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RESUMO

Isoformas de cisteino protease obtidas do intestino médio de lagartas de 5° instar de Anticarsia gemmatalis (Hibner, 1818)
foram caracterizadas. A isoforma soltvel foi chamada de Fragdo Sollvel enquanto aisoformaligada a membrana celular, de Fragdo
Insolavel. As maiores atividades foram observadas em pH 3,6 a45° C paraa Fragéo Soltvel e pH 4,6 a50° C paraa Fragdo Insoltvel.
Ao andlisar o efeito de modificadores quimicos, a Fragdo Solivel mostrou-se insensivel a aprotinina e E-64, porém teve sua atividade
aumentada pela adigdo de EDTA e levemente inibida pela adicdo de ions Ca?*, mostrando se tratar de enzimas independentes de ions
metdlicos para sua atividade. A Fracdo Insollvel também se mostrou insensivel a aprotinina, porém teve sua atividade parcialmente
inibida por E-64. A adi¢go de EDTA levou a uma redugo nos valores de atividade, demonstrando a necessidade de ions metdlicos para
a atividade dessas enzimas, porém ndo se trata de enzimas cal cio-dependentes, uma vez que sua atividade foi reduzida com a adicao
desseion. OsvaloresdeK,, eV . . foram, respectivamente, 0,6398 mM e 42,556 nM s* para Fragdo Soltvel 0,0413 mM e
10,854 nM s? para Fragdo Insol (vel. Esses resultados fornecem evidéncias da presenca de cisteino protease sollvel e ligada a
membrana celular do intestino de lagartas de A. gemmatalis. O conhecimento e a caracterizag&o das principais classes de proteases
presentes no trato digestivo dalagarta da soja, bem como ainterag@o dessas enzimas com inibidores de protease tém uma importante
consequéncia aos programas de melhoramento de soja.

Termos paraindexacdo: Proteases digestivas, Lepidoptera, controle de pragas, inibicéo de proteases.

ABSTRACT

Cysteine protease isoforms obtained from the midgut of 5" instar Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818) larvae were
characterized. The soluble enzyme isoform was called Soluble Fraction and cell membrane-bound enzyme isoform, the Insoluble
Fraction. The highest activities were observed at pH 3.6 and 45° C for the Soluble Fraction and pH 4.6 and 50° C for the Insoluble
Fraction. Analyzing the effect of chemica modifiers, the Soluble Fraction was shown to be insensitive to aprotinin and E-64, although
its activity wasincreased by the addition of EDTA and dlightly inhibited by the addition of Ca?*, showing to be enzymes independent
of metal ionsto its activity. The Insoluble Fraction was also insensitive to aprotinin, but its activity was partially inhibited by E-64.
The addition of EDTA reduced the activity values, demonstrating the need for metal ions for the activity of these enzymes, but they
are not calcium-dependent enzymes, since their activity was reduced with the addition of thision. The valuesof K, M oo andV
were, respectively, 0.6398 mM and 42.556 nM s? for Soluble Fraction and 0.0413 mM and 10.854 nM s for Insoluble Fraction.
These results provide evidence for the presence of soluble and cell membrane-bound cysteine proteases in the gut of A. gemmatalis
larvae. The knowledge and characterization of the major classes of proteases produced by the digestive tract of the soybean
caterpillar, as well as the interaction of these enzymes with protease inhibitors, have a major implication for soybeans breeding
programs.

Index terms: Digestive proteases, Lepidoptera, pest control, protease inhibition.

(Recebido em 16 de abril de 2010 e aprovado em 11 de novembr o de 2010)

INTRODUCAO s&0 naturalmente produzidos pelas plantas e estéo

Um dos métodos potenci ais no controle de doen(;as intimamente rel acionados ao mecanismo de defesa delas a

e pragas é aindugzo de resisténcia, que se caracterizapela  herbivoria (Pilon et a., 2006). Os IPs com atividade
ativagdo dos mecanismos de defesa inerentes da planta  entomotoxica tém sido amplamente estudados através de
(Meneghetti et al., 2010). Osinibidores de proteases (IPs)  transgénia ou por andlises de inibicdo de proteases
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digestivasin vitro (Pilon et a., 2006). Eles funcionam como
substratos especificos das proteases digestivas dos insetos,
formando um complexo estavel no qua a protedlise € limitada
e extremamente lenta (Tiffin & Gaut, 2001). A ingestdo cronica
desses inibidores pelo inseto acarreta uma deficiéncia em
aminoécidos essenciais, que influencia no seu crescimento
e desenvolvimento. Considerando o efeito antinutricional
dos inibidores, a avaliagdo da eficiéncia destes para a
producdo de plantas resistentes a pragas tem despertado
grande interesse. Acredita-se que 0 sucesso da estratégia
de controle de pragas baseada no uso de inibidores de
proteases depende de uma andlise caso a caso, envolvendo
necessariamente o conhecimento mais detalhado das
enzimas digestivas presentes no intestino do inseto alvo.

Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)
(Lepidoptera: Noctuidae), também conhecida como lagarta
da soja, € considerada praga da sojicultura, sendo
responsavel por grandes prejuizos a essa cultura. Embora
inseticidas quimicos sintéticos tenham se firmado como
um método eficiente no controle desse inseto-praga, o fato
de promoverem danos a natureza e ao homem tem motivado
uma incessante busca por novas formas de protecéo de
cultivos agricolas. Proteases digestivas, em especia as
serino proteases (Oliveiraet al., 2005; Xavier et al., 2005) e
proteases produzidas pela microbiota (Visbtto et a., 2009),
jaforam bem caracterizadas nesse inseto. Porém, ha outra
classe importante de proteases produzidas por essa
lepiddptera, as cisteino proteases. Algumas isoenzimas de
cisteino proteases foram reconhecidas e seus genes
sequenciados em Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758)
(Cristofoletti et a., 2005).

Dessaforma, foi realizada, no presente trabaho, a
caracterizagdo dos parametros bioquimicos e cinéticos de
isoformas de cisteino protease solUvel e ligada a membrana
celular encontrada no trato intestinal de A. gemmatalis, e
também foi avaliado o comportamento dessa enzima diante
de varios inibidores sintéticos. Esses resultados sdo de
grande importancia ao uso de inibidores como método de
controle dessa praga.

MATERIAL E METODOS

Anticarsia gemmatalisfoi criadaem dieta artificial
descrita por Hoffman-Campo et al. (1985) e mantidas sob
condic¢des controladas de 25 + 5° C, 70 + 10% U.R. e
fotoperiodo de 14:10 (L:D). Lagartas de quinto instar foram
usadas nos experimentos. Todos os reagentes foram
obtidos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sdo Paulo, SP, Brasil).

Os intestinos médios foram extraidos apos
dissecacdo de larvas de 5° instar e colocados em solucéo

HCI 10°M na proporgdo de 5 intestinos para cadamL de
solugéo e mantidos a4° C. O extrato enzimético foi obtido
através do rompimento celular resultante de nove ciclos
de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento
em banho-maria a 37° C. Apds os ciclos, 0 extrato foi
centrifugado a23.500 g por 10 min a4° C (Oliveira et
al., 2005). O sobrenadante contendo o materia sollvel foi
denominado de Fracdo Sollvel, enquanto o precipitado
foi utilizado para a extragdo de cisteino proteases ligadas a
membrana celular, o qual foi solubilizado em 10 mL de
solugdo HCI 10°M contendo 0,5% do detergente Brij 35 e
centrifugado a 23.500 g por 10 min a 4° C. O uso de
detergente garante a extragdo de enzimas ligadas a
membrana celular devido ao carater lipolitico dessas. O
sobrenadante obtido dessa extracéo foi chamado de Frag&o
Insolivel. Tanto a Fragdo Solvel quanto a lnsoldvel foram
mantidas a-20° C para andlises posteriores.

A atividade amidasica de cisteino-proteases foi
determinada pelo método modificado descrito por Erlanger
et a. (1961), utilizando-se o0 substrato cromogénico N-
benzoil-L-arginil-p-nitroanilina (L-BapNA) 1,2 mM, tampé&o
Tris-HCI 0,1M pH 8,2 contendo 10 mM do agente redutor
[3-mercaptoetanol, inibidor de serino e aspartil protease
Benzamidina 12 mM e Pepstatina A 11 M, respectivamente.
O uso dos inibidores impede a atividade de outras
proteases no ensaio, eliminando, dessa forma, uma
possivel interferéncia.

O efeito do pH na atividade das enzimas foi determinado
a25° C utilizando afaixade pH de 2,0 a10,0. Paraavaliar o efeito
da temperatura na atividade de cisteino proteases, foi utilizado
banho-maria e Espectrofotdmetro Scanning UV-VIS modelo
Nicolet Evolution 100 com sistema de temperatura
controlada e as temperaturas variaram de 10 a 60° C.

A determinagéo dos parémetros cinéticos K, an €
V o foi realizada no pH e na temperatura de melhor
atividade de cada frag&o. A faixa de concentracdo utilizada
do substrato L-BApNA foi de 0,4 a4,0 mM paraa Fracdo
Sollvel e de 0,05 a 1,0 mM para a Fracdo Insollvel. Os
parametros cinéticos, no estado estaciondrio, foram obtidos
por meio de regressdo ndo-linear, empregando-se o
programa de computacéo Sigma Plot 10.0.

No estudo de maodificadores quimicos na atividade
de cisteino proteases de A. gemmatalis foi utilizado
L-BApNA como substrato, na presenca de: Pepstatina A
(0-10 pM), EDTA (0-100 mM); Aprotinina (0-4 pM) e E-64
(0-100 u M). O efeito dos ions célcio na atividade enzimatica
das duas Fragoes também foi determinado. Ao tampéo, foi
adicionado CaCl, que teve suas concentragdes variando
de5a30 mM.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Vérias classes de proteases ja foram caracterizadas
em insetos. Ross et a. (2009) estudaram vérias classes
enziméticas digestivas de Leucoptera coffeella (Guérin-
Meéneville & Perrottet, 1842), um lepidoptero popularmente
conhecida como bicho-mineiro do cafesiro, e constataram
que o processo digestivo desse inseto é similar ao de outros
lepidépteros encontrados na literatura. Os parametros
bioquimico-cinéticos de serino proteases do extrato sol(vel e
ligadas a membrana celular do intestino médio da lagartada
soja sdo bem conhecidos (Oliveiraet a., 2005; Xavier et al.,
2005). Porém, o segundo grupo de proteases funcionais que
exercem papel significativo na digestdo de proteinas na lagarta
da soja sdo as cisteino proteases (Terra & Ferreira, 1994). A
atividade proteasica no intestino de A. gemmatalis € devida,
em sua maior parte, a atividade de serino proteases. Quando
essas S0 inibidas in vitro, torna-se aparente a atividade de
cisteino protease, desde que obedecidas as exigéncias
reacionals dessa classe de proteases, ou sgja, adi¢do de um
agente redutor para garantir que a cisteina do centro ativo
esteja cataliticamente disponivel e, caso aenzimanéo esteja
purificada, a adi¢&o de um inibidor de serino protease. Pereira
et a. (2005) utilizaram azocaseina para medir atividade
proteasica de A. gemmatalis e afirmaram que esse inseto ndo
possui atividade de cisteino protease em seu intestino, quando
utilizaram 2-marcaptoetanol e L-cisteinano meio de reacéo,
0s quais ndo aumentaram a hidrdlise de azocaseina, porém
ndo utilizaram um inibidor de serino protease. Quando
utilizaram o inibidor de cisteino protease &cido iodoacético, a
atividade proteésica total caiu 4%. Desse modo ndo harelatos
na literatura de estudos envolvendo Anticarsia gemmatalis
e caracterizacdo de cisteino proteases. Inicia-se, com 0
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presente trabalho, uma série de estudos de cisteino proteases
dalagarta da soja e suarelevancia na interacdo inseto-soja. A
atividade de cisteino proteases presentes nos extratos
enziméticos das Frages Soltvel e InsolUvel foi determinada
sobre o substrato L-BApNA. A atividade enzimética foi medida
em diferentes vaores de pH; os perfis de atividade obtidos
foram distintos para ambas as fragdes (Figuras 1A e 1B) ea
existéncia de diferentes picos sugere uge ha diferentes
isoformas de cisteino nesses extratos. A maior atividade foi
obtidaem pH 3,6 € 8,0 paraa Fracéo Sollvel e pH 4,6 € 8,0 para
aFracdo Insollvel. Dessaforma, os resultados mostram que
a dividade enzimética foi maior, em ambas as fragbes, nas
faixasde pH de 3,5- 5,0 e 7,5 - 8,0. Estes dados estéo de acordo
com aqueles encontrados por Zhao et al. (1998) em estudos
de uma cisteino protease purificada deHelicoverpa armigera
(HUbner, 1805), nos quais 0 pH em que houve maior atividade
foi nafaixade 3,0 —4,0. Pyati et a. (2009), trabalhando com
cisteino proteases (catepsina L-like) recombinantes do
intestino de Delia coarctata (Falen, 1825) encontraram
valores de maior atividade em pH 4,5.

Sabe-se que o pH 6timo de atividade de serino
proteases do tipo tripsina-like presentes no extrato solivel
eno insoltvel isoladas de A. gemmatalis é de 8,5. Como
resposta adaptativa ao uso de inibidores, essa lagarta pode
estar expressando proteases que atuem em outras faixas
de pH, que ndo o alcalino. Com base nesses resultados, 0s
ensai 0s bioquimico-cinéticos posteriores foram realizados
em pH 4,6, afim de caracterizar apenas a(s) isoforma(s) de
cisteino protease(s) atuante(s) em pH acido.

Outra classe de proteases que sdo ativas em pH
acido é aaspartil protease. Segundo Terra & Ferreira (1994),
em pH entre 2,5 e 3,5 a aspartil protease apresenta uma boa
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Figura 1 — Efeito do pH sobre a atividade de cisteino proteases do extrato enzimético obtido do intestino médio de
Anticarsia gemmatalis (HUbner, 1818). Efeito do pH sobre a atividade enzimética da Fragdo Sol(vel (A) e da Fragdo

Insoltvel (B).
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atividade hidrolitica. A Pepstatina A inibe aspartil proteases
do tipo pepsina, quimosing, catepsina D e renina. Como as
andlises enziméaticas para determinar os parémetros da
isoforma de cisteino protease foram realizadas em pH &cido,
foi necessariaaadicéo de um inibidor de aspartil proteases
gue fosse inGecuo a atividade da cisteino protease. Dessa
forma, foi testado o efeito da Pepstatina A sob a atividade
de cisteino protease em pH 4,6. Verificou-se que a presenca
desse inibidor em todas as concentracGes testadas ndo
reduziu significativamente a atividade de cisteino proteases
presentes tanto na Fracéo Sollvel como na Fracéo
InsolGvel (Figuras 2A e 2B).

Os resultados encontrados est@o de acordo com
Fahmy et al. (2004), os quais observaram a ndo influéncia
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de Pepstatina A na atividade de cisteino protease de trigo,
obtendo um valor de 116% de atividade quando adicionado
1ug desse inibidor. Avila-Levy et al. (2003), estudando
cisteino proteases do tripanosoma Crithidia deanei
(Carvalho, 1973) o qua € um parasita monoxénico de
insetos, verificaram que a Pepstatina inibiu fracamente a
enzima purificada.

A melhor temperatura de atividade das isoformas
de cisteino proteases presentes nas FracBes SolUvel e
Insolvel foi de 45° C e 50° C, respectivamente (Figuras 3A
e 3B). Os perfis de atividade obtidos apresentaram mais de
um pico de atividade em diferentes val ores de temperatura
avaliados, sugerindo novamente a existéncia de diferentes
isoformas de enzimas presentes no extrato enzimatico. A
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Figura 2 — Efeito de Pepstatina A na atividade de cisteino proteases obtidas do intestino médio de Anticarsia gemmatalis
(HUbner, 1818). Efeito da concentragéo de Pepstatina A sobre a atividade de cisteino proteases da Fracgo Sollvel (A)
edaFracdo Insolivel (B). Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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faixa de temperatura 6tima determinada no presente trabalho
€ semelhante a encontrada por Zhao et al. (1998), em
estudos de cisteino protease de Helicoverpa armigera
(Hubner, 1805).

Para avaliar os par@metros cinéticos daisoformade
cisteino protease em pH 4,6, foram utilizadas diferentes
concentracdes de substrato que variaram de 0,4 a4,0 mM
para a Fracdo Sollvel e de 0,05 a 1,0 mM para Fragdo
Insolivel. O perfil de atividade para a Fragcdo Sollvel foi
redlizado a 45° C e 0 para a Fragdo Insolivel a 50° C.
Observou-se que essas isoformas da Fraggo Sollvel (Figura
4A) e Fragdo Insoltvel (Figura 4B) apresentaram curvas
hiperbdlicas seguindo 0 modelo cinético de Michaglis-
Menten na faixa de concentragdes de substrato analisadas.

OsvaloresdeK, ap € V s opp, PR ES isoformas de
cisteino proteases das Fragdes Soluvel e Insoltvel de
A. gemmatalis, estéo apresentados na Tabela 1. De acordo
com Segel (1979), a constante de Michaelis indica a
“adequacidade” relativa de substratos para uma
determinada enzima. Como se pode observar, o valor de
Ky o PAa @ Fragéo Insoltvel € menor do que o valor
obtido para a Fragdo Soluvel, o que sugere uma melhor
adaptacdo do substrato L-BApNA ao centro ativo da
isoforma presente na Frag&o Insol(vel. Outros autores
encontraram valores de K|, proximos aos obtidos neste
estudo, como € o caso de Mohamed et al. (2005) que
determinaram um K, de 0,6 mM para cisteino protease do
parasitaFasciola gigantica sobre 0 substrato L-BApNA,
Zhu et d. (2008) que obtiveram um K|, de 0,069 mM para
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catepsina L-like do pepino do mar Stichopus japonicus
(Selenka, 1867) e Cristofoletti et al. (2005), que avaliando
algumas propriedades da catepsina L-like de Tenebrio
molitor (Linnaeus, 1758), obteveram um K, de 0,05 mM,
0,24 mM e 0,12 mM sobre os substratos Z-FR-MCA, Z-
RR-MCA e Z-R-MCA, respectivamente.

Essa isoforma de cisteino protease também foi
caracterizada usando inibidores especificos. Um dos
inibidores mais comumente utilizados para caracterizacéo
de cisteino proteases é 0 E-64, por ser um inibidor
irreversivel, ndo competitivo de tiol proteases. A andlise
do efeito de concentrag@o de E-64 na Fragdo SolUvel
(Figura 5A) mostrou que cisteino proteases presentes
nessa fragdo sfo insensiveis a esse inibidor. Naliteratura.
temos que legumaina é uma endopeptidase caracterizada
por ndo ser afetada por esse cléssico inibidor, porém por
outras cistatinas (Alavarez-Fernandez et al., 1999). A
isoforma da Fracdo Solavel caracterizada nesse trabalho
possivelmente pertence a essa familia de enzimas, porém
testes com outras cistatinas deverdo ser realizados para se
confirmar que as cisteino proteases da Fragdo SolUvel sdo
cisteino proteases legumaina-like. O efeito da
concentracdo de E-64 na Frag&o Insol(ivel (Figura 5B)
mostrou que a atividade dessas cisteino proteases
decresce consideravelmente com 100 uM de E-64 namistura
reacional, indicando uma inibicdo parcial dessas
enzimas. Esse resultado é um indicativo da presenca
de cisteino protease do tipo papaina-like no intestino de
A. gemmatalis. Colebatch et a. (2001), trabalhando com
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Figura4 — Gré&fico de Michaelis-Menten da atividade de cisteino proteases do intestino médio de Anticarsia gemmatalis
(HUbner, 1818). Insercdo: Gréfico de Lineaweaver-Burk da atividade do extrato enzimético sobre L-BApNA. Os pontos
s80 experimentais. A linha continua tragada foi baseada em dados tedricos, utilizando-se a equagdo de Michaelis-
Menten para a obtencéo dos valoresde K,, eV . Gréfico de Michaelis-Menten da atividade enzimética da
Fracdo Soluvel (A) e daFracdo Insoluvel (B).
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proteases digestivas do percevejo Creontiades dilutus A aprotinina, um polipeptidio de cadeia simples,
(Stal, 1859), também observaram a inibicdo parcial de  constituido de 58 residuos de aminoacidos, € um inibidor

cisteino proteases presentes no intestino médio por E-64.  de enzimas proteoliticas incluindo a quimiotripsina,
calicreina, plasmina e tripsina. Quando foi analisado o

efeito de diferentes concentragdes de aprotinina sobre a
Tabela 1 — Parémetros cinéticos de isoforma de cisteino  enzima de A. gemmatalis, observou-se que ndo houve

protease de A. gemmatalis. diferenca significativa na atividade de cisteino protease
Fragdo Ky Vi tanto para a Fragdo Soluvel (Figura 6A) quanto para a
p =] Fracdo Insoltvel (Figura 6B). Em estudos com cisteino
Sol “Ye' 0,6398 mM 42,55 Nm S_l protease purificada de tripanosoma Crithidia deanei,
Insoldvel 0,0413 mM 10,854 nM s Avila-Levy et al. (2003) obtiveram resultados semel hantes,
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Figura 5 — Efeito de E-64 na atividade de cisteino proteases do intestino médio de Anticarsia gemmatalis (Hubner,
1818). Efeito da concentracdo de E-64 sobre a atividade de cisteino proteases da Fragdo Soluvel (A) e da Fracdo
Insoluvel (B). Valores seguidos de mesma letra na coluna néo diferem significativamente em nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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Figura 6 — Efeito de aprotinina na atividade de cisteino proteases do intestino médio de Anticarsia gemmatalis
(HUbner, 1818). Efeito da concentragao de aprotinina sobre a atividade de cisteino proteases da Fragdo Soluvel (A) e
da Frag&o Insollvel (B). Vaores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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foi observado que esse inibidor ndo teve efeito
significativo, inibindo fracamente aenzima.

O EDTA € um inibidor de metalo proteases e
proteases ativadas por metais divalentes. O efeito da
concentrac8o de EDTA sobre atividade das Fragdes
Sollvel e Insollvel esté representado na Figura 7. Na Fragéo
Soluvel, aadicdo de EDTA namistura de reacdo promoveu
um aumento significativo da atividade enzimatica,
mostrando que ions metalicos ndo sdo importantes para
aumentar a atividade da enzima solvel. Fahmy et al. (2004)
obtiveram resultados semelhantes. Seus estudos com
cisteino protease de trigo Triticum aestivum L. (cv. Giza
164) demonstraram que EDTA néo teve efeito sobre essa
enzima quando acrescido & mistura de reagdo. Zhu et al.
(2008) também observaram que EDTA n&o afetou a atividade
de catepsina L de Stichopus japonicus (Selenka, 1867). Na
Fracdo Insolvel, ocorreu uma reducdo de 80% nos valores
de atividade com o aumento da concentragdo de EDTA
(Figura 7B). Isso demonstra a necessidade de ions
metalicos para a atividade das cisteino proteases da Fragéo
Insolavel. Avila-Levy et al. (2003) em seus estudos com
tripanosoma Crithidia deanei purificaram uma cisteino
protease cédlcio dependente. O uso de EGTA aboliu
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completamente a atividade dessa protease e o de EDTA
reduziu para 30% sua atividade.

A Frac&o Soluvel apresentou uma diminuicéo
significativa da atividade 5 mM de ions célcio foram
adicionados ao meio de reagéo. Porém, com 0 aumento
crescente desses ions a atividade foi se restabelecendo
até atingir valoresiguais ao controle. Avila-Levy et al.
(2003) obtiveram padrédo semelhante em cisteino
protease do tripanosoma Crithidia deanei.
Provavelmente altas concentragdes de céalcio melhoram
a conformacgdo da enzima propiciando, dessa forma,
um aumento da atividade. A adi¢éo de 30 mM de ions
célcio na mistura reacional teve um efeito inibitorio
significativo na Fracéo Insoltvel (Figura 8B), o que
demonstra a presenca de cisteino proteases calcio
independentes. Fahmy et al. (2004) e Mohamed et al.
(2005) obtiveram um efeito inibitorio de ions célcio
sobre atividade de cisteino proteases. Mohamed et al.
(2005) obtiveram uma diminuigdo de 83% da atividade
de cisteino protease de trigo usando 2 mM de CaCl, e
Fahmy et al. (2004) uma diminuicdo de 21% da atividade
de cisteino protease do platelminto Fasciola
gigantica.
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Figura 7 — Efeito de EDTA sobre a atividade de cisteino proteases do extrato enzimético do intestino médio de
Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818). Efeito da concentracdo de EDTA sobre a atividade da Fracdo Soluvel (A) eda
Fracdo Insoltvel (B). Va ores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente em nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 8 — Efeito de ions célcio na atividade de cisteino proteases do intestino médio de Anticarsia gemmatalis
(HUbner, 1818). Efeito da concentragdo de ions célcio sobre a atividade de cisteino proteases da Fragdo Sollvel (A) e
da Frag&o Insollvel (B). Vaores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente em nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

CONCLUSOES

Como demonstrado pelo presente trabalho, foi
encontrado cisteino proteases no intestino médio de
A. gemmatalis, apresentando atividades em diferentespH'’s
devido, provavelmente, a existéncias de diferentes isoformas
em seu intestino. Dessa forma, foram caracterizadas as
isoformas acidicas de cisteino proteases. Essas auxiliam no
processo de digestdo protéica do inseto e podem servir de
alvos para o controle dessa praga agricola.
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