 8,0 e 0,75M de NaCl em 70
volumes da coluna. O volume de fragc&o coletado foi de 5 mL a um fluxo de 0.500 mL por minuto a 25° C e
monitorado a 280 nm de absorbancia. Ensaio de atividade da enzima conversora de angiotensina foi feito para
todos os picos de proteina obtidos.

Resultados e Discussao:
Purificagéo protéica

O perfil do cromatografico do extrato bruto apresentou seis picos a 280 nm. As fracdes 13, 14 e 15 (em vermelho
na figura) por apresentarem maior quantidade de proteina foram utilizadas para analise da atividade de ECA com
o objetivo de identificar a fragdo com maior atividade (Figura 1).

Uma aliquota de 30 pl de cada fracao foi aplicada em SDS — PAGE a 10% em condi¢Bes desnaturantes
e redutoras onde foram visualizadas duas bandas na fracdo 13 (bem separadas - Figura 3 — linha A) e 15 como
mostrado na figura 1. Posteriormente, a fracdo 13 sera aplicada CM — sepharose em um préximo passo do
isolamento da enzima.

Figura 1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia do extrato bruto (coluna sepharose S — 100 com volume 50mL
de resina) diluido em tampé&o tris- HClI 50mM, pH 8.0, em EKTA — pure com fluxo de 0.05mL/min a 25°C
monitorado a 280 nm.
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As fracOes citadas acima apresentaram atividade conversora de angiotensina, convertendo Ang | em Ang Il
(Figura 2). O principal produto da atividade enzimatica € Ang Il, quando Ang | é o substrato, em todas as amostras
testadas, demostrando atividade carboxipeptidase. Contundo, ha formagdo de Ang (1 - 7) no extrato bruto e
fracdo 15. Indicando a presenca de outras peptidases no inseto adulto Tribolium castaneum. Estudos demostram
que Ang (1 — 7) pode ser formado pela agdo ECA 2, quando Ang Il é utilizado como substrato (CAREY R.M.,
2013; REUDELHUBER T., 2006, SANTOS R. A., 2014). Ang 1 -7 também pode ser formado pela acdo de
endopeptidase como a neprilisina. A neprilisina utiliza Ang | como substrato (RICE G. I. et al, 2004).

Figura 2: Cromatografia liquida de alta eficiéncia dos produtos formados pela hidrolise de Ang | apds incubacao
com extrato bruto proteico e fraces obtidas por gel filtracdo. (A) extrato bruto, (B) fracdo 13 e (C) fracdo 14, (D)
fracédo 15.
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Uma aliquota de 30 ul de cada fragéo foi aplicada em SDS — PAGE a 10% em condi¢des desnaturantes
e redutoras e foram visualizadas duas bandas na fracdo 13 e 15 (Linhas e C - Figura 3).

Figura 2: SDS — PAGE das fracdes coletadas. (A) fragcéo 13, (B) fracédo 14, (C) fracéo 15.
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Conclusdes:

A enzima conversora de angiotensina de inseto € um componente importante no sistema fisiolégicos dos
animais invertebrados. Consequentemente, atua diretamente no processo de desenvolvimento do mesmo. Nesse
estudo foi realizado o isolamento da enzima conversora de angiotensina do inseto adulto T. castaneum. As
informacdes até agora disponiveis servirdo como base nos proximos passos com relagdo a purificacdo e
posteriormente, caracterizacao da enzima. Além disso, com relagéo a atividade enzimatica. O inseto apresentou
ter uma conversora do tipo carboxipeptidase (ECA), pois, utilizou Ang | para formar Ang Il. Também houve a
formacao de Ang (1 -7) indicando a presenca de outras peptidases como: ECA 2 (isoforma) ou neprilisina na
biologia deste inseto. Assim, o préximo passo é utilizar Ang Il como substrato para identificar a presenca de ECA
2.
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