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RESUMO

PEPTIDASES INTESTINAIS DE Danaus plexippus L. COMO UMA NOVA
FERRAMENTA NA PRODUCAO DE LEITE HIPOALERGENICO

A principal fonte de alergia alimentar em criancas é o leite bovino e a falta de
tratamento adequado pode trazer sérias consequéncias para o desenvolvimento
da crianga, por provocar problemas gastrointestinais, respiratérios e
dermatoldgicos. A alergia esta associada as proteinas do leite, principalmente,
as caseinas, que representam 80% do total das proteinas do leite. O restante
(20%) é constituido das proteinas do soro, principalmente, a-lactalbumina (a-LA)
e B-lactoglobulina (B-LG). Muitos sdo os métodos utilizados para a redugao da
alergenicidade do leite, dentre eles destaca-se a digestdo enzimatica de suas
proteinas por peptidases. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
das peptidases intestinais de lagartas da espécie Danaus plexippus na hidrélise
das proteinas presentes no leite. Foram realizados ensaios proteoliticos com as
peptidases intestinais em diferentes valores de pH e a atividade proteolitica
residual do extrato foi determinada através do tempo de incubacdo. A
capacidade de hidrolisar as proteinas do leite foi analisada por gel zimograma
utilizando diferentes substratos e atraveés de ensaios in vitro. Foi utilizado
cromatografia de troca i6nica (CM e DEAE-sepharose) e afinidade (HiTrap-
Benzamidina) na tentativa de purificacdo de uma das proteinas presentes do
extrato intestinal total. A atividade enzimatica do extrato intestinal de D. plexippus
foi 2,6 vezes maior em pH 9,0 comparado a pH 6,5. As enzimas proteoliticas
presentes nesse extrato mantém-se estaveis durante uma hora de reacao,
porém apds 24 horas, a atividade residual foi de 44%. As peptidases intestinais
foram capazes de hidrolisar extensivamente as caseinas, porém as proteinas do
soro foram mais resistentes a hidrolise enzimatica, sendo necessario o pré-
aquecimento das proteinas presentes nessa fragdo. Foi demonstrado a auséncia
de proteinas positivamente carregadas, no extrato total, em pH neutro. Através
da coluna de afinidade, foi observado duas peptidases serinicas no extrato total,
sendo uma delas capaz de hidrolisar as proteinas do leite. As peptidases
intestinais de D. plexippus apresentam um potencial para a producao de
hidrolisados hipoalergénico do leite bovino, uma vez que s&o capazes de
hidrolisar as proteinas do lactosoro de forma parcial e as caseinas de forma
extensiva. Contudo mais ensaios precisam ser realizados para validar o
potencial dessas peptidases.

Palavras-chaves: Leite hipoalergénico, peptidases, Danaus plexippus



ABSTRACT

GUT PEPTIDASES FROM Danaus plexippus L. AS A NEW TOOL IN THE
PRODUCTION OF HYPOALLERGENIC MILK

The main source of food allergy in childhood is the bovine milk and the lack of
treatment may cause gastrointestinal, breathing and dermatological problems.
Milk allergy is caused by its proteins, the caseins represent 80% of all proteins
present in milk. The whey protein fraction (20%) is composed, mainly, by a
lactalbimin and B-lactoglobulin. The aim of this study was to evaluate the potential
of gut peptidases from Danaus plexuppus in the hydrolysis of milk proteins.
Proteolytic assay was performed in different values of pH and the residual
proteolytic activity of the extract was determined in different times of reaction. The
ability to hydrolyze the milk proteins was determined by zimograma using
different substrate and in vitro assay. It was performed ion exchange
chromatography (CM and DEAE-Sepharose) and affinity chromatography
(HiTrap-Benzamidine) to purify one of the proteins of the crude extract. The
proteolytic activity of the gut extract was 2.6x higher in pH 9.0 compared to pH
6.5. The gut peptidases from D. plexippus stayed stable in the first hour of the
reaction, but after 24 hours, the residual activity represented 44% of the original.
The gut peptidases were able to hydrolyze the casein fraction (an extensive
hydrolysis). The whey proteins fraction presented a significant hydrolysis degree
only after pre incubation in denaturant temperatures. It was reported the lack of
positive proteins, in the gut extract, in pH 7.2. Two serine peptidases were
separated from the gut extract in the affinity chromatography and one of them
was able to hydrolyze all the milk proteins tested in this study. The gut peptidases
from D. plexuppus presented a potential in the production of hypoallergenic
hydrolysates of the bovine milk once they are able to extensively hydrolysate the
casein fraction and partially hydrolysates the whey protein fraction. Further tests,
however, need to be performed to validate the potential of these peptidases.

Key words: hypoallergenic milk, peptidases, D. plexuppus



1. INTRODUCAO
1.1. Enzimas

As enzimas sao, em sua maioria, proteinas com elevado poder catalitico,
acelerando a velocidade de reagdes quimicas sem alterar seu equilibrio. As
enzimas sao caracterizadas por atuarem, geralmente, em condi¢cdes brandas de
temperatura e pH, possuirem elevada especificidade a um substrato e alta taxa
de renovacao (NELSON; COX, 2014).

Foi definido pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IUBMB) um sistema de nomenclatura e classificacdo para as enzimas,
dividindo-as em seis classes, baseado no tipo de reacéo por elas catalisadas.
Foi estabelecido que cada enzima deve receber um numero de classificacao
composto por 4 digitos: o primeiro referente a classe, o segundo a sub-classe, o
terceiro referente aos grupos quimicos envolvidos na reagao e o quarto a enzima
propriamente dita (MCDONALD; TIPTON, 2014).

Devido suas caracteristicas, as enzimas passaram a ser amplamente
utilizadas na industria, principalmente apds o desenvolvimento da biotecnologia
moderna e da tecnologia do DNA recombinante (KIRK; BORCHERT;
FUGLSANG, 2002), por reduzir ou eliminar o uso de compostos quimicos, agua
e energia, além de poder ser reutilizadas ap6s o processo. Elas sdo atualmente
usadas na producao de detergentes (VASANTHABHARATHI et al., 2016), em
diversas etapas da industria téxtil (MOJSOV et al., 2016), na producéo de racao
animal (BRANDELLI; SALA; KALIL, 2015), papel (SRIDEVI et al., 2016),
biocombustiveis (INDIRA et al., 2016), na industria alimentar (PATEL;
SINGHANIA; PANDEY, 2016) e farmacéutica (RASOR; VOSS, 2001; LALONDE,
2016).
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1.2. Peptidases

De acordo com a IUBMB, as peptidases ou proteases sdao enzimas
proteoliticas pertencentes a classe 3 (hidrolases) e a subclasse 4 (hidrolisam
ligacdes peptidicas). As peptidases com capacidade de clivar ligagdes peptidicas
nas porgdes carboxi e amino terminais sdo denominadas exopeptidases,
enquanto aquelas que clivam ligagdes internas das proteinas sdo denominadas
endopeptidases (SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY, 2006) (Figura 1).

Figura 1 — Acao de exo e endopeptidases sobre cadeias polipeptidicas.

Exopeptidases digerem ligages peptidicas Endopeptidases digerem
terminais liberando aminocidos. ligagdes peptidicas internas.
Aminopeptidases Carboxipeptidases lH:O
‘LH.\O lmo
iy | 0-0-0-0-0-0-0-0 [
HN COOH |
HN @ coon HN COOH ‘ |
Aminodcido Aminodcido
inodci linodci BN COOH HN _..=.=._ COOH
HN COOH 2 peptideos menores

Peptideo

Fonte: MOTYAN; TOTH; TOZSER (2013), com modificagdes.

As peptidases podem ser classificadas como do tipo serina, cisteina,
aspartica, glutamica, asparagina e treonina, de acordo com o0 aminodcido que é
encontrado no seu sitio ativo, ou metalopeptidase se é necessario um metal para
sua ativacdo (RAWLINGS et al., 2014). As peptidases estdo envolvidas com o
controle de muitos processos biolégicos, como por exemplo, a modulacao da
interagdo proteina-proteina, regulacao do destino, localizagdo e atividade de
outras proteinas; e na producdo de moléculas bioativas (LOPEZ-OTIN; BOND,
2008). Trés processos estdo envolvidos na regulagdo da atividade dessas
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enzimas: 1- sua secrecao; 2- seguida da ativacao do precursor zimogénio, esse
mecanismo funciona para garantir que a célula produtora nao seja danificada
pelas peptidases por ela produzidas (KHAN; JAMES, 1998); e 3- por ultimo o

reconhecimento do sitio de ligagdo do substrato.

As peptidases sao as enzimas que possuem maior destaque na industria,
sendo utilizadas por exemplo na producao de detergente, couro e papel (PAUL
et al.,, 2016; SAXENA; SINGH-CHAUHAN, 2016). Na industria alimentar, as
peptidases tém grande importancia na produgéo de hidrolisados proteicos pelo
fato de muitas proteinas presentes nos alimentos estarem envolvidas no
desencadeamento de reacbes alérgicas, processo que esta cada vez mais
recorrente nas ultimas décadas (FERREIRA; SEIDMAN, 2007; SAVAGE;
SICHERER; WOQD, 2016). Estima-se que 60% do mercado das enzimas seja
representado pelas peptidases (SUMANTHA; LARROCHE; PANDEY, 2006) e
que este movimente cerca de 3 bilhdes de dbélares somente nos Estados Unidos
(LEARY et al., 2009).

1.3. Enzimas de insetos

As enzimas tém uma importancia fundamental para regular o
desenvolvimento dos insetos. Por exemplo, elas estdo envolvidas na hidrélise do
polissacarideo estrutural quitina durante o processo de muda. Interessante € o
fato que diferentes enzimas podem atuar sinergicamente para otimizar uma
resposta biolégica, como é o caso entre quitinases e B-N-acetil glicosaminidases,
que sao fundamentais para que o processo de muda ocorra de forma apropriada
(FUKAMIZO; KRAMER, 1985). Muitos insetos pragas da agricultura estao
sujeitos a danos oxidativos causados por espécies reativas de oxigénio
produzidas pelas plantas, com isso catalases sado fundamentais para que 0s
insetos sobrevivam a esta defesa das plantas (ZHANG et al., 2016). As enzimas
também podem estar envolvidas nas respostas de defesa dos insetos aos
agentes infecciosos (SAHAR et al., 2016).
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Outra enzima importante para manutencao da homeostase dos insetos
sao as glutationa-transferases. Elas sdo responsaveis pela desintoxicacao de
compostos xenobidticos, principalmente inseticidas e aleloquimicos vegetais,
conferindo resisténcia a muitas classes de inseticidas. O processo de
desintoxicacao pode ser dividido em 3 partes: Primeiramente, algumas enzimas
sao responsaveis por introduzir grupos reativos e polares nos compostos toxicos;
posteriormente, esses compostos sdo conjugados com glutationa, e por fim séo
removidos através dos tubulos de Malpighi (ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY,
2005).

1.4. Enzimas digestivas de insetos

A classe Insecta € a maior e mais distribuida entre os grupos de animais,
possuindo representantes em quase todos 0s ecossistemas do planeta,
refletindo em uma grande variedade de habitos alimentares, incluindo tecidos
vegetais, 18, cera, humus, sangue e, até mesmo, alimentos que seriam téxicos
para outros animais (TERRA et al., 1996). Essa ampla distribuicdo e capacidade
de metabolizar uma grande variedade de alimentos faz com que os insetos sejam
responsaveis por grandes danos a economia e a saude humana. Apesar desta
grande diversidade, a composi¢do enzimatica em seu trato digestivo tende a ser
similar para organismos da mesma ordem (DIAS et al., 2015).

O trato digestorio dos insetos é dividido em intestino anterior, intestino
médio e intestino posterior (Figura 2). No intestino anterior estdo presentes as
glandulas salivares e primeiras camaras do trato digestivo. No intestino médio é
encontrado a membrana peritréfica e as principais enzimas digestivas. No
intestino posterior estdo a maioria dos microrganismos simbiontes (WILLIS;
MAZAREI; STEWART, 2016).
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Figura 2 — Diagrama generalizado do tubo digestivo dos insetos.

INTESTINO
ANTERIOR . MEDIO : POSTERIOR
: CECO GASTRICO ,— VENTRICULO TUBULO DE

224, MALPIGH! °

ot
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ANUS

TEsesNTENAERIOIIRIRNSOTRS
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ESPACO ECTOPERITROFICO '
ESPACO ENDOPERITROFICO .

ESOFAGO

BOCA

+ FARINGE

-
sassswssas

Fonte: BOLOGNESI (2005).

As enzimas digestivas presentes no intestino das fases larvais dos insetos
podem estar aderidas a uma membrana ou excretadas no lumen. A excregao
das enzimas no intestino médio ocorre por exocitose através de processos
apocrinos e microapécrinos (JORDAO et al., 1999; LEHANE et al., 1996) e
geralmente o aumento na excrecao corresponde a um aumento na ingestéo de
alimentos (MARANA et al., 1997; WEIDLICH et al., 2015). De acordo com
Woodring e Weidlich (2016), a taxa de secrecao esta relacionada com o
crescimento e o desenvolvimento do intestino médio ao longo dos processos de
muda, que aumenta a quantidade de células secretoras. Estudos conduzidos por
Mohammadi e colaboradores (2015) relatam a relacdo da atividade enzimatica
com o ciclo circadiano, mostrando que a atividade digestiva € maior durante o
dia e as proteases tém sua atividade aumentada durante o periodo de 12 as 18
horas. Apesar dessas contribui¢des, os mecanismos envolvidos na regulagéo da

excrecao de enzimas digestiva ainda precisam ser melhor compreendidos.

Em muitos insetos, o epitélio do intestino médio é coberto por uma
membrana semipermedvel formada principalmente por quitina e proteinas,
conhecida como membrana peritréfica (MP). A MP tem a funcao de proteger o
intestino contra danos mecanicos causados pelo alimento, formando uma
barreira para entrada de patégenos, além de estar envolvida nos processos de
excrecdo e absorgdo (TERRA, 1990, 2001; KAWAKITA et al.,, 2016). As
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proteinas da MP sao divididas em estruturais e ndo estruturais. As proteinas nao
estruturais incluem as enzimas digestivas e as enzimas responsaveis por
modificar a quitina presente na prépria membrana (TERRA et al., 1979). As
proteinas estruturais sao caracterizadas por possuirem dominios de ligacao a
quitina e uma de suas fungdes é lubrificar a passagem do alimento pelo intestino
(WANG; GRANADOS, 1997; SARAUER et al., 2003).

Dentre as principais enzimas encontradas no trato digestorio dos insetos
pode-se destacar as peptidases, amilases, celulases e hemicelulases (TERRA,
1990; KOUADIO et al., 2016). Varios trabalhos na literatura relatam a importancia
das peptidases para a digestao e no caso das larvas da ordem Lepidoptera ja
foram identificadas peptidases do tipo tripsina, quimotripsina, elastase,
aminopeptidase e carboxipeptidases A e B, sendo as peptidases do tipo
serinicas responsaveis por 95% do processo digestério (SRINIVASAN; GIRI;
GUPTA, 2006). O tipo da peptidase que pode ser encontrada no intestino médio
varia de acordo com o seu pH. Por exemplo, peptidases serinicas estao
presentes geralmente em pH mais alcalino enquanto que peptidases cisteinicas
e asparticas estdo presentes em pH neutro ou levemente &cidos,
respectivamente (HOUSEMAN; DOWNE, 1982; MURDOCK et al., 1987).

A presenca de peptidases do tipo aspartica no intestino médio de insetos
foi demonstrada em um estudo de prote6mica comparativa realizado com
representantes das ordens Himendptera, Lepiddptera, Diptera e Phthiraptera,
revelando similaridade entre as sequéncias de 19 peptidases (SEDDIGH;
DARABI, 2016). Varios outros estudos foram conduzidos para identificar, em
insetos, peptidases do tipo serinicas (ALARCON et al., 2002; LIU et al. 2016;
TERESHCHENKOVA et al. 2016) e cisteinicas (EDMONDS et al., 1996;
GRUDEN et al., 1998; WU et al., 2016), contudo metalopeptidases parecem nao
exercerem influéncia significativa na digestdo enzimética no intestino médio
(CHRISTELLER et al., 1989).
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1.5. Género Danaus: Ecologia e bioquimica

As borboletas-monarca, Danaus plexippus (Lepidoptera: Nymphalidae),
sdo originalmente nativas das Américas do Sul e do Norte, contudo desde o
século XVII é relatada sua presenca em outros continentes (OBERHAUSER,;
SOLENSKY, 2011). Essa espécie é bastante conhecida por sua migracéo,
chegando a percorrer mais de 2.200 km em decorréncia das mudangas de
estacdo do ano (OBERHAUSER; SOLENSKY, 2011). Atualmente, existe um
banco de dados gendémico de D. plexippus, Monarch Base (ZHAN et al., 2011),
contendo 15.130 genes. Esse banco de dados foi criado com o objetivo de
proporcionar um melhor entendimento em relagédo a capacidade da borboleta-
monarca realizar migracoes de longas distancia. O ciclo de vida de D. plexippus
é dividido em cinco estégios larvais e uma fase reprodutiva na forma de borboleta
(PEREIRA et al., 2010), ocorrendo no hemisfério ocidental a presenga de duas

subespécies, Danaus plexippus plexippus e Danaus plexippus erippus.

A ovoposicdo das borboletas-monarca ocorre apenas em plantas
saudaveis da familia Apocynaceae (WELLS; WELLS, 1992), os ovos eclodem,
geralmente apés 2,2 £ 1,1 dias (PEREIRA et al., 2010) e durante os estagios
larvais, ocorre um aumento de massa na ordem de 1000 vezes (URQUHART,
1960). As larvas da monarca (Figura 3) podem adquirir uma defesa quimica
extraindo cardenolideos de plantas da familia Asclepiadaceae (BROWER,;
MOFFIT, 1974), todavia elevadas concentracdes desse composto possui um
efeito téxico. Além disso, as larvas dessa espécie estdo sujeitas aos efeitos
adversos provocados pelo latex, como a colagem do aparelho bucal (ZALUCKI;
MALCOLM, 1999) e os efeitos toxicos de proteinas laticiferas. Ramos e
colaboradores (2015) apresentaram os efeitos in vitro das peptidases laticiferas
sobre a membrana peritréfica de D. plexippus, através de microscopia de forga
atdbmica, destacando os danos provocados na membrana, contudo 0 mesmo
resultado nao foi observado in vivo com as larvas se alimentando do latex de C.
procera, corroborando com o observado por Pereira e colaboradores (2010) em
que larvas de monarca alimentadas em uma dieta artificial contendo proteinas
laticiferas apresentaram maior aumento na massa corporal comparado ao grupo
controle. Foi também observado que as peptidases intestinais da lagarta séo
capazes de hidrolisar as proteinas do latex, indicando assim uma estratégia
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evolutiva em que as larvas de D. plexippus sobrepdem o efeito toxico das

proteinas do latex.

Figura 3 — Danaus plexippus (esquerda) e Danaus gilippus (direita) se

alimentando de folhas de Calotropis procera.

Fonte: autor. As barras equivalem a 1 cm.

Outro representante do género Danaus é a borboleta-rainha Danaus
gilippus. Elas sdo menores e possuem a cor das asas em um marrom mais
escuro comparada a D. plexippus. A fase larval possui um corpo cilindrico, com
listras pretas e trés pares de “tentaculos” (BROWER, 1958) (Figura 3). As
borboletas-rainha podem ser encontradas desde regides tropicais a temperadas
e apesar de sairem de locais no periodo de seca para areas de maior altitude
(McLAUGHLIN; MYERS, 1970), ndo fazem grandes migragdes como a borboleta
monarca. Plantas da familia Asclepiadaceae estdo envolvidas ao longo de todo
o ciclo de vida da borboleta-rainha, todavia a espécie também pode ser
encontrada em plantas da familia Solanaceae e Apocynaceae com a larva se
alimentando de C. procera.
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1.6 . Alergia ao leite

1.6.1. Visao geral

O leite é um alimento de alto valor nutricional. E composto por agua,
gorduras, carboidratos, proteinas e vitaminas (ZANELLA et al., 2015), mas
quando se refere a alergia ao leite sdo as proteinas que merecem maior
destaque. Para a Organizacdo Mundial da Alergia (WAOQO), a alergia é definida
como uma reacao de hipersensibilidade iniciada por mecanismos imunoldgicos
especificos (FIOCCHI et al., 2010). Em 2001, apds uma revisao na nomenclatura
dos alérgenos, foi estabelecido o termo hipersensibilidade ao leite para se referir
a intolerancia ao leite, causada geralmente por uma deficiéncia na enzima
lactase (intolerancia a lactose); e hipersensibilidade alérgica ao leite se referindo
a alergia as proteinas do leite (FIOCCHI et al., 2010). O leite bovino € a principal
causa de alergia alimentar nos primeiros meses de vida, correspondendo a
aproximadamente 77% dos casos (RESTANI et al., 2009). A falta de tratamento
adequado pode ser prejudicial para o desenvolvimento da crianga. A exposicao
de recém nascidos as proteinas do leite bovino pode desencadear efeitos
clinicos e imunolégicos devido a baixa atividade de enzimas digestivas durante
essa fase da vida, limitando assim a hidrolise das proteinas alergénicas do leite
(SAKALI et al., 2016). Do ponto de vista imunolégico, a alergia ao leite € uma
reacao as proteinas nele presentes mediada por IgE, porém respostas mediadas
por células parecem ter sua importancia nesse processo (FIOCCHI et al., 2010).
Pacientes com alergia ao leite podem desenvolver sintomas gastrointestinais em
até 60% dos casos, sintomas na pele em até 90% dos casos e anafilaxia em até
9% dos casos (FIOCCHI et al., 2010). Em geral, alergia ao leite de vaca é mais
frequente em criancas, com 2 a 3% de incidéncia, tendo seu pico no primeiro
ano de idade (SPERGEL, 2013).
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1.6.2. Principais proteinas do leite

O leite contém aproximadamente 20 proteinas que podem ser
responsaveis pelas reacdes alérgicas. Porém, pode-se destacar algumas
principais, entre elas as caseinas. As caseinas (CN) representam 80% das
proteinas do leite e estdo entre as principais causadoras das respostas imunes
das reacoes alérgicas (RESTANI et al., 2009). Essas proteinas se organizam em
micelas que sdo compostas por 4 proteinas (ast, Os2, B € k-caseina) com pouca
homologia sequencial entre elas. As caseinas possuem baixa solubilidade em
pH 4.6 devido ao seu ponto isoelétrico, 0 que causa a sua precipitagdo. A maioria
das reacdes de hipersensibilidade ocorre com as a- e k-caseinas. A a-
lactalbumina (aLA) é uma proteina encontrada no soro do leite e € uma
subunidade regulatéria da lactose sintase (MCKENZIE, 1995). Essa proteina é
produzida pelas glandulas mamarias e ja foi encontrada em todos os leites ja
estudados (FIOCCHI et al., 2010). A B-lactoglobulina (BLG) é a proteina mais
abundante do lactosoro bovino, sua fung¢ao é ainda investigada mas acredita-se
que esteja envolvida no transporte de retinol (TANG et al., 2016). Em condicbes
fisiolégicas pode ocorrer na forma de monémeros, dimeros ou até mesmo
octameros, quando esta no seu pl. Esta proteina nao é produzida em humanos,
contudo sua presenca ja foi relatada no leite materno principalmente apéds
ingestao de leite de vaca. Essa proteina € absorvida pela mucosa do intestino e
depositada no leite materno (WAL, 2004). As proteinas albumina sérica bovina
(BSA) e imunoglobulinas também sao potenciais alérgenos encontrados no leite
bovino, entretanto enquanto que os mecanismos envolvidos na sensibilizacao a
CN, BLG e aLA sao semelhantes, a sensibilizacdo a BSA parece ser
completamente diferente (FIOCCHI et al., 2004).
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1.6.3. Formulacoes

A forma mais efetiva de evitar os sintomas da alergia é cessar o0 consumo
das proteinas do leite, contudo por ser um alimento de grande importancia para
o desenvolvimento da crianga, eliminar o consumo pode n&o ser a solugdao. Em
alguns casos, o leite bovino € substituido na dieta por leite de soja ou de cabra,
porém as proteinas da soja também sao potencialmente alergénicas, enquanto
que muitas das proteinas do leite de cabra sédo similares as do leite bovino,
podendo haver reagéo cruzada (HALKEN; HOST, 1997).

Desde a década de 1940, quando as primeiras formulas hipoalergénicas
foram desenvolvidas (ROSENDAL; BARKHOLT, 2000), existem no mercado
diversos produtos capazes de substituir 0 uso do leite integral por criangas
alérgicas. Essas formulas podem ser compostas por aminoacidos, sendo
indicadas nos casos mais extremos de alergia, porém na maioria dos casos séo
produzidas por hidrélise enzimatica das proteinas do leite, podendo gerar de
acordo com o grau de hidrélise, leites parcialmente e extensivamente
hidrolisados. Apesar do constante uso desses termos na literatura, ndao ha critério
bem definido para classificar o leite hidrolisado em uma dessas categorias
(HALKEN; HOST, 1997). Alguns exemplos de leites hipoalergénico sao: Enfamil
Gentlease (parcialmente hidrolisado) e Aptamil Pepti (extensivamente
hidrolisado) (Figura 4).
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Figura 4 — Leites hipoalergénicos comerciais

Infant Formu(a

Wilkteaser Powder with fror

FORMULA INFANTIL PARA LAC
£ DE SEGUIMENTO PARA
COM PROTEINA LACTEA HIOR

Legenda: (A) leite parcialmente hidrolisado e (B) leite extensivamente
hidrolisado. Fonte: http://www.drogaraia.com.br/

Apesar dos beneficios a saude, alguns fatores sdo relatados como
limitantes a utilizacdo dessas férmulas hipoalergénicas. Primeiramente, leites
hidrolisados podem apresentar gosto desagradavel. Leites extensivamente
hidrolisados séo relatados como amargos devido a uma concentragao elevada
de peptideos hidrofébicos (ROSENDAL; BARKHOLT, 2000), fator que pode ser
critico para a aceitacdo do produto por criangas. Além disso, leites
extensivamente hidrolisados e, principalmente, os compostos apenas por
aminoacidos livres possuem precos elevados, sendo muitas vezes inacessivel.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Determinar o potencial das peptidases do extrato intestinal de D. plexippus na

producao de um leite hipoalergénico.

Objetivos especificos

w0

Extrair as peptidases do intestino de lagartas da espécie D. plexippus;
Determinar a atividade proteolitica do extrato;

Purificar as fragdes caseinas, lactosoro e B-lactoglobulina do leite bovino;
Determinar o potencial de hidrélise das peptidases intestinais de D.
plexippus sobre as fragdes purificadas, por zimograma, eletroforese e
ensaios in vitro;

Comparar por eletroforese os hidrolisados obtidos com férmulas
hipoalergénicas comerciais;

Utilizar estratégias cromatograficas para purificar uma peptidase a partir
do extrato intestinal de D. plexippus.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtencao do extrato intestinal

O trato digestério de larvas de D. plexippus foi retirado com o auxilio de
pingas em recipientes contendo gelo. O intestino foi retirado e homogeneizado
em NaCl 0,15 M. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 5000 g por 20 minutos
a 4 °C, o sobrenadante foi filtrado em algodao, dialisado contra agua destilada,
usando membranas de dialise com poros de 8 kDa e liofilizado. O material obtido
foi denominado de extrato intestinal total (EIT).

3.2. Perfil protéico do extrato intestinal total

Aliquotas do EIT foram dissolvidas em tampéao Tris-HCI 0,31 M pH 6,8
contendo SDS 5% e glicerol 10% e aplicada em um gel de empilhamento
contendo 5% de acrilamida e 1% de SDS, em tamp&o Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8. As
proteinas foram separadas no gel de separacao contendo acrilamida 12,5% e
SDS 1% em tampao Tris-HCI 3 M, pH 8,8. As dimensdes do gel de separacao
foram 8 x 7,5 x 0,1 cm. A corrida eletroforética ocorreu sob condi¢cées constantes
(130 V, 30 mA e 25°C). Utilizou-se para a corrida tampao Tris-HCI 0,025 M, pH
8,3, contendo glicina 0,192 M e SDS 0,1% (LAEMMLI, 1970). O gel de
eletroforese foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,2%) e descorado
em uma solucdo de metanol/acido acético/agua 3:1:6 (v/v/v). A quantidade de

proteina em EIT foi mensurada de acordo com o método de Bradford (1976).

3.3. Atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato

A atividade proteolitica total do EIT foi determinada usando azocaseina
(1%) como substrato inespecifico. Foram utilizados 50 pL do EIT (0,5 mg/ml em
tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 9,0 ou 6,5) mais 250 pyL do tampéo em que o EIT
estava dissolvido. Foram adicionados 200 puL de azocaseina 1% e as reacdes
foram incubadas por uma hora a 37 °C. Apds esse periodo, as reagcbes foram
paradas com adicdo de 300 pL de acido tricloroacético (TCA) 10%. Os tubos
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foram centrifugados a 10000 x g por 10 minutos e 400 pL do sobrenadante foram
alcalinizados pela adicao de 400 pL de NaOH 2 N. A leitura de absorbancia foi
feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 420 nm. Os ensaios
foram realizados em ftriplicata (XAVIER-FILHO et al., 1989). Uma unidade de
atividade (UA) foi definida como a quantidade de enzima capaz de aumentar a
absorbancia em 0,01.

3.4. Atividade proteolitica utilizando BApNA como substrato

A atividade especifica para peptidases do tipo serinicas foi realizada
usando BApNA como substrato (GOMES et al., 2005). Foram utilizados 50 uL
de EIT nao liofilizado mais 250 uL de tampéao Tris-HCI 50 mM pH 7,4. Foram
adicionados 200 ul de BApNA (1,25 mM) e as reacbes foram incubadas por 30
minutos a 37 °C. As reacdes foram interrompidas pela adicéo de 150 pL de acido
acético 30%. A leitura da absorbancia ocorreu em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 405 nm. Uma unidade de atividade (UA) foi definida
como a quantidade de enzima capaz de aumentar a absorbancia em 0,01. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

3.5. Ensaio de autolise

A fragéo EIT (2 mg/mL em tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 9,0) foi mantida em
diferentes temperaturas (37, 25 e 4 °C). Aliquotas de 50 uL foram retiradas nos
tempos: 0 (controle), 1, 2, 4 e 24 horas para determinacdo da atividade
proteolitica residual de acordo como descrito no item 3.3. Foram retiradas
aliquotas de 100 puL nos mesmos intervalos e misturadas com 25 uL de tampao
Tris-HCI 0,31 M (pH 6,8) contendo SDS 5% e glicerol 10%. A solugao foi
aquecida por 5 minutos a 100 °C e o grau de autdlise foi visualizado em gel de
poliacrilamida 12,5% como descrito no item 3.2.
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3.6. Purificagao das fragoes caseina, lactosoro e B-lactoglobulina do leite

bovino

Leite bovino integral e pausterizado, obtido comercialmente, foi
centrifugado a 2100 x g por 30 minutos a 32 °C, para separa¢ao da gordura. Ao
sobrenadante, foi adicionado HCI 1 M até pH 4,6, seguido de nova centrifugacao
a 1500 x g por 20 minutos a 20 °C para separacao das caseinas das proteinas
do soro (EGITO et al., 2007). A fracdo precipitada (caseinas) foi lavada trés
vezes com agua e centrifugadas como citado acima. O sobrenadante (lactosoro)
e a fragdo contendo as caseinas foram dialisados contra agua destilada usando
membranas de dialise com poro de 8 kDa por 48 horas a 4 °C. As duas fragdes

foram liofilizadas separadamente para os ensaios posteriores.

Para a purificagdo da proteina B-lactoalbumina o pH da fracao lactosoro
foi ajustado para 2,0 pela adigdo de HCI 2 N. A solugéo foi incubada com pepsina
na propor¢ao 1:200 (massa/massa) por 1 hora a 37 °C. Ap6s o tempo de reacao
com a enzima, as proteinas foram precipitadas pela adicao de sulfato de aménio
75%, permanecendo overnight. A solucéo foi centrifugada a 20.800 x g por 30

minutos, o sobrenadante foi dialisado contra dgua destilada e liofilizado.

3.7. Hidrodlise das proteinas do leite

3.7.1. Zimograma

A atividade proteolitica do EIT sobre diferentes substratos foi analisada
em gel de poliacrilamida 12,5%. O gel foi preparado conforme explicado no item
3.2, porém o gel de separacdao continha gelatina (0,1%), caseina (0,2%),
lactosoro (0,2%) ou B-lactoglobulina (0,2%). Apds a corrida eletroforética, o gel
de separacao foi lavado 2 vezes de 20 minutos cada, com Triton X-100 2,5% e
posteriormente incubado em tampao Tris-HCI 50 mM pH 9,0 ou 6,5, por 1 hora.
Os géis foram corados em solugdo de Comassie Brilhant Blue R-250 (0,2%).
Bandas transparentes indicaram a atividade proteolitica.
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3.7.2. In vitro

Aliquotas das fragbes purificadas (caseina, lactosoro e B-lactoglobulina)
foram separadamente incubadas a 37 °C com EIT em tampao Tris-HCI 50 mM
pH 9,0 mantendo as seguintes propor¢des de enzima:substrato 1:25, 1:50 e
1:100 (massa/massa). Foram coletadas das reacdes aliquotas de 100 pL nos
tempos 1, 2, 4 e 24 horas e misturadas a 25 L do tampéao Tris-HCI 0,31 M, pH
6,8, contendo SDS 5% e glicerol 10%. A solucao foi aquecida a 100 °C por 5 min
e posteriormente foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%

conforme descrito no item 3.2.

A quantificagdo da hidrdlise ocorreu utilizando TCA (RUTHERFURD,
2010). Foram retiradas aliquotas de 200 uL dos hidrolisados proteicos nos
tempos mencionados anteriormente e a estes hidrolisados foram adicionados
200 pL de TCA 12%. Os tubos foram centrifugados a 10000 x g por 10 minutos
a 10 °C e a absorbancia do sobrenadante foi mensurada em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 280 nm.

Ensaios de hidrolise independentes foram realizados utilizando a proteina

B-lactoglobulina pré-aquecida a 85 °C por 30 minutos.

3.8. Purificacao das proteases do EIT

3.8.1. Cromatografia de troca idnica

Foram aplicados 0,5 mL de EIT nas colunas CM Sepharose Fast Flow
(trocadora de cations) e em DEAE Sepharose Fast Flow (trocadora de anions)
acopladas a um sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas (AKTA).
As colunas foram previamente equilibradas com tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,2.
As proteinas nao ligadas nas colunas foram lavadas com o tampao de equilibrio,
constituindo o pico néo retido. As proteinas retidas nas colunas foram eluidas
em gradientes lineares e stepwise de sal (NaCl) a um fluxo de 1 mL/minuto. Os
picos foram detectados a 280 nm e foram coletados para serem analisados por
eletroforese e quanto a sua atividade especifica utilizando BApNA como
substrato.
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3.8.2. Cromatografia de afinidade

Foram aplicados 0,5 ml de EIT em uma coluna HiTrap-Benzamidina
(coluna utilizada para a purificagdo de proteases serinicas), acoplada a um
sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas (AKTA). A coluna foi
previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 contendo NaCl 0,5
M. As proteinas nédo ligadas a coluna foram lavadas com o tampéo de equilibrio,
constituindo o pico nao retido. As proteinas retidas na coluna foram eluidas em
tampéao glicina 50 mM, pH 3,0 a um fluxo de 1 ml/minuto. Os picos protéicos
tiveram sua absorbancia determinada a 280 nm e foram coletados para serem
analisados em gel zimograma contendo gelatina 0,1% e quanto a sua atividade

especifica utilizando BApNA como substrato.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacao das proteases

O perfil proteico do extrato intestinal total (EIT) revelou, por eletroforese,
uma predominancia de proteinas de alta massa molecular (Figura 5). A atividade
proteolitica total do EIT foi mensurada por ensaio colorimétrico realizado a pH
9,0 e 6,5. Foi demonstrado que a atividade especifica (UA/ugP) foi 2,6 vezes
maior em pH 9,0, quando comparado a atividade da mesma amostra em pH 6,5
(Figura 6).

Figura 5 — Eletroforese em gel poliacrilamida (12,5%) do extrato intestinal total de D.
plexippus (EIT), na auséncia de Bmercaptoetanol.
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Os valores indicam a quantidade de proteinas aplicada em cada poc¢o. Proteinas foram
coradas com Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Figura 6 — Atividade proteolitica especifica do extrato intestinal total de D. plexippus,
utilizando azocaseina 1% como substrato.

Atividade proteolitica

UA/pgP

6,5 9,0
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As peptidases intestinais foram testadas quanto a capacidade de se
manterem ativas em solucéo atraves do tempo e da temperatura (Figura 7). Foi
verificado que apos 1 hora a atividade proteolitica € mantida constante em todas
as temperaturas testadas, ndo sendo observado também, por eletroforese,
autélise das bandas proteicas durante esse periodo (Figura 8). Apds 4 horas a
37 °C, ocorreu uma reducao de aproximadamente 50% da atividade proteolitica
e apds 24 horas, a atividade proteolitica residual foi registrada como sendo 44%
da atividade inicial. Esses resultados colaboram com aqueles da eletroforese
(Figura 8), em que houve uma redugdo da intensidade das bandas proteicas,
demonstrado que a diminuicdo da atividade pode ser devido a autdlise das

peptidases.
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Figura 7 — Efeito da temperatura e tempo na estabilidade das peptidases intestinais de
D. plexippus, em pH 9,0, usando azocaseina 1% como substrato.
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Legenda: As letras diferentes (a,b,c,d,e,f) indicam que houve diferencas significativas
(p < 0,05) entre os grupos. ANOVA, Teste de Tukey.

Figura 8 — Efeito do tempo e temperatura sobre a autélise das peptidases de EIT em
pH 9,0.
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Gel de poliacrilamida 12,5%. Proteinas foram coradas com Coomassie Brilliant Blue R-
250.
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4.2. Ensaios de degradacao das proteinas do leite bovino

As fragbes caseinas, lactosoro e B-lactoglobulina do leite bovino foram
isoladas (Figura 9) e utilizadas nos ensaios de hidrélise enzimatica para
determinar o potencial hidrolitico das peptidases intestinais (EIT) de D.
plexippus. Foi demonstrado, através de zimogramas, que as peptidases
intestinais foram capazes de hidrolisar gelatina (controle), caseinas, lactosoro e
B-lactoglobulina (Figura 10). As hidrélises foram mais significativas em pH 9,0
para todos os substratos, corroborando com os resultados obtidos da atividade
proteolitica in vitro (Figura 6).

Figura 9 — Eletroforese das frac6es purificadas

1 2 3

Legenda: 1 — Caseinas (~23,6 kDa); 2 — Lactosoro contendo 3-lactoglobulina (~18,2

kDa) e a-lactalbumina (~14, kDa); 3 — B-lactoglobulina (~ 18,2 kDa).
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Figura 10 — Zimograma para detecgéo de atividade proteolitica de EIT sobre diferentes
substratos e valores de pH.

Gelatina 0,1% Caseinas 0,2%

pH 9,0 pH 6,5 pH 9,0 pH 6,5
4 6 8 10 4 6 8 10 pgP 4 6 8 10 4 6 8 10pgP

Lactosoro 0,2% B-lactoglobulina 0,2%
pH 9,0 pH 6,5 pH 9,0 ~ PH6,5
4 6 8 10 4 6 8 10ugP 4 6 8 10 4 6 8 10ugP

Os géis foram incubados a 37 °C por uma hora em pHs 6,5 e 9,0.

As peptidases intestinais foram capazes de hidrolisar as trés caseinas, a-
, B- e K-caseina (Figura 11), logo ap6s 1 hora de incubacao e na maior diluicao
(1:100). Na menor diluicao (1:25), houve uma hidrélise extensiva das bandas
proteicas das caseinas. Apds 2, 4 ou 24 horas, foi observado uma hidrélise de
100% das caseinas, mesmo na menor concentragdo de enzima testada (1:100).
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Figura 11 — Avaliacdo da hidrdlise das caseinas pelas peptidases intestinais de D.
plexippus apds diferentes tempos e a 37 °C, através de eletroforese em gel de
poliacrilamida.

1h 2h 4 h 24 h

C 1:100 1:50 1:25 C 1:100 1:50 1:25 C 1:100 1:50 1:25 C 1:100 1:50 1:25

@5 @ - -

Perfil de hidrélise das caseinas pelas peptidases intestinais em gel de poliacrilamida
15%, foi aplicado 50 pg de proteina em cada pogo.

A hidrélise das caseinas também foi avaliada por espectrofotometria a 280
nm, utilizando as mesmas amostras avaliadas por eletroforese (Figura 11). Pode
ser observado um aumento da absorbancia a 280 nm entre os intervalos de 2, 4

e 24 horas, colaborando com os resultados da eletroforese (Figura 11).
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Figura 12 - Avaliagdo da hidrélise das caseinas pelas peptidases intestinais de D.
plexippus apds diferentes tempos e a 37 °C, através de ensaios espectrofotométricos.
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A fracdo lactosoro mostrou-se resistente a hidrélise pelas peptidases
intestinais, a pH 9,0 e 37 °C, sendo observado, em gel de eletroforese, uma
constancia nas bandas proteicas referentes a a-lactalbumina e 3-lactoglobulina
(Figura 13A). Entretanto apdés 24 horas de incubagéo, foi observado uma
reducdo na intensidade das bandas proteicas (a-lactalbumina e B-lactoglobulina)
nas maiores concentracdes de enzima utilizadas (1:50 e 1:25). Esses resultados
foram confirmados pelo aumento da absorbancia a 280 nm (Figura 13B).
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Figura 13 — Avaliacao da hidrélise do lactosoro bovino pelas peptidases intestinais de
D. plexippus, através de eletroforese (A) e espectrofotometria (B).
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A proteina B-lactoglobulina foi purificada da fracao lactosoro, para estudar
melhor o grau de hidrolise desta proteina pelas peptidases intestinas de D.
plexippus (Figura 9). Devido a alta resisténcia desta proteina a hidrélise
enzimatica (Figura 13), ela foi pré-aquecida a 85 °C por 30 minutos e depois
incubadas com as peptidases intestinas de D. plexippus em diferentes
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concentragdes e tempo (Figura 14A). Os resultados mostram uma redugéo das
bandas proteicas em gel de eletroforese a partir de 1 hora de incubacdo. Um
maior grau de hidrélise dessa proteina péde ser verificado apds 4 e 24 horas de
incubagdo. O aumento do grau de hidrolise da proteina -lactoglobulina também
foi observado pelo aumento da absorbancia a 280 nm (Figura 14B), confirmando
os resultados da eletroforese.

Figura 14 — Avaliagdo da hidrolise da proteina B-lactoglobulina pelas peptidases
intestinais de D. plexippus, através de eletroforese (A) e espectrofotometria (B).
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Diferentes leites hidrolisados, obtidos comercialmente, foram estudados
por eletroforese para fins de comparacdo com o leite hidrolisado pelas
peptidases intestinais de D. plexippus. Foram utilizados trés leites, um
parcialmente hidrolisado (Enfamil Gentlease), um extensivamente hidrolisado
(Aptamil Pepti) e um integral como controle (Ninho). A eletroforese mostrou que
no leite integral Ninho as caseinas e as proteinas do lactosoro estdo presentes

intactas, enquanto nas férmulas hidrolisadas elas estavam ausentes (Figura 15).

Figura 15 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) de diferentes leites comerciais.

Leite Integral’ Leite P.H.? Leite E.H.?

10l 20p! 30pl  10p! 20pl  30p! 10pl  20ul 30ul

CNS mpp-

BLG ==
QLA =—pp-

Legenda: 1 - Leite Integral: Ninho; 2 - Leite parcialmente hidrolisado: Enfamil Gentlease;
3 - Leite extensivamente hidrolisado: Aptamil Pepti; CNs — Caseinas; BLG — B-
lactoglobulina; aLA - o-lactalbumina. Leites na concentragéo de 10 mg/ml. E indicado
na figura a quantidade aplicada em cada poco.

4.3. Etapas cromatograficas

O extrato intestinal de D. plexippus foi submetido a diferentes
cromatografias com o objetivo de purificar as suas peptidases. A primeira
cromatografia foi realizada em coluna de CM- sepharose fast flow a pH 7,2.
Como mostrado na figura 16, ndo houve proteinas retidas na coluna, indicando

a auséncia de proteinas positivamente carregadas no pH 7,2.

40



Figura 16 — Cromatografia de troca ibnica em coluna CM-sepharose fast flow do extrato intestinal de D. plexippus em pH 7,2.
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Legenda: Coluna de 1 ml. Fluxo 1 ml/min. Abs a 280 nm. O gradiente salino utilizado foi de 20 ml (0 - 1 M NaCl).
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Como nao houve proteinas retidas na cromatografia de troca ibnica em
coluna de CM-sepharose fast flow (pH 7,2), o extrato intestinal foi aplicado em
uma coluna de DEAE sepharose fast flow nas mesmas condi¢cdes de tampéao e
pH. Foram obtidos 4 picos: um pico nao retido e trés picos eluidos em um
gradiente de sal (Figura 17). As fragbes foram coletadas e as atividades
proteoliticas determinadas usando BApNA como substrato (Figura 17). A
atividade especifica foi maior no pico nao retido, apresentando 3 vezes mais

atividade que as fragdes retidas na coluna.
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Figura 17 — Cromatografia de troca ibénica em coluna DEAE-sepharose fast flow em pH 7,2. (A) Cromatograma das proteinas eluidas em
gradiente linear de sal. (B) Atividade proteolitica dos picos para peptidases serinicas.
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(A) Coluna de 1 ml. Fluxo 1 ml/min. Abs a 280 nm. O gradiente salino utilizado foi de
20 ml (0 - 1 M NacCl). As proteinas foram eluidas em tampao Tris pH 7,2. (B) Atividade
enzimatica para peptidases serinicas x atividade especifica das peptidases ao longo
dos picos obtidos. PI: pico néo retido.

Como a resolucdo da cromatografia em DEAE sepharose fast flow,
usando um gradiente para eluicdo das proteinas retidas foi ruim, novas
cromatografias foram realizadas usando diferentes concentracdes fixas de sal
("StepWise") dos picos retidos. A figura 18 mostra que houve uma melhora na
separacao das proteinas retidas na coluna. O pico eluido com 0,25 M de NaCl
apresentou maior atividade proteolitica especifica, possuindo assim uma maior
concentracdo de peptidases do tipo serinicas. O perfil proteico de cada fracao
pode ser observado na figura 18 C.
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Figura 18 — Cromatografia de troca ibnica em coluna DEAE-sepharose fast flow. (A) Cromatograma. (B) Atividade enzimatica e (C) perfil

proteico dos picos.
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(A) Coluna de 1 ml. Fluxo 1 ml/min. Abs a 280 nm. Proteinas eluidas em gradiente
stepwise de sal, em tampao Tris pH 7,2. E indicado na figura a concentragdo de NaCl
em que foi eluido cada pico; (B) Atividade enzimatica para peptidases serinicas x
atividade especifica das peptidases ao longo dos picos obtidos; (C) Perfil proteico das
fracoes da cromatografia em gel de poliacrilamida 12,5% na auséncia de agente redutor.
Pl: pico n&o retido; EIT: extrato intestinal total

Trabalhos anteriores mostraram que as peptidases serinicas sao
predominantes no extrato intestinal de D. plexippus, assim foi utilizada uma
coluna HiTrap-Benzamidina como outra estratégia para a purificacdo destas
peptidases. A cromatografia de afinidade em coluna de HiTrap-Benzamidina
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separou as proteinas do extrato intestinal de duas fracées, uma nao retida e
outra retida, que foi eluida com tampao glicina pH 3.0 (Figura 19). A atividade
proteolitica especifica para peptidases serinicas como esperado foi maior para
no pico retido, comparado ao ndo pico retido e o extrato total. Além disso, foi
observado atividade proteolitica em gel zimograma no pico néo retido, indicando
a presenca de outros tipos de peptidases no extrato intestinal ou a saturagao da
coluna (Figura 19).
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Figura 19 — Cromatografia de afinidade para peptidases serinicas do extrato intestinal de D. plexippus em coluna HiTrap-Benzamidina (A). (B)
Zimograma para detecgao de peptidases e (C) Atividade proteolitica especifica para peptidases serinicas dos picos cromatograficos
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4. DISCUSSAO

O extrato intestinal de D. plexippus € uma rica fonte de peptidases.
Trabalhos anteriores mostraram a agao proteolitica desse extrato sobre outras
peptidases presentes no latex de C. procera (PEREIRA et al., 2010); destacando
assim o potencial das enzimas digestivas desse organismo e a necessidade de
uma busca por novas aplicacdes. Nesse contexto, as peptidases intestinais
foram testadas quanto a sua capacidade de hidrolisar as proteinas do leite

bovino e consequentemente produzir um hidrolisado hipoalergénico.

A partir de ensaios colorimétricos foi observado que a atividade
proteolitica das peptidases intestinais de D. plexippus foi maior em pH 9,0,
comparado ao pH 6,5, demonstrando, de acordo com o observado por Pereira e
colaboradores (2010) que a atividade proteolitica aumenta, acompanhando o
aumento do pH. Peptidases do tipo serinicas sdo geralmente encontradas no
trato intestinal de larvas da ordem lepidéptera (CHRISTELLE et al., 1992;
CHOUGULE et al., 2008) e sabendo que esse tipo de peptidase geralmente esta
presente no lumen do intestino sob condi¢des alcalinas (CHRISTELLER et al.,
1989), isso sugere uma predominancia desse tipo de peptidase no extrato
intestinal de D. plexippus (PEREIRA et al., 2010).

O pH 6,5 foi utilizado nos ensaios por ser o valor referente ao pH do leite
bovino, tendo como objetivo investigar a acdo das peptidases intestinais sobre
as proteinas, caseinas, a-lactalbumina e -lactoglobulina, em condi¢coes
relativamente neutras. Foi observado que neste valor de pH a atividade
proteolitica especifica € menor, resultado de uma perda da atividade das
enzimas utilizadas. Isso ocorre pois em valores de pH diferentes do considerado
6timo para uma enzima alguns residuos de aminoacidos tém sua carga alterada
ocasionando modifica¢cdes na estrutura tridimensional da proteina ou mudancas

no seu sitio ativo, dificultando a interacdo enzima-substrato.

As peptidases intestinais de D. plexippus mostraram-se estaveis em
solugédo tampao a pH 9,0 durante 1 hora de incubacéo, contudo essa estabilidade
ndo se manteve em intervalos de tempos maiores, onde foi observado por

eletroforese uma autélise da fracao proteolitica e consequentemente a reducao
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na atividade enzimatica. A capacidade de manter-se integra e com 100% de sua
atividade varia entre as diferentes enzimas proteoliticas, sendo influenciado pelo
tempo e a temperatura de incubagcédo (CHEN et al., 2003).

O crescente aumento na incidéncia de alergia ao leite de vaca em criancas
tem levado a uma constante busca de alternativas para eliminar a alergenicidade
das proteinas presentes nesse alimento. Sao varios os métodos descritos na
literatura, tais como altas temperaturas e pressoes; reagdes de glicagéo e a
hidrdlise enzimatica, sendo este ultimo o mais utilizado no mercado (BU et al.,
2013).

A capacidade das peptidases intestinais em hidrolisar as proteinas do leite
bovino foi testada primeiramente em gel zimograma, sendo possivel observar,
de forma qualitativa, a hidrélise dos substratos. Novamente o pH foi determinante
para um maior grau de hidrolise. Foi possivel observar a hidrélise de todos os
substratos nos dois valores de pH testados, contudo esta foi mais significativa
em pH 9,0. Esses resultados evidenciaram uma nova possibilidade de utilizacao
das peptidases de D. plexippus que foi mais profundamente investigado em

ensaios posteriores.

Os ensaios in vitro de hidrolise ocorreram apenas em pH 9,0 uma vez que
as peptidases intestinais mostraram-se mais eficientes na hidrélise das proteinas
do leite em condigGes alcalinas. As caseinas séo facilmente hidrolisadas tanto
em sistemas in vivo quanto em ensaios in vitro (DO; WILLIAMS; TOOMER, 2016;
DO et al., 2016). As peptidases intestinais de D. plexippus foram capazes de
hidrolisar as trés caseinas como pode ser observado por eletroforese; a hidrélise
ocorreu mesmo no menor tempo analisado (1 hora) e prosseguiu até o maior
intervalo da reacao (24 horas). A partir de 2 horas de incubagédo com as enzimas,
nao foi mais observado a presenga de bandas proteicas referente as caseinas
no gel de eletroforese, mesmo na menor concentracdo de enzima utilizada
(1:100).

O grau de hidrélise das caseinas foi acompanhado por ensaios
espectrofotométricos. As peptidases intestinais foram capazes de realizar a
hidrélise extensiva das caseinas, mesmo na menor concentracdo de enzima

utilizada (1:100) a partir de 2 horas de reacdo. Essa hidrolise extensiva foi
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observada pelo aumento da leitura de absorbancia a 280 nm dos hidrolisados
mesmo quando ndo foi mais visualizado bandas proteicas referentes as caseinas
no gel de eletroforese. Os hidrolisados de caseina obtidos a partir dos ensaios
com uma maior concentracao de enzima (1:25) alcangaram um maximo grau de
hidrélise (para as peptidases intestinais estudadas) a partir de 4 horas de reagéo,
pois ndo foi observado diferencas significativas entre esses valores com os
obtidos para 24 horas. Ap6s 24 horas, o grau de hidrélise das reacdes 1:50 e

1:100 se aproximaram do platé observado pelas reagdes 1:25.

Resultados semelhantes aos obtidos nesse trabalho para a maior
concentracdao de enzima utilizada (1:25) foram observados por Mahmoud e
colaboradores (1992) onde a hidrolise das caseinas pela pancreatina ocorreu
mais rapidamente nos tempos iniciais (grau de hidrolise de 48% durante os
primeiros 10% do tempo total de reacao), se aproximando de um platé a medida

que a reagao prosseguia.

As proteinas da fragdo lactosoro mostraram-se mais resistentes a
hidrélise enzimatica pelas peptidases intestinais. Somente apds 24 horas de
incubagédo foi possivel observar por eletroforese a degradagdo das bandas
proteicas referentes as proteinas a-lactalbumina e B-lactoglobulina, que também
pode ser acompanhado pelo aumento da absorbancia nos ensaios
espectrofotométricos do mesmo periodo. Embora os ensaios proteoliticos
tenham demonstrado uma reducao significativa da atividade enzimatica das
peptidases intestinais apds 24 horas de incubacao, apresentando apenas 44%
da atividade residual, a hidrdlise do lactosoro apos esse intervalo de tempo
reforca o potencial das peptidases presentes no extrato intestinal de D.

plexippus.

Em estudos conduzidos por Poulsen e colaboradores (2016) o grau de
hidrélise do lactosoro pela tripsina foi registrado apds 8 horas de reacao. O grau
de hidrélise tedrico pela tripsina € aproximadamente 11% para as proteinas a-
lactalbumina e B-lactoglobulina, sendo observado experimentalmente 15% de
hidrélise em uma solugdo 1:200 (enzima/substrato) e 22% nas reagdes 1:100
das proteinas do lactosoro. As endopeptidases bromelaina e papaina também
foram capazes de hidrolisar parcialmente as proteinas do lactosoro, entretanto a
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pepsina n&o hidrolisou a proteina 3-lactoglobulina a um grau significante (OTTE
et al., 1997).

A combinagédo de métodos fisicos e enzimaticos pode ser utilizada como
uma estratégia para aumentar o grau de hidrélise das proteinas do lactosoro
(LAKSHMAN et al., 2011). Devido a presenca de 2 pontes dissulfeto
intramolecular a proteina B-lactoglobulina possui uma estrutura bastante estavel,
necessitando de temperaturas acima de 70 °C para que ocorra uma
desnaturacao irreversivel da molécula, tornando-a mais suscetivel a hidrélise
enzimatica (REDDY; KELLA; KINSELLA, 1988). O pré-aquecimento das
proteinas do leite resultou em um maior grau de hidrélise pelas peptidases
intestinais. Comparando os perfis proteico, por eletroforese, dos hidrolisados
obtidos do lactosoro e da B-lactoglobulina pré-aquecida pode-se observar uma
reducdo na intensidade da proteina B-lactoglobulina a partir de uma hora de
incubacgao. A hidrélise desta proteina que sé foi observada apés 24 horas de
reagdo em ensaios anteriores, apds tratamento térmico aumentou
consideravelmente. Isso foi possivel pela exposicao de mais sitios de clivagem
apos a desnaturagéo da proteina. O aumento do grau de hidrélise também pode
ser observado pelo aumento da absorbancia a 280 nm dos hidrolisados da [3-

lactoglobulina.

Embora as principais proteinas do leite ndo tenham sido identificadas por
eletroforese nas formulas hipoalergénicas testadas neste trabalho, a ocorréncia
dessas proteinas pode ser comum mesmo em leites vendidos como
extensivamente hidrolisados, como foi destacado por Rosendal e Barkholt
(2000). Ao analisarem 12 férmulas hipoalergénicas para a deteccdo de uma
possivel alergenicidade residual, foi observando por ELISA que a proteina (3-
lactoglobulina ou seus peptideos alergénicos estavam presente em todas as

formulas.

A producéo de leites hipoalergénicos pode algumas vezes envolver mais
de um passo de hidrélise enzimética a fim de alcancar as caracteristicas
desejadas para o hidrolisado. Recomenda-se um grau de hidrélise do lactosoro
de até 30% para evitar um aumento no nimero de peptideos hidrofébicos nos
hidrolisado que sao responsaveis pelo sabor amargo do produto final
(SPELLMAN; O'CUINN; FITZGERALD, 2009). A reducao da alergenicidade nédo
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pode ser controlada apenas por acao enzimatica, sendo necessarios etapas
adicionais ao processo. Apds a hidrdlise, os leites sdo submetidos a separacao
fisica por centrifugacédo ou ultracentrifugacao para eliminar possiveis proteinas
residuais, além das enzimas utilizadas. Ao final do processo, pode ocorrer adigao
de outros ingredientes como vitaminas, minerais e alguns aminoacidos
(CLEMENTE, 2000). Essas etapas podem ser observadas em varias patentes
para a producao de leites parcialmente ou extensivamente hidrolisados
(OESTERGAARD; ERNST; LYNGLEV, 2010; MARTINEZ; LEARY; NICHOLS,
1995). A complexidade do processo para a producao dos leites hipoalergénicos
explica o elevado valor desses produtos no mercado.

Os esforcos para a purificacdo das peptidases presentes no extrato
intestinal total de D. plexippus resultaram na realizacdo de protocolos
envolvendo diferentes etapas cromatograficas. Foi observado a auséncia de
proteinas positivamente carregadas em pH neutro, com isso é esperado que em
pHs alcalino, faixa onde a atividade enzimatica do extrato € maior, as peptidases
com carga liquida negativa sejam predominantes. Essa hipdtese foi confirmada
ao submeter o extrato intestinal a uma matriz trocadora de anions. As peptidases
intestinais foram separadas em 4 picos a partir de eluicdo em diferentes
concentragdes de sal. O pico eluido com 0,25 M de NaCl apresentou uma maior
concentracdo de proteinas, que pode ser observado pela elevada absorbancia.
A atividade proteolitica para peptidases do tipo serinicas revelou que esse pico
também apresentou maior atividade especifica (UA/ugP). Era esperado uma
menor concentragédo de proteinas no pico néo retido na matriz DEAE-Sepharose
uma vez que ndo houve proteinas retidas na matriz CM-Sepharose. Esse
resultado sugere uma predominéancia de proteinas sem carga liquida no pH 7,2

ou a saturacao da coluna.

A coluna HiTrap-Benzamidina foi utilizada no processo de purificacdo das
peptidases intestinais de D. plexippus por conter uma matriz de afinidade para
peptidases do tipo serinica, uma vez que esse tipo de peptidase foi identificado
como predominante no intestino médio da espécie. Nessa coluna, um inibidor de
peptidases serinicas (p-Aminobenzamidina) esta covalentemente ligado a
Sepharose 4 Fast Flow por uma ligacao amida. Essa estratégia de purificacao ja
foi utilizada para peptidases de insetos da ordem Ixodida (PICHU et al., 2014),
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Lepidéptera (NAGAOKA et al., 2012) e para peptidases intestinais de Aedes
aegypti (RASCON et al., 2011).

As peptidases retidas na matriz HiTrap-Benzamidina apresentaram maior
atividade especifica para peptidases serinicas comparadas aquelas presentes
no Pl (pico ndo retido) e no extrato total, como ja era esperado. Contudo, PI
também apresentou atividade especifica consideravel indicando uma saturacao
da coluna. O PI também apresentou atividade enzimética em gel zimograma,
como gelatina é um substrato inespecifico, esse resultado pode apontar para a
presenca de outros tipos de proteases no extrato total.

Uma andlise protedbmica do lumen intestinal de larvas de Helicoverpa
armigera revelou a presencga de pelo menos 15 proteinas correspondendo a 9
diferentes peptidases serinicas (PAUCHET et al., 2008). Ao analisar as proteinas
presentes na membrana peritréfica de larvas da mesma espécie, foi observado
também uma grande quantidade de peptidases serinicas tanto na sua forma
ativa como inativa (CAMPBELL et al., 2008). Em relagdo ao proteoma intestinal
de D. plexippus, foram identificadas 14 proteinas na membrana peritréfica de
larvas do quinto estagio, dentre essas proteinas estavam presentes alguns
precursores de peptidases serinicas (PEREIRA, 2014), todavia nenhuma dessas

peptidases foram purificadas.

Foi possivel visualizar duas bandas proteicas referentes as peptidases
serinicas no gel de eletroforese a partir do pico retido na matriz HiTrap-
Benzamidina. A peptidase de maior massa molecular apresentou atividade
enzimatica em gel zimograma, contudo o mesmo nao foi observado para a de
menor massa molecular, indicando que este polipeptidio possa ser um precursor
de uma peptidase serinica, ou que esteja em sua forma inativa. A presenca
dessas peptidases inativas também foi observada em Helicoverpa armigera
(CAMPBELL et al., 2008). A peptidase de maior massa molecular observada na
eletroforese corresponde a uma das peptidases responsaveis pela hidrolise das
caseinas, e das proteinas do lactosoro como foi observado nos géis zimogramas
utiizando os diferentes substratos. Esses resultados mostram uma maior
proximidade da purificacdo das peptidases presentes no extrato intestinal de D.
plexippus com capacidade de gerar hidrolisados hipoalergénico, o que pode
facilitar ensaios posteriores.
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5. CONCLUSAO

As peptidases intestinais de D. plexippus apresentam potencial para a producao
de leites hipoalergénicos parcialmente hidrolisados a partir de 2 horas de reacao
enzimatica, uma vez que foram capazes de hidrolisar extensivamente as
caseinas e de forma parcial as proteinas do soro, quando pré-aquecidas em
temperaturas desnaturastes. Contudo, mais ensaios precisam ser realizados
para validar essas peptidases nesse processo. As etapas cromatograficas
isoladas nédo foram suficientes para a purificagdo de uma peptidase a partir do
extrato total, todavia a combinacdo desses métodos pode ser uma estratégia
promissora para etapas posteriores do trabalho.
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