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ABREVIACOES

AD - digestibilidade aproximada

AeTI- inibidor de tripsina de Archidendron ellipticum
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IM - intestino médio

IP - inibidor de proteinase

PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida

ApTI - inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina
RIP - proteina inativadora de ribossomo

SDS - dodecil sulfato de sédio

SKTI - inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz

TT - inibidor de tripsina

TLCK - N-a-tosyl-L-lysine choromethyl ketone

TRIS - hidroximetil aminometano
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RESUMO

As sementes sdo ricas fontes de inibidores de proteinases, que prejudicam sua qualidade
nutricional, reduzindo a digestibilidade das proteinas e sua absorc¢do. Neste estudo, um inibidor
de tripsina (ApTI) foi purificado a partir de sementes de Adenanthera pavonina e testado seu
efeito no crescimento e desenvolvimento de dois lepidopteros. Larvas de Anagasta kuehniella
alimentadas com ApTI 1% mostraram reducdo de 50% na sobrevivéncia e no peso médio.
Larvas de Anticarsia gemmatalis alimentadas com dieta contendo ApTI 0,5% apresentaram
diminui¢dao de 31% na sobrevivéncia e de 22% no peso médio. O tempo de desenvolvimento
larval e pupal de Anagasta kuehniella alimentadas com a dieta contendo ApTI 1% foi maior,
enquanto a porcentagem de adultos sobreviventes diminuiu em relacdo ao grupo controle. A
avaliacdo nutricional de ApTI sobre o desenvolvimento larval de A. kuehniella mostrou redugdo
na eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) e alimento digerido (ECD), e aumento na
digestibilidade aproximada (AD) e no custo metabdlico (CM). Em relacdo as larvas de A.
gemmatalis, nao houve efeito na (ECI), porém foi observado redu¢cdo na (ECD) e aumento na
(AD) e no (CM). Para examinar o efeito in vivo de ApTI sobre os insetos, as atividades das
proteinases intestinais das larvas que se alimentaram com dietas livres do inibidor e contendo o
inibidor a 0,25 - 1% foram comparadas através de ensaios enzimaticos e eletroforese em gel de
atividade enzimética. Larvas de quarto instar de A. kuehniella alimentadas com dieta contendo
ApTI 1% apresentaram diminui¢do na atividade triptica do intestino € manuten¢do dessa nas
fezes. Larvas de A. gemmatalis alimentadas em dieta contendo ApTI 0,5% mostraram diminui¢@o
da atividade triptica do intestino e das fezes. Estes resultados sugerem que ApTI possui efeitos

anti-metabdlicos quando ingeridos por A. kuehniella e A. gemmatalis.
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ABSTRACT

Seeds are a major source of proteinases inhibitors, which cause nutrition quality damage and
reduce the absorption and digestibility of proteins. In this study, a trypsin inhibitor (ApTI) was
purified from Adenanthera pavonina seeds and their effect on growth and development tested in
two Lepidoptera. Anagasta kuehniella larvae were fed with ApTI 1% showing a significant
decrease in survival and larval weight (50%). A. gemmatalis fed with 0.5% ApTI showed a
survival of 31% and decrease in weight of 22%, when compared with the control group. Larval
and pupal developmental time of Anagasta kuehniella larvae, fed on an ApTI diet at 1% was
significantly longer, and the percentage of surviving adults decreased. The nutritional effect of
ApTI on A. kuehniella larval development was to decrease the conversion of ingested food (ECI)
and digested food (ECD) efficiency, and increase estimated digestibility (AD) and metabolic cost
(CM). ApTI had no effect on A. gemmatalis conversion of ingested food efficiency. However, a
decrease in the conversion of digested food efficiency (ECD) and increase in estimated
digestibility (AD) and metabolic cost (CM) were observed. Enzymatic assays and electrophoreses
were performed in order to evaluate the in vivo ApTI effect of larval intestinal proteinase
activities between those that were not fed with the inhibitor and those fed with inhibitor (0.25 -
1%). A. kuehniella four instars larvae fed with 1% ApTI showed a reduction in intestinal tryptic
activity and maintenance of feces tryptic activity. A. gemmatalis fed with 0.5% ApTI suffered a
reduction in intestinal and feces tryptic activities. These results suggest that ApTI presents

considerable anti-metabolic effects in A. kuehniella and A. gemmatalis.



I- INTRODUCAO

A populacio mundial vem registrando, através dos anos, um crescimento bastante
significativo. Segundos dados da FAO (Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo), no final da década de 60, eram cerca de 3,3 bilhdes de pessoas no planeta,
passando para 4,0 bilhdes no final dos anos 70 e para 4,8 bilhdes no final dos anos 80. No inicio
deste milénio, a populacdo atingiu 6,2 bilhdes, sendo que as estimativas para a atualidade indicam
6,6 bilhdes. As estimativas apontam ainda para o ano de 2015 uma populagdo de 7,2 bilhdes, para
2030, 8,1 bilhdes, chegando a 8,9 bilhdes em 2050 (https://www.fao.org.br/). A preocupacio
passa a ser com respeito a produgdo de alimentos e fibras para atender a essa demanda. Segundo
as estatisticas, a produ¢cdo mundial de cereais, em 2005, foi cerca de 2,22 bilhdes de toneladas. A
demanda estimada para 2025 € de 3,14 bilhdes de toneladas, o que significa uma producdo
adicional necessaria de 920 milhdes de toneladas (SCOLARI, 2007).

Com a explosdo populacional e reducdo na disponibilidade de terras para cultivo em
paises pobres, hd uma tendéncia em substituir a proteina animal do alimento por proteina de
origem vegetal, a qual possui um custo menor. As proteinas podem corresponder a mais de 40%
do peso seco das sementes de alguns legumes. Porém, a produtividade na agricultura pode ser
reduzida em torno de 45% pela perda, antes ou depois da colheita devido ao ataque de uma
variedade de pragas, como os insetos, nematdides e fungos, doengas causadas por virus e
bactérias, e competi¢ao por ervas daninhas (OERKE et al., 1994; CARLINI et al., 2002). Durante
0 armazenamento fungos podem atacar sementes de diversas culturas (SCHUCH et al., 2006). No
caso da soja a perda anual causada por fungos e bactérias pode representar 20%

(http://www.cnpso.embrapa.br). O controle quimico de pragas de culturas agricolas ¢é

atormentado com problemas como a resisténcia a inseticidas e a contaminacdo ambiental
(CLARK & YAMAGUCHI, 2002, LI et al., 2003, 2008). Estratégias alternativas a utilizacdo de
inseticidas convencionais necessitam ser desenvolvidas, dentre elas destaca-se a utilizacdo de
inibidores vegetais de enzimas digestivas.

Os inibidores de proteinases (IPs) sdo geralmente encontrados como componentes
constitutivos dos tecidos de armazenamento, tais como, sementes e tubérculos ou expressas em
resposta ao ataque de pragas e agentes patogénicos (RYAN, 1990). Sao capazes de inibir as
enzimas proteoliticas, competindo com os substratos pelo sitio ativo das enzimas de diferentes
fontes, incluindo proteinases digestivas de mamiferos e insetos, bem como de bactérias e enzimas

fungicas (CLEMENTE & DOMONEY, 2006).


http://www.cnpso.embrapa.br/

Em sementes, os IPs mantém processos fisioldgicos, tais como: regulagdo dos niveis de
proteinases enddgenas (CHYE et al., 2006), proteinas de armazenamento (MANDAL et al.,
2002), estabilidade das enzimas durante a fase de dessecacdo (LAM et al., 1999), protecdo
contra pragas (HAQ et al., 2004) e microorganismos invasores (MOSOLOV & VALUEVA,
2006). Os IPs também participam na regulagdo da morte celular programada (SOLOMON et al.,
1999) e foi demonstrado que seus niveis de expressao aumentam em resposta a varios estresses
abidticos (CASARETTO et al., 2004) e estresses bidticos, principalmente na defesa contra
insetos pragas (DE VOS et al., 2006). Além disso, os IPs também desempenham um papel vital
no tratamento de patologias humanas, tais como inflamacao, hemorragia (OLIVA et al., 2000) e
cancer (KENNEDY, 1998). O provavel papel dos inibidores na defesa vegetal foi investigado em
1947, quando MICKEL & STANDISH observaram que as larvas de certos insetos ndo eram
capazes de se desenvolverem normalmente sobre produtos de soja (HAQ et al., 2004).

Apesar de inimeros estudos in vitro identificarem inibidores de proteinases em diferentes
familias de plantas e seus efeitos sobre as enzimas digestivas de insetos, os efeitos in vivo nem
sempre correspondem com os testes in vitro (ABDEEN et al., 2005; GIRARD et al., 1998a; GIRI
et al., 1998; TELANG et al., 2005). Um dos problemas da utilizagdo de inibidores de proteinases
na prote¢do de culturas, no entanto, € que algumas pragas ndo mostram os efeitos adversos
esperados causados pela presenca dos inibidores em suas dietas (PURCELL et al., 1992).

BROADWAY & DUFFEY (1986), demonstraram que um aumento na atividade das
proteinases do intestino € uma das estratégias dos insetos para lidar com a presenca de inibidores
de proteinases em suas dietas. Um olhar mais atento para a adaptag@o de insetos aos inibidores foi
feita mais tarde usando Spodoptera exigua e inibidor de proteinase de batata (PPI) Il (JONGSMA
et al., 1995). Eles observaram que as larvas de S. exigua sao capazes de se adaptar aos inibidores
de proteinases, induzindo atividade de proteinases do intestino que € insensivel aos inibidores.
Desde entdo, a adaptacdo a inibidores tem atraido o interesse de diversos pesquisadores, que
visam a compreensdo do mecanismo de adaptacdo, em ultima instincia, conceber melhores
estratégias para utilizar os inibidores de proteinases na protecdo das culturas (BROADWAY &
VILLANI, 1995; BOLTER & JONGSMA, 1995; BRITO et al., 2001). Devido a esse fato, ha a
necessidade de testes que possam indicar os inibidores mais eficientes para cada praga (HAQ et

al., 2004).



1- Proteinas toxicas de plantas

As plantas desenvolveram mecanismos complexos para se protegerem contra insetos e
patégenos (HARTMANN, 2004). Os insetos devem contornar barreiras defensivas, a fim de
colonizar com sucesso uma determinada planta hospedeira (LASKOWSKI & KATO, 1980).

No sistema de co-evolucdo da interacdo planta-inseto, as plantas sdo capazes de sintetizar
uma gama de moléculas para defendé-las contra o ataque de insetos. Os inibidores ativos contra
as enzimas proteoliticas de insetos estao entre essas moléculas (DE LEO et al., 2001).

Os inibidores sdo de ocorréncia muito comum, eles tém sido isolados e caracterizados de
um grande niimero de organismos, incluindo animais, microorganismos e plantas (VALUEVA &
MOSOLOV, 2004; CRISTELLER, 2005; HAQ et al., 2004; SURUPAM, et al., 2002;
MOSOLOV & VALUEVA, 2005; MOSOLOV et al., 2001), onde sdao encontrados inibidores
para quase todos os tipos de enzimas proteoliticas (FAN & WU, 2005; SAMPAIO et al., 1996).

Os Inibidores concentram-se principalmente nos 6rgios de reserva, tais como sementes €
tubérculos, mas ja foram detectados nas partes aéreas das plantas (DE LEO et al., 2002). Um
numero crescente de inibidores também € encontrado em tecidos que ndo sdo de reserva, tais
como folhas, flores e raizes (BRZIN & KIDRIC, 1995; XU et al., 2001; SIM & CHYE, 2004).

Os tecidos das sementes podem acumular constitutivamente ou apds indu¢do uma ampla
variedade de compostos de defesa que conferem resisténcia contra predadores fitéfagos e
infeccdo por virus, bactérias, fungos, nematoides, etc. As proteinas de plantas mais conhecidas
supostamente envolvidas no mecanismo de defesa de plantas sdo as lectinas, RIPs (Proteinas
Inativadoras de Ribossomo) do tipo I e II, glicohidrolases, arcelinas (OSBORN et al., 1988),
quitinases (COHEN, 1993), canatoxinas (CARLINI & UDEDIBIE, 1997), formas modificadas de
proteinas de reserva (SALES et al., 2000) e os inibidores de enzimas proteoliticas — IPs (RYAN,
1990; CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; MACEDO et al., 2004; PEREIRA et al., 2006).

Para um eficiente manejo de controle de pragas através do uso de inibidores, é
imprescindivel saber o tipo de enzima presente no intestino dos insetos e pragas (HAQ et al.,

2004).

2 - Inibidores de proteinases de plantas

Os inibidores de proteinases (IPs) s@o naturalmente produzidos pelas plantas e estdo

relacionados ao mecanismo de defesa delas a herbivoria. Seus niveis em folhas sdao extremamente
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baixos e podem ser rapidamente elevados quando a planta é danificada pelo inseto ou mediante a
liberacdo de elicitores (RAKWAL et al., 2001). Além da resposta local, foi verificado que sinais
especificos origindrios dos tecidos danificados sdo transportados via floema, acarretando aumento
nos niveis de inibidores de proteinase por toda planta, caracterizando esta resposta como
sistétmica (JONGSMA & BOLTER, 1997).

Alguns IPs foram encontrados e isolados de 6rgdos de armazenamento de plantas como
sementes, tubérculos e endosperma (ZHANG et al., 2008), onde sdao encontrados inibidores para
quase todos os tipos de enzimas proteoliticas (SAMPAIO et al., 1996; FAN & WU, 2005). A
maioria dos inibidores de proteinases foi isolado e caracterizado a partir de sementes de
leguminosas, Cucurbitaceae, Solanaceae, e Gramineae (GARCIA-OLMEDO et al., 1987). Outras
familias onde inibidores de proteinases foram purificadas e caracterizados incluem as familias
Rutaceae (SHEE & SHARMA, 2007; SHEE et al., 2007a, b) e Euphorbiaceae (SRITANYARAT
et al., 2000).

Os IPs geralmente ndo sdo diretamente toxicos para herbivoros, mas reduzem a eficiéncia
digestiva em utilizar proteinas de plantas para o crescimento e desenvolvimento. Diferentes
insetos dependem de diversas classes de proteinases para sua digestdo, dependendo do pH do
intestino. Os lepidopteros sdo conhecidos por terem pH com niveis variando de 8 a 11 e
empregam principalmente serino endopeptidases para a digestdo. E bem estabelecido que os IPs
especificos de serino endopeptidases podem assim, reduzir a taxa de crescimento e sobrevivéncia
dos insetos lepidopteros (ABDEEN et al., 2005; DE LEO et al., 2001a; RANJEKAR et al., 2003;
ZAVALA et al., 2004).

MICKEL & STANDISH (1947), observaram o papel de produtos da soja na protecao de
culturas, onde o inibidor de tripsina de soja mostrou ser toxico a larvas de Tribolium confusum.
Ap0s estes estudos preliminares, existem inimeros exemplos de inibidores de proteinases ativos
contra certas espécies de insetos (Tabela 1), tanto em ensaios in-vitro nos quais inibem as
proteinases do intestino dos insetos, como in-vivo, utilizados em dietas artificiais (ASHOURI et

al., 1998; FRANCO et al., 2003; GOMES et al., 2005).



Tabela 1- Inibidores vegetais testados contra insetos-praga

Inibidor

Inseto alvo

Referéncia

Inibidor de Feijao (CpTI)
Inibidor de tripsina de soja
Inibidor de tripsina de soja
Inibidor de tripsina de soja

Inibidor de tripsina de

Leucaena leucocephala

Inibidor de cisteina de arroz

Inibidor de cisteina de arroz

Inibidor de cisteina de Soja
Inibidor de tripsina de

Dimorphandra mollis

Inibidor de tripsina de
Peltophorum dubium

Inibidor de tripsina de
Adenanthera pavonina

Inibidor de Momordica
charantia

Inibidor de tripsina de
Platimenia foliolosa

Inibidor de cisteina de arroz

Inibidor de Bowman-Birk

Lacanobia oleracea
(Lepidoptera: Noctuidae)

Lacanobia oleracea
(Lepidoptera: Noctuidae)

Diatraea sacharallis
(Lepidoptera: Pyralidae)

Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae)

Heliothis armigera
(Lepidoptera: Noctuidae)

Callosobruchus chinensis
(Coleoptera: Bruchidae)

Riptortus clavatus (Heteroptera:

Coreidae)

Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae)

Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae)

Anagasta kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae)

Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae)

Heliothis armigera
(Lepidoptera: Noctuidae)

Anagasta kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae)

Phaedon cochleariae
(Coleoptera:Chrysomelidae)

Phaedon cochleariae
(Coleoptera:Chrysomelidae)

GATEHOUSE et al., 1999

GATEHOUSE et al., 1999

POMPERMAYER et al., 2001

MARCHETTI et al., 2000

NANDEESHA & PRASAD et

al., 2001

KURODA et al., 1996

KURODA et al., 1996

KOIWA et al., 1998

MACEDO et al., 2002

MACEDO et al., 2003

MACEDO et al., 2004

TELANG et al., 2003

RAMOS et al., 2008

GIRARD et al., 1998*

GIRARD et al., 1998a

Adaptado de KUBO, 2007.



Os inibidores de proteinases por serem produtos primarios, se tornam excelentes
candidatos para a engenharia genética da resisténcia de plantas a insetos (BOULTER, 1993).
Genes de inibidores de plantas sdo particularmente promissores, tendo sido primeiramente
demonstrado por HILDER et al. (1987) através da transferéncia de um gene de inibidor de
proteinase de Vigna unguiculata para plantas de fumo, o qual conferiu resisténcia a uma ampla
variedade de insetos, incluindo Lepidépteros como Heliothis e Spodoptera, Coledpteros como
Diabrotica e Anthonomnus, e Ortépteros como Locusta migratoria. Apés esses estudos anteriores
demonstrando sucesso na resisténcia de plantas através da engenharia genética, diversos outros
IPs de plantas t€ém sido estudados. Entretanto, para se obter sucesso com a utilizacdo de IPs é

necessdrio conhecer o perfil digestério do inseto, saber quais tipos enzimaticos estao presentes.

3 - Caracteristicas gerais dos inibidores de proteinases de plantas

As informacdes cientificas sobre a composi¢do quimica de sementes tropicais sdo uteis
para a compreensao de sua fisiologia e obtencdo de novos produtos a partir de reservas estocadas
como as proteinas, que correspondem em média de 20 a 30% do peso seco das sementes de
leguminosas, embora existam exce¢des como as sementes de soja que podem chegar a 40%
(VITALE & BOLLINI, 1995).

Dentre as vérias classes funcionais das proteinas encontradas nas sementes de
leguminosas, destacam-se os inibidores de proteinases. Essas moléculas compreendem de 1 a
15% do contetdo de proteinas totais e sdo consideradas metabdlitos importantes, podendo atuar
no mecanismo de defesa contra insetos e patdgenos, como fonte de aminoacidos sulfurados na
regulacdo de proteinases enddgenas e como sinais de respostas as condi¢cdes ambientais
(CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; BHATTACHARYYA et al., 2006; RAMESHWARAM &
NADIMPALLLI, 2008; WITITSUWANNAKUL et al, 2008; KONAREYV et al., 2008).

Os inibidores proteoliticos sdo proteinas que interagem especifica e reversivelmente com
diferentes enzimas proteoliticas, promovendo sua inibi¢io por meio da competicdo com o
substrato pelo sitio ativo da enzima (RICHARDSON, 1991; LASKOWSKI JR. & QASIM, 2000;
LINGARAJU & GOWDA, 2008). Desta forma, essas proteinas sao classificadas de acordo com a
sua especificidade de interacdo e podem afetar a atividade das serinoproteinases,
cisteinoproteinases, asparticoproteinases e metaloproteinases, que compreendem as grandes
classes de enzimas proteoliticas (RICHARDSON, 1991; TREMACOLDI & PASCHOLATI,
2004).



A massa molecular dos IPs varia entre 6 e 50 kDa e a grande maioria deles apresenta entre
70 e 90 residuos de aminodcidos. Aqueles de massa molecular relativamente alta apresentam-se
na forma polimérica, associados em dimeros ou tetrameros, cujos mondmeros possuem uma
massa molecular de aproximadamente 10 kDa (RICHARDSON, 1991; BLANCO-LABRA et al.,
1995).

Esses inibidores sdo considerados moléculas estdveis, podendo apresentar variacdes de
temperatura e de pH e a protedlise por proteinases diferentes daquelas ndo inibidas por eles. Esta
estabilidade tem sido atribuida em parte as pontes dissulfeto e outras intera¢des nao covalentes

(BELITZ & WEDER, 1990).

4 - Classes de inibidores de proteinases

Atualmente, 10 familias de IPs de plantas sdo reconhecidas com base na estrutura
primdria da proteina (LASKOWSKI & KATO, 1980; RICHARDSON, 1991; DE LEO et al.,
2002). O mais conhecido grupo dos inibidores de enzima de sementes sdo os que afetam as
atividades de serinoproteinases como a tripsina, quimotripsina e subtilisina (RICHARDSON,
1991). Os inibidores de serinoproteinases de plantas sdo agrupados em familias distintas: Kunitz,
Bowman-Birk, batata I e II, abdbora, superfamilia cereal, ragi 1-2 e taumatina-proteinas
relacionadas a patogénese (RICHARDSON, 1991).

Os inibidores de serinoproteinases sdo encontrados no reino vegetal e t€m sido descritos
em vdrias espécies vegetais. O nimero conhecido e parcialmente caracterizado de inibidores €
enorme, representando a classe mais estudada (HAQ et al., 2004). Seus papéis fisioldgicos
incluem a regulacao de proteinases enddgenas durante a dorméncia das sementes, mobilizacdao de
proteinas de reserva e protecdo contra enzimas proteoliticas de parasitas e insetos (HAQ et al.,
2004).

Sementes de leguminosas sdo particularmente ricas em IPs do tipo Kunitz ¢ Bowman
Birk, sendo as duas familias melhores caracterizadas. Essas familias diferem principalmente na
massa molecular, contetido de ligacdes dissulfetos, estrutura tridimensional e estabilidade ao
calor e a agentes desnaturantes (TELES et al., 2004).

Os inibidores tipo Kunitz sdo proteinas de aproximadamente 20 kDa que contém quatro
residuos de cisteina formando duas pontes dissulfeto e possuem 1 tnico sitio reativo (um residuo

de arginina), localizado em uma das al¢as da proteina (RICHARDSON, 1991). Inibidores do tipo



Bowman Birk, por outro lado, possuem massa molecular em torno de 8-10 kDa, com alto teor de
cisteina e 2 sitios reativos (RICHARDSON, 1991).

Inibidores de cisteinoproteinases, denominadas de cistatinas ou fitocistatinas, ¢ a segunda
maior classe de inibidores identificadas e estudadas em plantas. Fontes desses inibidores sdo:
feijao (FERNANDES et al., 1993), batata (WALDRON et al., 1993), repolho (LIM et al., 1996),
cenoura (OJIMA et al., 1997) arroz (ABE et al., 1987), trigo (KURODA et al., 2001), milho
(ABE et al., 1995), soja (MISAKA et al., 1996). Plantas expressando inibidores desse tipo
apresentam excelentes resultados, provavelmente pelo fato de que a maioria dos insetos possui
essas proteinases em seu sistema digestivo (HAQ et al., 2004).

Inibidores de asparticoproteinases sdo relativamente menos estudados, provavelmente,
isso é devido a sua rara ocorréncia. Tubérculos de batata possuem um inibidor de
asparticoproteinase, denominado Catepsina D (MARES et al., 1989; FAN & WU, 2005), que
compartilha considerdvel similaridade na seqiiéncia de aminodcidos com o inibidor de tripsina de
soja SKTI. Catepsina D € o tnico inibidor de asparticoproteinase bem caracterizado de origem
protéica.

Inibidores de metaloproteinases em plantas sdo representados pela familia de inibidores
metalo-carboxipeptidases em tomate (RANCOUR & RYAN, 1968; FAN & WU, 2005) e batata
(GRAHAM & RYAN, 1981; FAN & WU, 2005).

Estudos anteriores sobre o padrao de distribuicao de IPs entre as sementes de arvores de
leguminosas sugerem claramente uma relacdo evolutiva entre IPs e a familia e as subfamilias das

leguminosas (NORIOKA et al., 1988, MACEDO et al., 2000).

5 - Morfofisiologia da digestao de insetos

Os insetos utilizam seu sistema digestivo para extrair nutrientes e outras substancias do
alimento por eles consumido. A maior parte do alimento € ingerido na forma de macromoléculas
e outras substancias complexas, tais como proteinas, polissacarideos, gorduras e dcidos nucléicos,
que precisam ser quebradas por meio de reagdes hidroliticas em moléculas menores, como
aminodcidos, acucares simples, etc), no processo digestivo, antes de serem usadas pelas células
do corpo para obten¢ao de energia, crescimento ou reproducao (MEYER, 2006).

As enzimas digestivas dos insetos s@o as hidrolases, que mostram semelhancas gerais com
enzimas de mamiferos e estdo de acordo com as reagdes que catalisam (APPLEBAUM, 1985;

TERRA & FERREIRA 1994; TERRA et al., 1996a).



A maioria dos estudos sobre os processos digestivos em insetos sugere que eles poderiam
ser agrupados de acordo com o tipo de dieta ingerida. Esta hipdtese é devido a ocorréncia de
diferentes proteinases digestivas no canal alimentar, que dependem principalmente da
composi¢do quimica da dieta ingerida. Conseqiientemente, a adaptacdo ao hdbito alimentar é
mais importante que as caracteristicas filogenéticas, determinando assim os tipos e ndo as
quantidades relativas das enzimas presentes no inseto (TERRA & FERREIRA, 1994).

A Figura 1 ilustra o canal alimentar de um lepidéptero, proposto por TERRA &
FERREIRA (1994). O intestino anterior é constituido pela boca (onde sdo encontradas as
glandulas salivares quando presentes em sua cavidade), faringe, esdfago e o papo. O
proventriculo é um 6rgdo de trituracdo em alguns insetos e, em muitos deles, atua como uma
védlvula que controla a entrada do alimento na por¢do do intestino médio, que € o local principal
da digestao e absorcao de nutrientes.

O intestino médio consiste de um tubo simples (ventriculo) que pode sofrer ramificacdes,
dando origem ao ceco géstrico ou intestinal. Na maioria dos insetos, o intestino médio € revestido
por uma estrutura quitinosa, a membrana peritréfica, que separa o conteido luminal em dois
compartimentos o espago endoperitréfico e o espaco ectoperitréfico. Na regido do esfincter,
separando o intestino médio do posterior, os 6rgidos de excrecdo que se ramificam lateralmente
sdo os tibulos de Malpighi. O intestino posterior inclui o ileo e o reto, envolvidos na absorcao de

dgua e ions, terminando no anus.

Papo Proventriculo Membrana peritrofica
Camara de Orgio Permite a passagem de alimentos
armazenagem triturador decompostos. enzimas ¢ agua

do alimento

Esbfago

Faringe 4

Boca . * - Anus

Ceco gastrico . Espacgo - Tubulos de Malpighi
Processa a digestio final e : ectoperitrofico| | Orgios excretores,

a absor¢ao dos alimentos - . semelhantes aos rins
Intestino anterior... » ... meédio... ’ ... € posterior

Figura 1 - Diagrama geral de intestino de inseto lepidéptero (adaptado de TERRA &
FERREIRA, 1994).



A membrana peritréfica é uma estrutura anatomica em torno do bolo alimentar na maioria
dos insetos, com a notdvel excecdo dos Hemiptera e Thysanoptera, que t€ém no lugar uma
membrana de lipidio (KITAJIMA, 1975; LANE & HARRISON, 1979).

As principais fungdes atribuidas a membrana peritréfica sdo: prote¢do contra danos
mecinicos, uma barreira fisica contra microorganismos, compartimentalizacdo dos eventos
digestivos atuando como uma barreira de seletividade para enzimas digestivas e produtos da
digestdo e no mecanismo de conservagdo enzimdtica (PETERS, 1992; LEHANE, 1997; TERRA,
2001).

Segundo TERRA & FERREIRA (1994), vérios estudos vém sendo realizados na ansia de
determinar os valores de pH nas diferentes regides da estrutura digestiva, confirmando a
correlacdo entre o pH 6timo da enzima e pH do limen de insetos, pois as variacdes de pH afetam
a atividade das enzimas digestivas.

Enquanto a maioria dos lepidopteros e insetos dipteros possui intestino médio alcalino e
uso de serino proteinases para degradar proteinas do alimento, muitos insetos coledpteros t€m
intestino médio ligeiramente dcido e utilizam proteinases digestivas como sua principal enzima
(MURDOCK et al., 1987; TERRA & FERREIRA, 1994).

A compartimentalizacdo das enzimas € outra propriedade importante. Aquelas envolvidas
na digestao inicial sdo encontradas no espaco endoperitréfico, o qual € envolvido pela membrana
peritréfica (TERRA & FERREIRA, 1994). Portanto, a integridade desta membrana quando
afetada pode interferir no processo de digestdo e absorcdo de nutrientes e, conseqiientemente,
causar danos no desenvolvimento do inseto (SHEWRY & LUCAS, 1997; HABIBI et al., 2000;
PAES et al., 2000).

5.1 - Enzimas digestivas de insetos

Proteinases digestivas de insetos podem ser classificadas como serinoproteinases,
cisteinoproteinases, asparticoproteinases e metaloproteinases (TERRA & FERREIRA, 1994).
Elas catalisam a liberag@o de peptideos e aminoécidos das proteinas da dieta alimentar de insetos,
para satisfazer suas necessidades nutricionais e sdo classificadas de acordo com seu mecanismo
de catdlise e o aminodcido presente no centro ativo: (1) Serinoproteinase, com uma serina e
histidina; (2) Cisteinoproteinase, com uma cisteina; (3) Asparticoproteinase, com o aspartato, e
(4) Metaloproteinase, com um fon metdlico (Zn**, Ca®* ou Mn**) (NEURATH, 1984;
LAWRENCE & KOUNDAL, 2002).
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As duas principais classes de proteinases no aparelho digestivo de insetos fitéfagos sdo as
serinoproteinases e cisteinoproteinases (MURDOCK et al., 1987). Muitos lepidopteros t€m as
serinoproteinases como principais enzimas digestivas, enquanto que em espécies de coledpteros
ttm uma ampla variedade de proteinases dominante no intestino (BOULTER, 1993,
CHRISTELLER et al., PURCELL et al., 1992).

Dentre as serinoproteinases, destacam-se as tripsinas e quimotripsinas, que sao
importantes enzimas digestivas presentes praticamente em todos o0s organismos Vivos
(GEOFFROY et al., 1990). Para os insetos, elas sdo responsdveis por cerca de 95% da protedlise
(JOHNSTON, 1995).

As enzimas do tipo tripsina clivam cadeias protéicas, preferencialmente, na regido
carboxi-terminal de aminodcidos bdsicos como lisina ou arginina. Essas enzimas foram
caracterizadas em diversas ordens de insetos de interesse econdmico como Coleoptera, Diptera,
Lepidoptera, Hymenoptera, Orthoptera e Thysanura (TERRA & FERREIRA, 1994).

As quimotripsinas sdo enzimas que clivam cadeias protéicas, preferencialmente, em
aminodcidos aromadticos, na regido carboxi-terminal. As quimotripsinas, assim como as tripsinas,
apresentam uma taxa similar de distribuicdo entre os insetos. Também apresentam algumas
similaridades com as quimotripsinas dos vertebrados (WARD, 1975; JANY et al., 1978 e 1983).

A especificidade das tripsinas de insetos contrasta, em algumas caracteristicas, com
aquelas dos vertebrados (LEMOS & TERRA, 1992; JOHNSTON et al., 1995). As tripsinas dos
insetos ndo necessitam da presenca de fons cdlcio para serem ativadas ou estabilizadas, ao
contrario dos vertebrados. PURCELL et al.(1992) destacaram que as tripsinas dos insetos sdo

sensiveis aos inibidores, enquanto as tripsinas dos vertebrados apresentam menos sensibilidade.

6 - Adaptacoes dos insetos aos inibidores de proteinases

Virios trabalhos tém demonstrado a utiliza¢do de inibidores de proteinases como uma
estratégia eficiente no controle de pragas (DUAN et al., 1996; GATEHOUSE et al., 1997,
HILDER et al., 1987; MACEDO et al., 2004; FAN & WU, 2005; PILON et al., 2006).
Entretanto, até o presente momento foram identificados trés mecanismos capazes de proporcionar
a aclimatacao dos insetos aos inibidores de suas plantas hospedeiras.

O primeiro mecanismo consiste em um aumento da expressio da enzima inibida.
BROADWAY & DUFFEY (1986) mostraram que ndo hé reducdo da atividade proteolitica das

enzimas digestivas de Spodoptera exigua e Heliothis zea, o que ocorre € a superproducdo da
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enzima sensivel ao inibidor de proteinase. Resultados semelhantes foram obtidos por
MCMANUS & BURGESS (1995) e BROADWAY (1997).

O segundo mecanismo utilizado pelos insetos é baseado na sintese e/ou secrecdo de
proteinases menos sensiveis ao inibidor. BOLTER & JONGSMA (1995) observaram que
Leptinotarsa decemlineata, quando criada em dieta a base de plantas de batata, apresentaram
aumento de uma atividade triptica insensivel ao inibidor de cerca de duas vezes quando
comparadas aos insetos controle.

O terceiro mecanismo adaptativo consiste na inativacdo de inibidores das plantas pelas
proprias proteinases presentes no limen intestinal dos insetos. GIRI ef al. (1998) observaram que
Helicoverpa armigera, além de ser capaz de produzir enzimas insensiveis ao inibidor, sintetizou
proteinases capazes de degradar os inibidores de sementes de Cicer arietinum. O mesmo
mecanismo foi encontrado por GIRARD et al.(1998) no trato digestivo de Phaedon cochleariae.

Considerando essas respostas dos insetos, a eficicia de um inibidor contra um
determinado inseto esté relacionada ao seu nivel de expressdo na planta, sua atividade em relacao
as proteinases do inseto e a capacidade do inseto alvo em superar suas ingestdes (DE LEO et al.,
2001). Apesar dos inibidores ndo apresentarem a mesma eficiéncia para todos os insetos,
BALDWIN & PRESTON (1999) propuseram que os inibidores sdo eficientes e participam da
defesa direta das plantas, mas sua eficiéncia depende de um conjunto de fatores abidticos e de
outros componentes de defesa secundérios (producio de metabdlitos). Na natureza, esse conjunto

de fatores completaria a tolerancia das plantas aos insetos.

7 - Biotecnologia vegetal

Para limitar os efeitos nocivos das moléculas sintéticas sobre o ambiente e a saude
humana, a engenharia genética de plantas tem sido proposta como uma das alternativas para criar
plantas resistentes a insetos. Numerosas plantas transgénicas, expressando proteinas inseticidas
de diversas origens, foram assim concebidas (GATEHOUSE & GATEHOUSE, 1998; JOUANIN
et al., 1998; CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; RANJEKAR et al., 2003).

Entre as proteinas que exibem efeitos inseticidas provenientes de plantas, inibidores de
proteinases surgiram como uma estratégia interessante para o controle de pragas de insetos
(REECK et al., 1997, LAWRENCE E KOUNDAL, 2002). Varios inibidores de serino e
cisteinoproteinases pertencentes a diferentes familias foram expressos em plantas transgénicas

para melhorar a sua resisténcia contra lepidépteros (HILDER et al., 1987; DE LEO et al., 2001;
12



FALCO E SILVA-FILHO, 2003) e coledpteros (LECARDONNEL et al., 1999; ALFONSO-
RUBI et al., 2003).

Outra alternativa sdo as toxinas inseticidas produzidas em plantas transgénicas pela
bactéria do solo Bacillus thuringiensis (Bt). Cepas de Bt mostram diferentes especificidades na
atividade inseticida contra pragas e constituem um grande reservatdrio de genes que codificam
proteinas inseticidas (BRAVO et al., 2007). No entanto, nem todas as pragas sdo devidamente
afetadas pelas toxinas Bt utilizadas no presente e, ainda, hd uma necessidade de desenvolver
solugdes para problemas especificos, como a resisténcia a pragas sugadoras de seiva e pragas de
produtos armazenados.

Os estudos dos efeitos de inibidores de proteinases adicionados a dietas de insetos
comecgaram nos anos de 1950, quando LIPKE et al. (1954) reportaram que uma fragcao protéica de
soja inibia o crescimento e a atividade proteolitica in vitro de Tribolium confusum. RAMOS et al.
(2008), quando alimentaram Anagasta kuehniella com dieta artificial contendo 0,7% do inibidor
presente em sementes de Plathymenia foliolosa, observaram uma reducdo significativa na
sobrevivéncia e no peso larval. MACEDO er al. (2003) mostraram que quando larvas de
Anagasta kuehniella se alimentam de dietas artificiais contendo uma concentracdo de 1,6% de
inibidor de tripsina de sementes de Peltophorum dubium, ocorreu uma reducio de 66% do peso e
de 56% na sobrevivéncia deste inseto.

Em 1987, HILDER e colaboradores obtiveram a primeira planta transgénica que
expressava um gene de inibidor de proteinase. Eles construiram plantas de tabaco contendo o
gene que codifica para o inibidor de proteinase serinica de feijao-de-corda (Vigna unguiculata).
Essas plantas que sdo susceptiveis ao inseto Heliothis virescens adquiriram altos niveis de
resisténcia a0 mesmo. Em estudos subsequentes, plantas resistentes foram obtidas contra os
insetos Lacanobia oleracea e Otiorhynchus sulcatu. (GATEHOUSE & GATEHOUSE, 1998).
Desde entdo, muitas outras plantas de interesse comercial foram transformadas com genes de
inibidores de proteinases.

Ervilhas transgénicas expressando o inibidor de o-amilase a-All foram altamente
resistentes as pragas C. maculatus e C. chinensis (SHADE et al., 1994) e Bruchus pisorum
(Coleoptera: Bruchidae) (SCHROEDER et al., 1995). Utilizando esse mesmo inibidor,
ISHIMOTO et al. (1996) obtiveram feijoes azuki resistentes a C. chinensis. DUAN et al. (1996)
demonstraram que arroz transgénico, expressando o inibidor de proteinase II da batata, foi mais

resistente a praga Sesamia inferens (Lepidoptera: Noctuidae) que o arroz ndo transgénico. Cana-

13



de-agucar transgénica, contendo os inibidores de proteinase da soja (Kunitz; Bowman-Birk), foi
resistente a praga Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Pyralidae).

Neste contexto, o uso extensivo de inibidores de proteinases naturais pode tornar-se
potencialmente um caminho promissor para aumentar a produgao de proteinas recombinantes em

sistemas de expressao de plantas.
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II - OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar o efeito do inibidor do tipo Kunitz de
sementes de Adenanthera pavonina (ApTI) sobre o desenvolvimento de Anagasta kuehniella e

Anticarsia gemmatalis. Assim, pretende-se:
v Incorporar a proteina (ApTI) isolada de sementes de A. pavonina em dietas artificiais e

fornecé-las a A. kuehniella e A. gemmatalis como fonte de alimentagao;

v Verificar os efeitos de ApTI no peso, sobrevivéncia e parametros nutricionais de larvas de

4° instar de A. kuehniella e A. gemmatalis;

v Avaliar a ocorréncia de alteragdes no perfil enzimatico digestorio de A. kuehniella e A.
gemmatalis;
v Avaliar os estagios de desenvolvimento de A. kuehniella, analisando a viabilidade larval e

pupal, bem como a duragdo da fase larval, pupal e adulta das larvas;
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IIT - MATERIAL

1 - Espécie vegetal

Sementes de Adenanthera pavonina (Mimosaceae), coletadas na cidade de Trés Lagoas,
Estado de Mato Grosso do Sul, foram utilizadas para extracdo do inibidor ApTI (MACEDO et
al., 2004). Essa espécie vegetal é encontrada naturalmente na India, porém foi introduzida em
alguns paises como: Porto Rico, Cuba, Jamaica, Venezuela, Costa Rica, Honduras, Estados
Unidos e Brasil. Vulgarmente conhecida como Carolina, € uma planta decidua que alcanga 6 - 15
metros de comprimento e 45 centimetros de didmetro. E uma planta geralmente ereta, de cor
marrom escuro e coroa espalhada. Suas flores sdo pequenas, de cor amarela com pontos marrom
e perfumada. Cada flor possui forma de estrela com cinco pétalas. Suas sementes sdo duras de cor
vermelha brilhante e geralmente usada como ornamento decorativo, historicamente a semente foi
usada como medida de peso para joias devido a sua pequena variacao de peso (BURKILL, 1966)
(Figura 2).

A madeira € durével, sendo util para construir armdarios e produzir materiais decorativos
(BENTHALL, 1946).

A. pavonina é da familia das Leguminosas, plantas reconhecidas na literatura por
possuirem uma grande quantidade de inibidores, sendo a maioria dos inibidores da familia Kunitz

(RICHARDSON et al.,1991).
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Figura 2 - Adenanthera pavonina (Carolina): (a) drvore, (b) frutos, (c) vagem e

sementes e (d) sementes (Fotos de LORENZI, H. & KUBO, C.E.G).
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2 - Insetos (Anticarsia gemmatalis e Anagasta kuehniella)

Ovos de Anticarsia gemmatalis Hiiebner (Lepidoptera: Noctuidae) foram fornecidos pelo
setor de Biologia do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — (ESALQ), da Universidade de Sao Paulo (USP). Os
ovos de Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera Pyralidae) foram fornecidos pelo laboratério de
purificacdo de proteinas e suas funcdes biolégicas (LPPFB), do Departamento de Tecnologia de
Alimentos e Saude Publica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFEMS).

A lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Figura 3) é uma espécie de clima tropical e
subtropical e ocorre desde o sul dos EUA até a Argentina (KING & SAUNDERS, 1985).
Considerada a principal praga desfolhadora da soja nesses paises, esta pode ocasionar redugdes
significativas na produgdo brasileira, com infestacdes desde Goids e Mato Grosso até o Rio
Grande do Sul (PAZZINE, 1990, PAZZINE; CORREA-FERREIRA, 1997). O adulto de A.
gemmatalis € uma mariposa de colora¢do cinza, marrom ou bege e, na maioria das vezes,
apresenta uma linha transversal na parte superior das asas. Os ovos sdo depositados isoladamente
e com maior concentracdo no terco médio e inferior das plantas; o periodo embriondrio é de
aproximadamente, trés dias e cada fémea tem capacidade de colocar at¢é 1000 ovos (BUENO,
2008). A fase larval tem duracdo de 12 a 15 dias e as lagartas em altas infestagdes podem causar
danos de até 100% na drea foliar consumida. A lagarta apresenta coloracdo esverdeada, com 5
estrias longitudinais brancas sobre o dorso (GALLO et al., 2002). Em condi¢Oes de alta
populacdo, ou escassez de alimento, a lagarta torna-se escura, mantendo as estrias brancas. Ao
final da fase larval, a lagarta cessa a alimentacdo e passa a fase de pré-pupa que pode variar de
um a dois dias. A lagarta pupa no solo, numa profundidade de até 2 cm, e apresenta coloragcdo
marrom escura e brilhante. A fase de pupa apresenta duracido de nove a dez dias em temperatura

de 25°C e, ap06s esse periodo, ocorre a emergéncia das mariposas (BUENO, 2008).
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Figura 3 - Anticarsia gemmatalis: (a) larva e (b) inseto adulto (Clemson University - USDA

Cooperative Extension Slide Series, Bugwood.org).

Entre as diversas familias pertencentes a ordem Lepidoptera que causam danos a
agricultura uma delas é a Pyralidae, muito numerosa e de distribuicio mundial. Seus integrantes
sdo bastante pequenos e se comportam de maneira muito diversa, com grande capacidade
adaptativa a diferentes ambientes. Dentre as diversas espécies, a A. kuehniella (Figura 4),
conhecida como traca-da-farinha destaca-se como um dos principais predadores de produtos
armazenados, tais como milho, trigo, arroz e amendoim (GALLO et al., 2002).

Dependendo da temperatura e umidade, uma Unica fémea pode estabelecer quase 600
ovos (COELHO et al., 2007). A espécie requer ambiente fechado e de alta temperatura ao longo
do ano para obter pleno desenvolvimento. Possui envergadura de asas de 20 a 25 mm e quando
larvas chegam a medir 15 a 20 mm. As larvas apresentam coloracio branca, as vezes rosada, com
a parte posterior da cabeca marrom. A pupa mede em torno de 9 mm em forma de fuso, também
de cor marrom, alojando-se num casulo. A temperatura favordvel é de 26 °C e a temperatura
limite para o desenvolvimento deste inseto é de 35 °C. Ja a umidade relativa ideal € de 70%. O
ciclo de vida total dura em torno de 3 a 4 meses. As larvas movem-se rapidamente, alimentando-

se e lancando fios de seda, formando teias (GALLO et al., 2002).
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Figura 4 - Anagasta kuehniella: inseto adulto (http//: megabio.com.br/ img/anagasta.gif).

IV - METODOS

1 - Extracao e purificacio do inibidor de Adenanthera pavonina (ApTI)

O inibidor de A. pavonina (ApTI) é um inibidor do tipo Kunitz que inibe de forma
competitiva enzimas do tipo tripsina, quimotripsina e papaina e apresenta massa molecular
relativa de 19 kDa (MACEDO et al., 2009). ApTI foi isolado através de métodos cléssicos de
purificacdo de proteinas, cromatografia de exclusdo molecular, cromatografia de troca ibnica e
cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose - tripsina, segundo o método de
RICHARDSON et al. (1986) com modificacoes (MACEDO et al., 2004, 2009), descritas a

seguir:

1.1 - Obtencao do extrato bruto

Sementes de A. pavonina sem tegumento foram moidas e peneiradas para se obter uma
farinha de fina granulagdo, a qual foi submetida a delipidagdo com hexano. Cerca de 100 g de
farinha delipidada foram agitadas com 1 litro de tampao fosfato de sédio monobasico 0,1M, pH
7,6, por 2 horas, e, em seguida centrifugada por 30 minutos a 10.000 x g. O sobrenadante foi
submetido a precipitacdo com sulfato de amoénio correspondendo a 0-40, 40-60, e 60-80% de
saturacao por 12 horas. Em seguida o material foi homogeneizado e centrifugado sob as mesmas

condi¢des. As trés fracdes foram dissolvidas em dgua destilada, dialisadas e liofilizadas, obtendo-
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se o chamado extrato bruto (EB), o qual foi armazenado a -20 °C para uso posterior. A fracao
correspondente a 40 - 60% de saturagdo com sulfato de amonio (precipitado II ou pico II) foi

selecionada para o passo de purificacio posterior.

1.2 - Cromatografia de exclusao molecular em coluna de Sephadex G-75

Amostras de 300 mg da fracdo 40-60% foram aplicadas em Sephadex G-75 (2,0 x 50 cm),
equilibrada com tampao fosfato de s6dio monobasico 0,1 M contendo NaCl 0,1 M, pH 7.6.
Foram coletadas fragdes de 3,0 ml em fluxo de 40 ml/h, efetuando-se a leitura das mesmas em

espectrofotometro a 280 nm. Em seguida, foi realizado o ensaio antitriptico de acordo com

ERLANGER et al. (1961).

1.3 - Cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-Sepharose

O pico com atividade antitriptica detectado no Pico II da Sephadex G-75, apds ser
dialisado e liofilizado, foi aplicado em coluna de troca idnica DEAE-Sepharose (2,5 x 20 cm),
equilibrada previamente com tampao Tris/HC1 0,05 M, pH 8,0. Utilizando-se um gradiente salino
(NaCl de 0 — 1 M) ocorreu a eluicdo, na qual fracdes de 3,0 mL foram coletadas em fluxo de 40
ml/h. O perfil cromatogréfico foi determinado utilizando-se um comprimento de onda de 280 nm.
A atividade antitriptica foi detectada no primeiro pico cromatografico, denominado P1, o qual foi

utilizado no passo posterior apds didlise e liofilizacao.

1.4 - Cromatografia de afinidade em Sepharose - Tripsina.

A fracdo P1, proveniente do passo de purificacdo anterior, foi aplicada em coluna de
Sepharose ativada com brometo de cianogénio e acoplada a enzima tripsina, de acordo com as
recomendacdes do fabricante (GE). Esta resina foi equilibrada com tampao fosfato de potdssio
0,2 M com NaCl 0,1 M, pH 7,6 e colocada em coluna de vidro (2 x 5 cm). Foram coletadas
fracdes de 3,0 ml/tubo, até que a absorbancia permanecesse préximo de zero. Subsequentemente,
o material retido foi eluido com HCI 0,1M em fluxo de 40 ml/hora, o qual se referia ao inibidor
(ApTI) que foi detectado através de ensaios de atividade antitriptica, segundo a metodologia

citada anteriormente.
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2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) na presenca de SDS foi realizada conforme
descrito por LAEMMLI (1970). As proteinas usadas como marcadores de massa molecular foram
fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase carbonica
(30 kDa), inibidor da tripsina de soja (20 kDa), e a-lactalbumina (14 kDa). As proteinas foram

detectadas pela coloracdo com 0,1% Coomassie azul brilhante R-250.

3 - Quantificacio de proteina

As concentragOes de proteinas soluveis foram determinadas pelo método de BRADFORD

(1976), utilizando-se albumina bovina como padrio.

4 - Preparacao dos intestinos médio — Ensaio in vitro

Proteinases foram obtidas a partir do intestino médio de larvas de 4° instar de acordo com
Macedo et al. (1995). As larvas de 4° instar foram imobilizadas em gelo e o intestino médio,
juntamente com o seu contetdo, removidos e armazenados em NaCl 0, 15M e congelado a -20°
C. Os intestinos das larvas de Corcyra cephalonica, Diatraea saccharalis, Aticarsia gemmatalis,
Sitotroga cerealella, Spodoptera frugiperda e Anagasta kuehniella foram homogeneizados em
NaCl 0,15 M, centrifugados a 6.000 x g por 5 minutos a 4° C, e os sobrenadantes foram
armazenados para uso posterior nos ensaios bioquimicos como fonte das enzimas para os ensaios

enzimaticos .

5 - Bioensaio - Ensaio in vivo

Para as larvas neonatas de A. gemmatalis e A. kuehniella foram oferecidas dietas artificiais
segundo a metodologia de PARRA (1996). Na preparacdo das dietas foi utilizado, uma
concentracdo do inibidor ApTI 0,5% para larvas de A. gemmatalis e 0,25 - 1% para larvas de A.
kuenhiella. Dietas isentas do inibidor foram usadas como tratamentos controle.

A. gemmatalis foi mantida em tubos de vidro de fundo chato, de 2,5 cm de diametro x 8,5
cm de altura, fechados com algoddo hidréfugo e mantidos a 25 + 2 °C, UR 60 + 10%. Cada

tratamento foi composto por 10 repeti¢des, contendo 3 lagartas neonatas (n = 30).
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Os insetos A. kuehniella foram mantidos em uma sala de criagdo a temperatura de 28 +
1°C, umidade relativa de 65 - 75% e fotofase de 14 horas. Cada tratamento foi composto por 15

repeticoes, contendo 5 lagartas neonatas (n = 75).

Figura S - Dieta artificial segundo a metodologia de PARRA (1996).

6 - Efeito de ApTI na sobrevivéncia, peso e parametros nutricionais de larvas de 4° instar

de A. gemmatalis e A. kuehniella

Ao atingirem o 4° instar de desenvolvimento, os parametros de sobrevivéncia e peso
médio das larvas foram determinados. Em rela¢do aos indices nutricionais, quatro parametros
foram analisados: Eficiéncia de Conversdo do alimento Ingerido (ECI), Eficiéncia de Conversao
do alimento Digerido (ECD), Custo Metabdlico (CM) e Digestibilidade Aproximada (AD), todos
se referem ao consumo e utilizagdo do alimento, e foram calculados de acordo com PANIZZI &

PARRA (1991), como se segue:

ECI - estima a percentagem do alimento ingerido que foi transformado em biomassa.

ECI = B x 100
I

ECD — estima a percentagem do alimento digerido convertido em biomassa.

ECD = B x 100

I-F
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CM - € o inverso do ECD, representa a percentagem do alimento metabolizado em energia para
manutencdo dos processos vitais.

CM =100 - ECD

AD — representa a percentagem do alimento ingerido que € efetivamente assimilado pelo inseto.

E uma aproximacio da tomada real de nutrientes através das paredes do intestino.
AD = I-F x 100
I
Onde,
B = peso médio das larvas
I = alimento consumido
F = alimento ndo digerido + produtos de excrecao

I-F = alimento assimilado
7 - Efeito de ApTI no desenvolvimento de A. kuehniella

Dietas contendo ApTI 0,25 - 1%, bem como dietas sem a presenca do inibidor (dieta
controle), foram utilizadas e os seguintes parametros avaliados: (1) Duracdo da fase larval, (2)
Duracdo da fase pupal, (3) Emergéncia, (4) Sobrevivéncia durante o estagio adulto e (5)Tempo
de eclosdo dos ovos a formagdo de adultos. Para os cdlculos, foi utilizado o indice de HOWE

(1971).

8 - Obtencao das enzimas do fluido intestinal das larvas de A. gemmatalis e A. kuehniella

As larvas de 4° instar foram imobilizadas em gelo e dissecadas em NaCl 0,15 M. Os
intestinos médio (Figura 6) foram removidos das larvas com a utilizacio de pingas,
homogeneizados e centrifugados a 18.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C. Os sobrenadantes obtidos
(IM) foram imediatamente utilizados como fonte das enzimas e, quando necessario, armazenados

a-20°C.
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Figura 6 - Dissecagdo do intestino médio das larvas 4° instar de A. gemmatalis.

9 - Preparacao das fezes

As fezes das larvas de 4° instar de A. gemmatalis e A. kuehniella, alimentadas em dieta
controle e dieta contendo ApTI 0,5% e 1%, respectivamente, apds a separagdo, foram estocadas a
— 20 °C. Para utilizagc@o nos ensaios, foram homogeneizadas em tampao Tris 0,1 M, pH 8,0, e
centrifugadas a 17.000 x g por 10 minutos, a 4 °C. Os sobrenadantes foram imediatamente

utilizados nos ensaios bioquimicos como fonte de enzimas.

10 - Determinacao da atividade enzimatica do tipo tripsina

A atividade de enzimas do tipo tripsina foi determinada pela hidrélise do substrato
especifico BApNA (N-a Benzoyl-D-L-Arginine p-Nitroanilide).

Para A. gemmatalis, intestino médio e fezes (4 pg de proteina) das larvas alimentadas em
dieta controle e dieta contendo ApTI 0,5% foram incubados por 10 minutos em tampao Tris 0,1
M, pH 8,0 e, em seguida, adicionados 10mM de substrato. O tempo de ensaio foi de 20 minutos a
37°C e as absorbancias foram lidas a intervalos de 5 minutos. Para este ensaio, foram realizados
8 replicatas e a reagdo lida a 410 nm em um VERSA Max microplate reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). A atividade enzimdtica foi determinada em nmol BApNA
hidrolisado/minuto/pg proteina.

Para A. kuehniella, intestino médio e fezes (5 pg de proteina) das larvas alimentadas em
dieta controle e dieta contendo ApTI 1% foram incubados com tampao Tris 0,1 M, pH 8,0 por 10
minutos antes da adicdo de 1 mM do substrato BApNA. Apds a adi¢do do substrato, a reagdo
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ocorreu por 20 minutos a 37 °C e, posteriormente, foi parada com a adicao de acido acético (30%,
v/v). A absorbancia resultante foi determinada a 410 nm e a atividade enzimatica determinada em
nmol BApNA hidrolisado/minuto/ug proteina. Esse experimento foi realizado em triplicatas com

seus apropriados brancos.

11 - Avaliacao de inibicao das proteinases larvais apods a ingestao de ApTI

O efeito de ApTI sobre a atividade enzimética dos extratos de intestino médio das larvas
foi determinado para verificar a sensibilidade das larvas ao inibidor apds contato com o mesmo
nas dietas artificiais e dessa forma inferir se houve uma aclimatacdo dos insetos. Para A.
gemmatalis, esse ensaio foi realizado utilizando-se tampao Tris 0,1 M pH 8,0, enzimas totais do
intestino médio — IM (4 ng) e ApTI (1,4 - 9,8 ng). Apos o periodo de incubac¢io por 10 minutos,
adicionou-se 10 mM de BApNA. A reagdo ocorreu por 20 minutos a 37 °C e o produto da
hidrdlise lido a 410 nm em um VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA). A atividade enzimatica foi determinada em nmol BApNA hidrolisado/minuto/pug proteina.
Esse experimento foi realizado em triplicatas com seus apropriados brancos.

Para A. kuehniella, o ensaio foi realizado com tampao Tris 0,1 M, pH 8,0, enzimas totais
do intestino médio (Sug) e ApTI (1 — 4 pg). Apds o periodo de incubacdo por 10 minutos,
adicionou-se BApNA a ImM. A reacdo ocorreu a 37 °C por 20 minutos. O ensaio foi
posteriormente interrompido com a adi¢do de acido acético (30%, v/v). A absorbancia resultante
foi determinada a 410 nm e a atividade enzimatica determinada em nmol BApNA
hidrolisado/minuto/pg proteina. Esse experimento foi realizado em triplicatas com seus

apropriados brancos.

12 - Analise eletroforética das enzimas das larvas de A. gemmatalis e A. kuehniella

Eletroforese em SDS — PAGE (10%) contendo gelatina 0,1% foi realizada para analise da
atividade enzimatica do intestino médio (IM) e fezes das larvas de 4° instar alimentadas em dieta
artificial controle e dieta artificial contendo ApTI 0,5% (A. gemmatalis) e 1 % (A. kuehniella).

Para analisar a atividade das enzimas do tipo tripsina, amostras de IM e fezes de A.
gemmatalis (4 pg proteina) e de A. kuehniella (5 pg proteina), contendo 10 pl de tampao Tris

0,05 M pH 8,0, foram incubados por 30 minutos a 37 °C. Para analisar a atividade das enzimas do
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tipo tripsina, amostras foram incubadas com um inibidor especifico — TLCK (10 ug) (N-o-tosyl-
L-lysine choromethyl ketone) nas mesmas condi¢des descritas acima. A corrida ocorreu a 5 °C, e
em seguida, o gel foi lavado com solucdo 2,5 % de Triton X-100, por 30 minutos, sob agitacdo
constante para remover o SDS. Posteriormente, o gel foi incubado em tampao Tris 0,05 M, pH

8,0, por 2 horas, para atividade enzimadtica. Para a coloracao foi utilizado Comassie Brilliant Blue

R-250.

13 - Analise estatistica

Os dados obtidos com as diferentes etapas do bioensaio, assim como nos ensaios

bioquimicos, foram submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (ANOVA).
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V - RESULTADOS

1 - Purificacao do inibidor ApTI de sementes de A. pavonina

O inibidor de tripsina (ApTI) foi purificado por extragcdo em tampdo fosfato de sodio
monobdsico 0,IM, pH 7,6, cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G- 75, troca
ionica em DEAE-Sepharose e de afinidade em Sepharose-Tripsina. A Figura 7 ilustra o resultado
da eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) na presenca de SDS, mostrando que ApTI

possui uma dnica cadeia polipeptidica com massa molecular relativa de 19 kDa.

kDa

67
43

30

2 -

14
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Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) na presenca de SDS. (1) Marcadores de

massa molecular; (2) inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina (ApTI).
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2 - Eficiéncia in vitro de ApTI

Esses resultados mostram a poténcia in vitro do ApTI (1 pug) contra a atividade triptica do
intestino médio de larvas de seis diferentes espécies de lepidopteros. As andlises iniciais
indicaram que os niveis relativos de atividade triptica variaram nas seis espécies de lepidopteros
quando comparados entre si. A atividade triptica de S. cerealella foi relativamente pouco afetada
pelo ApTI, enquanto que as enzimas de A. kuehniella, A. gemmatalis, C. cephalonica, S.

frugiperda e D. saccharalis foram fortemente inibidas pelo ApTI.

Tabela 2 - Atividade in vitro das enzimas do tipo tripsina do intestino médio de larvas de

lepiddpteros, relacionada com a habilidade de inibicao do ApTI.

nM substrato hidrolizado/min

Insetos Tripsina % T1
Spodoptera frugiperda 6.64 91.5
Anagasta kuehniella 5.34 79.4
Diatraea saccharalis 5.84 78.5
Anticarsia gemmatalis 5.09 72.3
Corcyra cephalonica 5.55 60.3
Sitotroga cereallela 6.83 8.0

% TI indica a porcentagem de tripsina inibida por ApTI.
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3 - Efeito de ApTI na sobrevivéncia das larvas de 4° instar de A. gemmatalis e A.

kuehniella

As larvas de 4° instar de A. gemmatalis alimentadas com dietas artificiais contendo ApTI
(0,5%) apresentaram diferencas significativas na sobrevivéncia em relacdo ao grupo controle. A
taxa de sobrevivéncia das larvas que se desenvolveram em dietas sem inibidor foi de
aproximadamente 100 %, enquanto aquelas alimentadas com dieta contendo ApTI obtiveram

uma taxa de mortalidade em torno de 31% (Figura 8).
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Figura 8 - Sobrevivéncia das larvas de 4°instar de A. gemmatalis alimentadas com dieta controle
e dieta artificial contendo ApTI 0,5%. Cada valor representa a média £ SD (n = 30). Letras

diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05) dos valores quando comparados entre si.
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Em relacdo a sobrevivéncia larval de A. kuehniella, foram observados diferencas
significativas na sobrevivéncia das larvas de 4° instar alimentadas com dieta artificial contendo
ApTI. A taxa de sobrevivéncia das larvas alimentadas em dieta controle foi de aproximadamente

90%, enquanto que dieta contendo 1% de ApTI causou 50% de mortalidade (Figura 9).
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Figura 9 - Sobrevivéncia das larvas de 4° instar de A. kuehniella alimentadas com dieta controle
e dieta artificial contendo ApTI 0,25 - 1%. Cada valor representa a média + SD de (n = 75).
Letras diferentes indicam diferencgas significativas (P < 0,05) dos valores quando comparados

entre si.
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4 - Efeito de ApTI no peso das larvas de 4° instar de A. gemmatalis e A. kuehniella

Em relacio ao peso médio das larvas de 4° instar foram observadas alteracdes
significativas nos dois insetos.

As larvas de A. gemmatalis alimentadas em dieta contendo ApTI 0,5% sofreu uma
reducdo de aproximadamente 22% no peso médio em relagdo as larvas alimentadas com dieta

sem o inibidor (Figura 10).
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Figura 10 - Peso médio das larvas de 4° instar de A. gemmatalis alimentadas com dieta controle e
dieta artificial contendo ApTI 0,5%. Cada valor representa a média + SD (n = 30). Letras

diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05%) dos valores quando comparados entre si.

32



As larvas de A. kuehniella alimentadas com dieta contendo ApTI 1% sofreram uma
reducdo de aproximadamente 50% no peso médio em relagdo as larvas alimentadas com dieta

sem o inibidor (Figura 11).
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Figura 11 - Peso médio das larvas de 4° instar de A. kueniella alimentadas com dieta controle e
dieta artificial contendo ApTI 0,25 - 1%. Cada valor representa a média + SD (n = 75). Letras

diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05%) dos valores quando comparados entre si.
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Anticarsia gemmatalis

Anagasta kuehniella

Figura 12 - Foto ilustrando o efeito do ApTI no peso das larvas de 4° instar. (A) Larva de A.
gemmatalis alimentada com dieta controle; (B) Larva alimentada com dieta contendo ApTI 0,5%;

(C) Larva de A. kueniella alimentada com dieta controle e (D) Larva alimentada com dieta

contendo ApTI 1%.

34



5 - Analise do consumo de alimento
A adicdo de ApTI 0,5% na dieta de larvas de A. gemmatalis apresentou uma redugdo de

17% no consumo do alimento (Figura 13) e a excrec¢do de fezes sofreu uma diminui¢do de 40%

quando comparado ao alimentado com dieta controle (Figura 14).
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Figura 13 - Quantidade de dieta consumida pelas larvas de 4° instar de A. gemmatalis
alimentadas com dieta controle e dieta artificial contendo ApTI 0,5%. Cada valor representa a
média £ SD (n = 30). Letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05%) dos valores

quando comparados entre si.
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Figura 14 - Quantidade de fezes excretadas pelas larvas de 4° instar de A. gemmatalis
alimentadas com dieta controle e dieta artificial contendo ApTI 0,5%. Cada valor representa a
média £ SD (n = 30). Letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05%) dos valores

quando comparados entre si.
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As Figuras 15 e 16 mostram os efeitos de ApTI no consumo da dieta e na quantidade de
fezes excretadas pelas larvas de A. kuehniella. Apesar de ApTl ndo ter causado efeito
significativo no consumo da dieta (Figura 15), a excrecdo de fezes por larva sofreu uma
diminui¢ao de 50% quando comparada a aquele das larvas alimentadas com dieta controle

(Figura 16).
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Figura 15 - Quantidade de dieta consumida pelas larvas de 4° instar de A. kuenhiella alimentadas
com dieta controle e dieta artificial contendo ApTI 1%. Cada valor representa a média + SD (n =
75). Letras iguais indicam que nao houve diferenca significativa (P > 0,05) dos valores quando

comparados entre si.
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Figura 16 - Quantidade de fezes excretadas pelas larvas de 4° instar de A. kuenhiella
alimentadas com dieta controle e dieta artificial contendo ApTI 1%. Cada valor representa a
média £ SD (n = 75). Letras diferentes indicam diferencas significativas (P < 0,05%) dos

valores quando comparados entre si.

38



6 - Parametros nutricionais

Os indices nutricionais (Tabela 3) mostram que as larvas de A. gemmatalis, alimentadas
com ApTI 0,5%, e as larvas de A. kuehniella, alimentadas com 1% de ApTI, sofreram a
influéncia do inibidor na atividade metabdlica quando comparadas as larvas alimentadas com

dieta controle.

A. gemmatalis A. kuehniella
Indices nutricionais Controle  ApTI 0,5% Controle ApTI 1%
ECI (%) 224 +22a 21,9 £2,6a 26,8 +3,1a 20,6 +2,8b
ECD (%) 16,1 = 0,5a 149 +£0,6b 35,6 +5,3a 22,0 +4,1b
AD (%) 70,1 £ 54a 83,4 +1,0b 75,1 +6,2a 93,7 +7,4b
CM (%) 77,3 +6,2a 87,8+34b 64,3 +5,6a 78,0 + 8,6b

Tabela 3 - Eficiéncia de Conversdao do alimento Ingerido (ECI), Eficiéncia de conversdao do
alimento Digerido (ECD), Custo Metabdlico (CM), Digestibilidade Aparente (AD) das larvas de
A. gemmatalis e A. kuehniella alimentadas com dietas artificiais contendo ApTI 0,5 ¢ 1%
respectivamente ou na sua auséncia do inibidor. Letras diferentes indicam diferengas

significativas (p < 0,05) dos valores quando comparados entre si.
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7 - Acao do ApTI na atividade enzimatica de A. gemmatalis e A. kuenhiella

A determinacdo da atividade triptica foi realizada para avaliar as alteracdes no perfil
enzimdtico digestivo dos insetos. Para larvas de A. gemmatalis, foram observados uma reducio
de 30% na atividade triptica do fluido do intestino médio (IM) das larvas alimentadas com dieta
contendo ApTI 0,5% (Figura 17) de 40% na atividade triptica das fezes quando comparada

aquelas das lagartas do controle (Figura 18).
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Figura 17 - Atividade triptica do intestino médio das larvas de A. gemmatalis alimentadas com
dieta controle e dieta contendo ApTI 0,5%. Foram utilizadas 8 replicatas para cada tratamento.
Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05%) dos valores quando comparados

entre si.
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Figura 18 - Atividade triptica das fezes das larvas de A. gemmatalis alimentadas com dieta
controle e dieta artificial contendo ApTI 0,5%. Foram utilizadas 8 replicatas para cada
tratamento. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05%) dos valores quando

comparados entre si.
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Para larvas de A. kuenhiella foi observado um aumento de 38% na atividade triptica do
fluido do intestino médio daquelas alimentadas com dieta contendo ApTI 1% (Figura 19). Em

relacdo a atividade triptica das fezes, nenhuma diferenca foi observada (Figura 20).
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Figure 19 - Atividade triptica do intestino médio das larvas de A. kuenhiella alimentadas com
dieta controle e dieta artificial contendo ApTI 1%. Foram utilizadas triplicatas para cada

tratamento. Letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05%) dos valores quando

comparados entre si.
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Figura 20 - Atividade triptica das fezes das larvas de A. kuenhiella alimentadas com dieta
controle e dieta contendo ApTI 1%. Foram utilizadas triplicatas para cada tratamento. Letras
iguais indicam que ndo houve diferenca significativa (P < 0,05) dos valores quando comparados

entre si.
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8 - Inibicao da atividade triptica das larvas apés a ingestao de ApTI

Nas Figuras 21 e 22, os fluidos intestinais (IM) das larvas de A. gemmatalis e A. kuehniella,
respectivamente, alimentadas com dieta controle e com dieta contendo o inibidor, foram
incubados com concentragdes crescentes de ApTI, e a atividade triptica residual foi analisada
através da hidrdlise de BApNA. As proteinases intestinais de A. gemmatalis alimentados com
ApTI 0,5% e as de e A. kuehniella alimentadas com ApTI 1% continuaram sensiveis a acdo do

inibidor.
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Figura 21 - Atividade antitriptica das larvas de A. gemmatalis alimentados com dieta controle e
dieta contendo ApTI 0,5%. Aliquotas do intestino médio de larvas foram incubadas com
concentracdes crescentes de ApTI e a atividade foi determinada pela hidrélise do substrato

BApNA.
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Figura 22 - Atividade antitriptica das larvas de A. kuehniella alimentados com dieta controle e

dieta contendo ApTI 0,25 - 1%. Aliquotas do intestino médio de larvas foram incubadas com

concentracdes crescentes de ApTI e a atividade foi determinada pela hidrélise do substrato

BApNA.
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9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS contendo 0,1% de gelatina

A atividade das proteinases presentes no fluido do IM e as fezes dos insetos de 4° instar
que foram alimentadas com dietas controle e contendo ApTI 0,5 e 1% para A. gematallis e A.
kuehniella, respectivamente, foram verificadas em PAGE-SDS contendo gelatina a 0,1%.

A Figura 23 ilustra a atividade em gelatina das enzimas presentes no IM das larvas de A.
gematallis alimentadas com dieta controle (linha 1). Quando as larvas foram alimentadas com
ApTI 0,5%, a atividade triptica presente no IM (linha 2) e nas fezes sofreu uma redugdo (linha 6).
Para visualizacdo da atividade de enzimas do tipo tripsina, um inibidor sintético especifico para
tripsina, TLCK, foi incubado com as aliquotas do IM e das fezes. As linhas 3, 4, 7 e 8 mostram

uma diminuicao de atividade da enzima do tipo tripsina devido a presenca de TLCK.

1 2 3 4 5 6 7 8
Figura 23 — PAGE-SDS (10%) com gelatina a 0,1% de amostras (4ug de proteina) do intestino

médio (IM) e das fezes das larvas de A. gematallisr. 1: IM das larvas alimentadas com dieta
controle; 2: IM das larvas alimentadas com dieta contendo ApTI 0,5%; 3: IM do controle
incubado com TLCK; 4: IM do ApTI 0,5% incubada com TLCK; 5: fezes das larvas alimentadas
com dieta controle; 6: fezes das larvas alimentadas com dieta contendo ApTI 0,5%; 7: fezes das
larvas do grupo controle incubado com TLCK e fezes das larvas alimentadas com dieta contendo

ApTI 0,5% incubado com TLCK.
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A Figura 24 ilustra a atividade em gel de acrilamida contendo gelatina das enzimas do
tipo tripsina, de aproximadamente 24 kDa, presentes no IM das larvas de A. kuehniella
alimentadas com dieta controle (linha 1). Quando as larvas foram alimentadas com ApTI 1%,
outra zona de atividade hidrolitica foi detectada no IM (linha 2) e a atividade nas fezes nio sofreu
alteracdo (linha 6). As linhas 3,4,7 e 8 mostram a ausé€ncia de atividade da enzima do tipo tripsina

devido a presenca de TLCK.

kDa

26 —

24

Figura 24 - PAGE-SDS (10%) com gelatina a 0,1% de amostras (5 ug de proteina) do intestino
médio (IM) das fezes das larvas de A. kuenhiellar. 1: IM das larvas alimentadas com dieta
controle; 2: IM das larvas alimentadas em dieta contendo ApTI 1%; 3: IM do controle incubado
com TLCK; 4: IM do ApTI 1% incubada com TLCK; 5: fezes das larvas alimentadas em dieta
controle; 6: fezes das larvas alimentadas com dieta contendo ApTI 1%; 7: fezes do grupo controle
incubado com TLCK; fezes do grupo alimentado com ApTI 1% incubados com TLCK. Setas:
Atividade proteolitica na faixa de 24 kDa e 26 kDa.
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10 - Efeito de ApTI no desenvolvimento de A. kuehniella

Esses experimentos foram realizados com intuito de avaliar a interferéncia do inibidor no
desenvolvimento do inseto. O tempo de desenvolvimento larval e pupal das larvas alimentadas
com dieta contendo ApTI 1% foi significativamente maior. O periodo larval foi prorrogado por 5
dias (Figura 25) e o periodo pupal por 10 dias (Figura 26), atrasando a pupacgdo até por 20 dias, o
que resultou em um longo periodo de desenvolvimento de larva a adulto. Como resultado, a taxa
de emergéncia de insetos alimentados com ApTI 1% foi de apenas 28%, contrasta com a do
controle de 80% (Figura 27). O tempo médio de desenvolvimento (em dias) foi bem maior na
dieta contendo ApTI. O indice de HOWE foi de 0,0249 para a dieta artificial contendo ApT],
divergindo do valor de 0,0502 para a dieta artificial controle (Tabela 5), sugerindo que a primeira
dieta ndo foi tdo apropriada quanto a dieta sem o inibidor para o desenvolvimento de A.

kuehniella.
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Figura 25 - Viabilidade larval de A. kuehniella alimentada com dieta controle e dieta contendo
ApTI 1%. Cada valor representa a média = SD (n = 75), Letras diferentes indicam diferenca

significativa (P < 0,05) dos valores quando comparados entre si.
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Figura 26 - Duracdo da fase pupal de A. kuehniella alimentada com dieta controle e dieta
artificial contendo ApTI 1%. Cada valor representa a média + SD (n = 75). Letras diferentes

indicam diferenca significativa (P < 0,05) dos valores quando comparados entre si.
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Figura 27 - Emergéncia de A. kuehniella alimentada com dieta controle e dieta artificial

contendo ApTI 1%. Cada valor representa a média = SD (n = 75). Letras diferentes indicam

diferenga significativa (P < 0,05) dos valores quando comparados entre si.
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Tabela 5 - Efeito de ApTI 1% sobre o desenvolvimento de A. kuenhiella

Dieta * %S" T, dias® Log SYT
Controle 80,0+ 8 379+24 0,0502
ApTI 28,5+4 58,4+2.0 0,0249

Os valores sdo representados como media +DP do niimero de experimentos. *P < 0.05 quando

comparado ao controle correspondente (Student’s t-test).

*Ovos colocados sobre a dieta.
® Sobrevivéncia durante o estagio adulto.
“Tempo de eclosdo dos ovos a formagdo de adultos.

4 Howe’s index (1971).
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VI - DISCUSSAO

Em nosso estudo, a acdo de um inibidor de tripsina de sementes de Adenanthera pavonina
(ApTI) contra proteinases de diferentes lepiddpteros foi analisada e os efeitos deste inibidor em
larvas de A. kuehniella e A. gemmatalis foram observados. O estudo da atividade téxica de ApTI
foi verificado a partir da incorporacdo do inibidor purificado em dietas artificiais, com a
finalidade de analisarmos os parametros de crescimento e desenvolvimento dos insetos. O
inibidor foi utilizado na concentracdo de 0,5% em dieta artificial para A. gemmatalis ¢ 1% em
dieta artificial para A. kuehniella. Para efetivamente criar uma nova estratégia de controle de
insetos com base em biocompostos (inibidores de enzimas, lectinas, quitinases, proteinas que se
ligam a quitina e metabolitos secundérios), seguida ou ndo por métodos de plantas transgénicas, €
necessdrio conhecer a molécula alvo presente no sistema metabdlico digestivo do inseto (SILVA

et al., 20006).

Os inibidores de proteinases (IPs) sdo encontrados amplamente em todo o reino vegetal,
além de possuirem a funcdo de regulacio enddgena, as atividades dos IPs também sao
direcionadas contra proteases exdgenas, tipicamente as de insetos e microrganismos, tornando-os
uma das estratégias de defesa das plantas contra pragas e patdogenos (RYAN, 1990;
VOLPICELLA et al., 2009 ; FERRY et al., 2005). Os IPs funcionam inibindo as proteinases do
intestino médio dos insetos, atenuando a assimilacdo de nutrientes e afetando o desenvolvimento
do inseto. Como uma estratégia de protecdo das culturas, os genes que codificam os IPs de

plantas tém sido utilizados para produzir plantas transgénicas resistentes (YANG et al., 2009).

Os inibidores descobertos até agora sdo especificos para cada uma das quatro classes de
enzimas proteoliticas e, com base no aminodcido ativo no seu sitio reativos, sio classificados
como inibidores de serinoproteinases, cisteinoproteinases, asparticoproteinases e inibidores de
metaloproteinases (RICHARDSON, 1977). Entre estes, os inibidores de serinoproteinases sao os
mais estudados e tém sido isolados de sementes de diversas leguminosas (MACEDO &
XAVIER-FILHO, 1992, MACEDO et al., 2000, MELLO et al., 2001, GARCIA et al., 2004;
BHATTACHARYYA et al., 2006).

A estratégia de interferir na digestdo e, consequentemente, afetar o estado nutricional do
inseto, € amplamente discutida em plantas como um mecanismo de defesa contra as pragas e tem
sido extensivamente revisada (GEORGE ez al., 2008). O complexo enzima-inibidor é muito
estavel e a inibig¢do estequiométrica da enzima € alcangada. O inibidor ndo tem somente um efeito

direto sobre o estado nutricional do inseto, ele também pode causar uma super produgdo de
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enzimas digestivas, na tentativa de utilizar o alimento ingerido, resultando na limitacdo de
aminodcidos essenciais para a sintese de proteinas e, assim, reducdo no crescimento e
desenvolvimento do inseto (RAMOS et al., 2008).

As larvas fitéfagas da maioria das espécies de lepidopteros analisadas até agora possuem
os fluidos do intestino médio alcalino, com serinoproteinases e exopeptidases exercendo a maior
parte da atividade proteolitica. O efeito de ApTI foi avaliado in vifro contra as proteinases de seis
espécies de insetos-praga - A. kuehniella, S. cereallela, S. frugiperda, D. saccharalis, A.
gemmatalis e C. cephalonica, todas pertencentes a ordem Lepidoptera, a fim de reforcar a
hipétese geral de que os inibidores de serinoproteinases podem proteger as plantas contra insetos
herbivoros.

As enzimas digestivas extraidas de larvas das seis espécies de lepidopteros foram inibidas
em diferentes graus por ApTI. A atividade inibitéria do ApTI foi ineficiente contra S. cereallela
(Tabela 2). Resultado semelhante foi encontrado com PPTI (inibidor de tripsina de sementes de
Poecilante parviflora), quando sua atividade inibitdria foi testada contra as enzimas tripsina de S.
cereallela (GARCIA et al., 2007). A inibi¢do substancial de proteinases do intestino de vdrias
espécies de insetos em ensaios in vitro, sugere que o ApTI pode afetar o crescimento e/ou a
sobrevivéncia desses insetos, quando incorporados em suas dietas.

Virios estudos tém demonstrado que os inibidores de proteinases sdo ativos contra
enzimas de diferentes espécies de insetos, tanto in vitro quanto in vivo (MOSOLOV et al., 2001;
RAHBE ez al., 2003). Com base nos estudos de inibi¢io enzimdtica, ensaios de alimentagio
foram realizados para avaliar os potenciais efeitos inseticidas de ApTl. As concentracdes de
ApTI usadas (0,25-1%, p/p) corresponderam aos niveis expressos em sementes de leguminosas e
foram similares as utilizadas em outros trabalhos (JONGSMAN E BOLTER, 1997; MACEDO et
al., 2004; RAMOS et al. 2008).

A. kuehniella ¢ uma praga que se alimenta de uma ampla variedade de produtos estocados,
tais como chocolate em po, graos secos, nozes, tabaco, coco e frutos secos. Sua ocorréncia é
observada na maioria das regides temperadas e subtropicais do mundo (MACEDO et al., 2003).
Quando ApTTI foi incorporado a dieta artificial de A. kuehniella a uma concentragao de 1%, houve
uma diminuic¢io no ganho de peso e na sobrevivéncia larval em 50% (Figuras 9 e 11). Resultados
similares foram obtidos por MACEDO et al. (2003), quando alimentaram larvas de A. kuehniella
com dieta artificial contendo 1% do inibidor presente em Peltophorum dubium.

Anticarsia gemmatalis € uma das principais pragas desfolhadoras da cultura de soja

(COURSEUIL et al. 1974, OLIVEIRA et al., 1993). Para o controle dessa praga € utilizada uma
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grande quantidade de inseticidas (KOGAN et al. 1977), tendo ja sido estabelecidos tanto o
elevado nivel de dano econdmico quanto a dificuldade da capacidade de recuperacdo da planta
(OLIVEIRA et al. 1984).

As larvas de A. gemmatalis também foram afetadas pelo efeito do inibidor presente na
dieta artificial na concentracdo de 0,5%, reduzindo o peso médio das larvas em 22% e a
sobrevivéncia em 31% (Figuras 8 e 10). FRANCO et al. (2004) demonstraram que a presencga de
500 uM de SKTI na dieta oferecida a Anthonomus grandis causava uma diminui¢do de 75% no
peso médio larval. RAMOS et al. (2008) demonstraram que 0,7% de inibidor de Platymenia
foliolosa (PFIT) na dieta de A. gemmatalis reduziu significativamente a sobrevivéncia e o peso
médio das larvas em 32,3% e 66,1%, respectivamente.

Os experimentos mostram que a incorporacdo de ApTI em dieta artificial ndo alterou a
taxa de consumo, mas diminuiu a excrecdo de fezes das larvas de A. kuehniella por ca. 43%
(Figuras 15 e 16). Para A. gemmatalis, houve uma reducdo de aproximadamente 17% no
consumo de dieta e de 40% na quantidade de fezes excretadas (Figuras 13 e 14).

Os resultados obtidos nos ensaios in vivo refletem nos valores dos indices nutricionais
(Tabela 3). O indice de eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) representa a
habilidade do inseto em transformar o alimento ingerido em biomassa. Uma diminui¢do do ECI
indica que uma maior quantidade de alimento estd sendo utilizada para energia e pouco estd
sendo convertido em biomassa (KOUL et al., 2003).

O indice de eficiéncia de conversdo do alimento digerido (ECD) € a estimativa da conversdo do
alimento que foi assimilado, ou seja, ECD diminui a medida que o alimento digerido €

metabolizado para gerar energia (WHEELER & ISMAN, 2001).

Os resultados mostram que o ECI e ECD diminuiram quando um 1% de ApTI foi
incorporado na dieta de A. kuehniella, significando, portanto, que nesta condicdo uma menor
quantidade de alimento foi utilizada para a produ¢@o de biomassa, justificando menos peso larval
e menor producio de fezes nos insetos. Resultados semelhantes foram observados por Ramos et
al. (2009) quando incorporaram 0,7% de inibidor de P. foliolosa em dieta artificial de A.
kuehniella. O valor da digestibilidade aproximada (AD) para as larvas de A. kuehniella foi
aumentado ao longo do experimento, sugerindo que durante este tratamento, a dieta ficou por
um tempo maior no intestino do inseto para permitir a desintoxicacdo causada pela proteina
ApTI. A maior (AD) ajudaria a satisfazer a crescente demanda de nutrientes (NATHAN et al.,

20054, b) e compensar a deficiéncia na conversao alimentar (redu¢dao do ECI e ECD), talvez por
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desvio de energia para a producdo de biomassa em desintoxicacdo (NATHAN & KALAIVANI,
2005). O custo metabdlico (CM) dessa dieta foi maior que o da dieta controle, pois
provavelmente uma quantidade maior de energia proveniente da dieta tenha sido utilizada no

processo de degradacdo do inibidor presente e manutencdo dos processos vitais do inseto.

Na dieta artificial de A. gemmatalis, contendo ApTI 0,5%, o indice de eficiéncia de
conversao do alimento ingerido (ECI) ndo mostrou diferenca significativa e a eficiéncia de
conversdo do alimento digerido (ECD) foi menor. O custo metabdlico (CM) do grupo teste foi
maior do que o controle, pois provavelmente uma quantidade maior de energia tenha sido
utilizada no processo de degradacdo do inibidor. A digestibilidade aparente (AD) também foi
maior na dieta contendo ApTI 0,5. Comportamento similar foi observado por (MORDUE

(LUNTZ) & BLACKWELL. (1993), RAMOS et al. (2008) e COELHO et al. (2007).

Em lepidopteros, a protedlise digestiva € predominantemente realizada por
serinoproteinases, que tem méxima atividade em pH alcalino. Estas proteinases sio tripsina,
quimiotripsina e elastase. Apesar das enzimas tipo tripsina do intestino médio estarem presentes
na maioria das espécies de lepiddpteros, existe uma variagdo nos perfis das enzimas digestivas
entre as diferentes espécies. A inibicdo da atividade enzimdtica dos insetos interfere no
crescimento e na absor¢do de nutrientes. Estes inibidores podem também causar uma super
producdo de enzimas digestivas, tentativa de sobrepujar a acdo do inibidor sobre o alimento
ingerido, resultando limitacdo de aminodcidos essenciais para a sintese protéica e, portanto,
reduc¢do do crescimento e desenvolvimento do inseto (GATEHOUSE et al., 2000, 2009).

O uso dos inibidores de proteinases para proteger a planta contra insetos-praga €, porém,
complicado dado a capacidade dos insetos em contornar estas defesas vegetais. Evidéncias
bioquimicas e moleculares indicam que alguns insetos podem adaptar-se a presenca de inibidores
de proteinases superexpressando proteinases digestivas (LOPES et al., 2004). Outros se adaptam
aos inibidores de proteinases aumentando a atividade digestivas (PAULILLO et al., 2000;
BRITO et al., 2001) e outros ainda seletivamente induzem inibidores de proteases insensiveis
(CLOUTIER et al., 2000).

Nossos resultados sugerem que A. kuehniella ndo se adaptou ao inibidor, pelo menos até o
quarto instar da primeira geracdo. As larvas de 4° instar, mantidas em dieta contendo ApTI 1%,
mostraram aumento na atividade da tripsina no intestino médio e manuten¢ao dessa atividade nas
fezes (Figuras 19, 20 e 24). O aumento na atividade triptica pode ser confirmado com o

aparecimento de uma banda de proteina (~ 26 kDa), sugerindo a sintese de uma nova iso/enzima
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em resposta ao efeito do ApTI da dieta. No entanto, esta isso/enzima € provavelmente uma
serinoproteinase sensivel ao ApTI, porque as larvas alimentadas com dieta contendo o inibidor
continuaram com o desenvolvimento prejudicado.

Foi constatado no intestino médio das larvas de A. gemmatalis que a atividade das
enzimas do tipo tripsina foi reduzida devido a presenca do inibidor na concentracio de 0,5%, ja
que a producdo de nmol de BApNA hidrolisado foi menor (Figura 17). Uma diminui¢do na
atividade triptica das fezes também foi observado (Figura 18). Esses resultados foram
confirmados por PAGE-SDS contendo gelatina (Figura 23). PURCELL et al. (1992) observaram
que SKTI, um inibidor de soja, capaz de inibir a atividade proteolitica de varios lepiddpteros, tais
como Agrotis ipsilon, Helicoverpa zea, Heliothis virescens, Choristoneura occidentalis e
coledpteros como o gorgulho do algodao Anthonomus grandis. BATTACHARYYA et al. (2007)
demonstraram que um inibidor de tripsina de Archidendron ellipticum (AeTI) diminuiu
significativamente a atividade de enzimas tripsina-like de larvas de Spodoptera litura, depois de
alimentadas com uma dieta contendo 150 uM desse inibidor.

Conclui- se que ApTI apresenta efeito téxico sobre as larvas de A. kuehniella e A.
gemmatalis, uma vez que este inibidor pode bloquear as enzimas envolvidas na digestao destes
insetos (Figura 21 e 22). Os resultados das figuras 21 e 22 sugerem que as enzimas das larvas
alimentadas com ApTI continuam sensiveis a acdo do inibidor quando incubado no ensaio.

A atividade em gelatina das enzimas do intestino médio e das fezes de larvas alimentadas
com dietas artificiais (Figura 23 e 24), além de reforcar os resultados mostrados nas Figuras, 17,
18, 19 e 20, confirma a atividade de enzimas do tipo tripsina. Resultados semelhantes foram
obtidos por RAMOS et al. (2008); COELHO et al. (2007).

O efeito de ApTI no desenvolvimento de A. kuehniella foi avaliado com o intuito de
verificar se o inibidor interfere nos estidgios de desenvolvimento do inseto. Em relacdo ao efeito
de ApTI 1% no desenvolvimento de A. kuehniella, pode ser verificado que o tempo de
desenvolvimento larval e pupal com a dieta contendo o inibidor foi significativamente maior em
relacdo aos verificados com a dieta controle. O periodo larval foi prorrogado por 5 dias (Figuras
25) e o periodo pupal 10 dias mais longo (figura 26), atrasando, assim, a pupagdo em até 20 dias,
o que resultou em um longo periodo de desenvolvimento de larva a adulto. Como resultado, a
taxa de adultos sobreviventes (emergéncia) comparado a do grupo controle diminuiu 80% (Figura
27). O percentual de sobreviventes adultos (% S) diminui 62%, o tempo médio de
desenvolvimento em dias foi bem maior na dieta contendo ApTI. O indice de Howe foi de 0,0249

para a dieta contendo ApTI, contrastando com o valor de 0,0502 para a dieta controle (Tabela 4),
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sugerindo que a dieta com ApTI ndo foi adequada como a dieta sem o inibidor para o

desenvolvimento de A. kuehniella.

Diante dos resultados verificados, pode ser concluido que o inibidor de tripsina da familia
Kunitz de sementes de A. pavonina, € toxico para A. kuehniella e A. gemmatalis, podendo, no
futuro, ser utilizado como um método alternativo ao combate destes insetos praga, através do uso

da Biotecnologia Vegetal.
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VII - CONCLUSAO
v ApTI reduziu significativamente a sobrevivéncia e o peso das larvas de A. kuehniella e A
gemmatalis;

v ApTI alterou o perfil da atividade proteolitica dos fluidos do intestino médio das larvas de
A. kuehniella e A gemmatalis;

v Os indices nutricionais apresentaram taxas diferentes, redu¢do no ECI e ECD e aumento
de CM e AD em A. kuehniella ;

v Os indices nutricionais para A gemmatalis apresentaram reducido no ECD e aumento de
CM e AD;

v Enzimas do intestino médio de A. kuehniella e A gemmatalis expostas novamente ao
inibidor, continuam sensiveis ao ApTI;

v ApTI alterou o desenvolvimento de A. kuehniella;
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