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Os inibidores de proteases de plantas têm sido amplamente estudados como uma alternativa 

para o controle de insetos�praga devido à capacidade de inibir enzimas envolvidas na 

digestão. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi estudar a atividade biológica do inibidor 

de tripsina de sementes de (IVTI) sobre o desenvolvimento, fisiologia nutricional e 

atividade enzimática de . Larvas neonatas (n=40) foram mantidas em 

dieta artificial sem inibidor (controle) ou contendo 1% de IVTI (p/p) até atingirem o quarto e 

quinto instares. As análises realizadas determinaram o efeito sobre o desenvolvimento 

destas, desde período larval até emergência dos adultos. Através de outras aferições 

elaboramos uma tabela de parâmetros nutricionais. A atividade proteolítica do homogenato 

intestinal e fecal foi analisada através de zimograma e ensaios enzimáticos , utilizando 

BApNA e Suc�AAPF�pNA como substratos para tripsina e quimotripsina, respectivamente. 

IVTI foi incubado com o homogenato intestinal larval para verificar a degradação do mesmo. 

O consumo de IVTI pelas larvas provocou uma redução de cerca de 50% no peso médio 

larval e uma redução significativa taxa de sobrevivência de 15%, bem como o prolongamento 

do período larval em 8 dias. A análise dos índices nutricionais revelou uma redução na 

eficiência de conversão do alimento ingerido e digerido e um aumento no custo metabólico, 

sugerindo que IVTI apresenta efeito antinutricional para esta espécie. IVTI alterou a atividade 

proteolítica intestinal das larvas com a redução atividade tríptica e o aumento da atividade 

quimotríptica. Na análise fecal, os níveis da atividade tríptica foram semelhantes tanto nas 

fezes das larvas alimentadas em dieta controle quanto contendo inibidor, entretanto foi 

observado um aumento no nível da atividade quimotríptica nas larvas alimentadas com 

inibidor. IVTI não foi degradado pelas enzimas intestinais, sendo excretado nas fezes e 

permanecendo com sua atividade inibitória ativa. O zimograma não revelou nenhuma forma 

variante de enzima nas larvas alimentadas com inibidor, mas foi possível observar quais 

sofreram influências pelo mesmo. Com base nesses resultados, IVTI apresentou uma 

atividade tóxica e antinutricional contra .  
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Plant protease inhibitors have been extensively studied as an alternative for the control of 

insect pests because of their ability to inhibit enzymes digestive enzymes. In this work, the 

biological activity of trypsin inhibitor of  seed (IVTI) on the development, nutritional 

physiology and enzyme activity of  was evaluated. Neonate larvae 

(n=40) were maintained on artificial diet without inhibitor (control) or containing 1% IVTI (w / 

w) until fourth and fifth instar. This bioassay determined the effect on the development from 

the larval period to adult emergence. Through other measurements prepared a table of 

nutritional parameters. The proteolytic activity of intestinal and fecal homogenate was 

analyzed by zymography and enzymatic assays, , using BApNA and Suc�AAPF�pNA 

as substrates for trypsin and chymotrypsin, respectively. IVTI was incubated with the larval 

gut and check the degradation of the inhibitor. IVTI consumption by the larvae resulted in a 

reduction of about 50% of larval weight and a significant larval survival rate of 15%, as well as 

the extension of the larval period to 8 days. Nutritional analyses showed a reduction of 

efficiency of conversion of food eaten and digested and an increase in metabolic cost, 

suggesting that IVTI produces an anti�nutritional effect for this specie. IVTI changed the 

proteolytic activity in the gut of the larvae with decrease of trypsin activity and increase of 

chymotrypsin activity. Fecal analyses, the levels of trypsin activity were similar in the feces of 

larvae fed on control diet as containing inhibitor, however there was an increase in the level of 

chymotrypsin activity in larvae fed with inhibitor. IVTI was not degraded by intestinal enzymes, 

but it excreted in the feces and their inhibitory activity remained active. Zymogram revealed 

no variant form of the enzyme in the larvae fed inhibitor, but was observed which were 

influenced by it. Based on these results, IVTI presented an anti�nutritional and toxic activity 

against .  
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Em 2013, a população humana atingiu 7,2 bilhões de habitantes e estima�se que na 

metade do século 21, em 2050, atingirá 9,6 bilhões de habitantes, de acordo com dados da 

ONU (2013). Com isso a demanda por alimentos deverá aumentar em cerca de 70% do total 

produzido atualmente, sendo estimado um consumo anual de cerca de 1 bilhão de toneladas 

de cereais e 200 milhões de toneladas de carne (FAO, 2013). 

A dieta humana é constituída por 93% de produtos de origem vegetal, com cerca de 

30 espécies de cultura fornecendo a maioria das calorias e proteínas necessárias para uma 

vida saudável, dentre essas inclui 8 espécies de cereais, que em conjunto, representam 66% 

da oferta mundial de alimentos. Os produtos de origem animal constituem apenas 7% da 

dieta mundial, mas que também dependem de produtos de origem vegetal para sua 

alimentação (FAO, 2013) 

Portanto, a preocupação desse século é a agricultura, a qual enfrentará múltiplos 

desafios para produzir mais alimentos, rações e fibras para uma população crescente e 

trabalhadores rurais escassos, produzir matéria�prima para o mercado crescente da 

bioenergia, adotar métodos de produção mais eficiente e sustentável e adaptar as mudanças 

climáticas (FAO, 2013). 

Uma das estratégias a serem adotadas é o combate aos insetos�praga que são uma 

das maiores causas de danos na produção mundial de alimentos, que pode chegar a 20% 

para as principais culturas (FERRY , 2004). Atualmente, os métodos de controle desses 

insetos são altamente onerosos e concentram�se no uso de inseticidas químicos, mas que 
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tem gerado grande polêmica devido aos efeitos negativos que causam sobre os 

ecossistemas, agroecossistemas e aos seres humanos, principalmente pelo uso 

indiscriminado (MACEDO & FREIRE, 2011b). Dessa forma, com auxílio da biotecnologia 

vegetal, estratégias alternativas à utilização de produtos químicos vêm sendo estudado tais 

como utilização de toxina Bt, lectinas e inibidores vegetais de enzimas digestivas dos 

insetos�praga (HAQ , 2004) 

 

 

As plantas terrestres e insetos coexistem por mais de 400 milhões de anos 

(FÜRSTENBERG�HÄGG , 2013). Durante este tempo, eles desenvolveram interações 

refinadas que afetam os organismos em todos os níveis desde bioquímica básica até 

genética de população. Algumas dessas relações são mutuamente benéficas, tais como a 

polinização, mas as maiorias das interações envolvem a predação das plantas pelos insetos, 

e de defesa das plantas contra os insetos herbívoros. Na verdade, a relação predador�

hospedeiro é tão comum que quase todas as espécies de plantas servem de alimento para 

pelo menos uma espécie de inseto (FÜRSTENBERG�HÄGG , 2013). Isto deu origem à 

teoria da coevolução, onde a evolução de uma espécie torna�se parcialmente dependente da 

evolução da outra (EHRLICH & RAVEN, 1964), portanto, os insetos herbívoros foram o fator 

determinante no aumento da diversidade de espécies tanto de plantas quanto deles próprios.  

As estratégias utilizadas pelas plantas param se defender dos insetos herbívoros são 

muito diversas. Algumas espécies produzem características que afetam a preferência do 

inseto, como a seleção da planta hospedeira e do comportamento alimentar, enquanto 

algumas afetam o desempenho do inseto, como a taxa de crescimento e o desenvolvimento. 
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Essas características incluem aspectos morfológicos para defesa física e a produção de 

compostos para a defesa química.  

Os insetos herbívoros são divididos em generalista (polígafos) que se alimentam de 

vários hospedeiros de diferentes famílias de plantas, ou especialistas (monófagos ou 

oligófagos) os quais se alimentam de um ou alguns tipos de plantas da mesma família. Os 

generalistas tendem a tolerar uma grande variedade de defesas presentes na maioria das 

plantas. Por outro lados, os especialistas utilizam uma faixa específica de plantas 

hospedeiras que liberam compostos de defesa que ao mesmo tempo pode funcionar como 

um estimulante de alimentação ou proporcionar sinais de oviposição (FEENY, 1976; ALI & 

AGRAWAL, 2012; FÜRSTENBERG�HÄGG , 2013). No entanto, esta visão foi 

contestada recentemente (ALI , 2012), uma vez que se concentram apenas nos 

extremos, quando na realidade a distribuição de insetos que se alimentam de uma a várias 

plantas é um processo contínuo. O paradigma ainda baseia�se no o fato de que a 

alimentação de generalistas e especialistas provocariam diferentes respostas nas plantas, o 

que é difícil de provar. É recomendado que os experimentos possuíssem pelo menos quatro 

espécies com mesma guilda alimentar e estando dois pares taxonômicos. Entretanto, até 

agora tais experimentos não foram relatados (ALI , 2012). 

A defesa das plantas contra herbivoria pode ser expressa de forma constitutiva ou 

pode ser induzida quando é desenvolvida apenas após o ataque (CARLINI & GROSSI�DE�

SÁ, 2002). Esta é uma questão do benefício versus custo, uma vez que os mecanismos de 

defesa de plantas são custosos energeticamente. Sendo assim, as plantas estão 

constantemente no dilema de combinar crescimento e desenvolvimento com a defesa. Este 

problema deve�se à alocação de recursos como o nitrogênio ou a produção de compostos 
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tóxicos para a planta em si, e não apenas aos herbívoros (BALDWIN, 2001; 

FÜRSTENBERG�HÄGG , 2013).  

Por outro lado, os insetos desenvolveram várias estratégias para superar as barreiras 

defensivas das plantas desde a desintoxicação de compostos tóxicos (SCOTT & WEN, 2001; 

WANG , 2012) até a alteração do padrão gênico (SILVA , 2001; NOGUEIRA , 

2012; OLIVEIRA , 2013), a fim de permitir sua alimentação, desenvolvimento e 

reprodução em seus hospedeiros.  

 

 

Os insetos constituem os maiores grupos de organismos com aproximadamente um 

milhão de espécies descritas até hoje. Estima�se que o número real de espécies de insetos é 

maior e, que pode variar de 4 a 10 milhões de espécies (ØDEGAARD, 2000; NOVOTNY

, 2002; SCHOONHOVEN , 2005). Dentre estes, mais de 400.000 espécies são 

herbívoros vivendo em cerca de 300 000 espécies de plantas vasculares (Figura 1). 
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. Proporções espécies de animais e plantas em maior taxa, excluindo fungos, algas e 

bactérias. Adpatado de SCHOONHOVEN  (2005) 

 

A herbivoria não ocorre na mesma proporção em todos os grupos de insetos. A tabela 1 

mostra que os membros de algumas ordens de insetos são quase exclusivamente 

herbívoros, enquanto que em outras ordens a herbivoria ocorre com menos frequência.  
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 Número de espécies herbívoras em diferentes ordens de insetos. Adaptado de 

SCHOONHOVEN  (2005) 

  

Coleoptera 349.000 122.000 35 

Lepidoptera 119.000 119.000 100 

Diptera 119.000 35.700 30 

Hymenoptera 95.000 10.500 11 

Hemiptera 59.000 53.000 90 

Orthoptera 20.000 19.900 100 

Thysanoptera 5.000 4.500 90 

Phasmida 2.000 2.000 100 

 

O maior número de espécies herbívoras pertence às ordens Coleoptera e Lepidoptera, 

sendo os principais responsáveis por prejuízos no campo e no armazenamento. Os 

coleópteros da família Bruchidae têm maior importância em relação à infestação de feijões, 

tais como ,  e  

(SINGH & SINGH, 1990). Em relação aos lepidópteros, esta ordem agrupa as mariposas e 

borboletas, cujos adultos não podem consumir materiais sólidos, sendo os danos causados 

pelas larvas que possuem aparato mastigador (VOLPICELLA , 2003).  

No Brasil, as 8 principais culturas representam mais de 80% da área plantada total, 

sendo estas: soja, milho, cana�de�açucar, arroz, feijão, eucalipto, trigo e café. Entre as 
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culturas com maior número de insetos�praga se destacam: citros (laranja + limão + 

tangerina), soja, arroz, milho e feijão (ZARBIN , 2009). 

A monocultura extensiva como da soja e milho exige uma elevada utilização de 

agrotóxicos para combater o ataque de insetos�praga especialmente às lagartas do cartucho, 

 (OLIVEIRA , 2013), e da soja, (PIUBELLI , 

2005). Já as lagartas do gênero  são as principais pragas da cultura do algodão 

no Brasil e outros países das Américas, Austrália e África (DUNSE , 2010). O gênero 

 constitui um sério grupo de pragas presentes em toda a Europa, Ásia e das Américas 

(JAKUBOWSKA , 2005). Suas larvas passam boa parte do tempo de vida no solo e 

alimentam�se de uma grande variedade de culturas incluindo milho, beterraba, batata, 

repolho, cereais, tabaco, videira e outros. Considerada uma das principais e mais destrutivas 

pragas do tabaco  ataca ainda diversas espécies do gênero . As 

lagartas atacam brotos e flores e na ausência de tecido reprodutivo atacam tecido foliar 

(PAIR, 1994). A broca da cana  é a principal praga da cana�de�açúcar no 

Brasil, provocando danos aos caules das plantas que resulta em perda de produção para as 

indústrias de açúcar e álcool (FALCO & SILVA�FILHO, 2003). A traça do arroz 

é encontrada em regiões tropicais e subtropicais, sendo uma importante praga 

de produtos armazenados como cereais, farinha e frutos secos (COELHO , 2007). 

O custo destinado ao controle destes insetos é muitas vezes tão alto que o cultivo 

destas culturas pode não ser financeiramente viável. Uma vez conhecido os prejuízos e a 

necessidade de controle destas pragas, estudos sobre manejo e controle devem ser 

realizados a fim de mitigar os danos à agricultura. 
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1.3.1 Traça da farinha (Anagasta kuehniella) 

 

As perdas de grãos armazenados como milho, trigo, nozes, cacau, chocolate e doces 

são causados, principalmente, por ataque do inseto polífago (figura 3), um 

lepidóptero coloração parda com cerca de 20 mm de envergadura pertencente da família 

Pyralidae (COELHO , 2007). A fêmea deposita em 4 ou 5 dias, entre 200 e 300 ovos, 

sobre a farinha e outros alimentos. A larva mede aproximadamente 12 mm de comprimento e 

é bastanta voraz. Na medida em que se alimenta vai tecendo fios de seda que podem formar 

massas compactas, obstruindo por vezes, a maquinaria e tubulações dos moinhos de trigo 

(TECNIGRAN, 2013) 

 

  Zeller. (A) Ovos (Turatti, C.O.); (B) Larva de 4º instar (Guimarães, 

L.C.); (C) Pupas (Bezerra, C.S.) e (D) Inseto adulto (Bezerra, C.S.) 

 

 

 As enzimas digestivas são também denominadas peptidases (peptídeo�hidrolases, EC 

3.4) responsáveis pela clivagem das ligações peptídicas. São encontradas na região do 

intestino médio do inseto e subdivididas em exopeptidases ( EC 3.411�19) e endopeptidases 

ou proteinases (EC 3.421�24). As exopetidases removem aminoácidos da extremidade N�

terminal (aminopeptidases, EC 3.4.11) ou C�terminal (carboxipeptidases, EC 3.4.16�18), e as 

endopetidases clivam ligações peptídicas internas (BOLTER e JONGSMA, 1997).  
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 As proteinases são divididas em quatro subclasses com base no aminoácido do sítio 

ativo responsável pela catálise: serino, cisteíno, aspartato e metaloproteinases (TERRA e 

FERREIRA, 1994). Um quinto grupo, treonina�proteinases, tem sido proposto por alguns 

autores. Estas enzimas são muito semelhantes às serinoproteinases, entretanto esse quinto 

grupo apresenta um resíduo de treonina ao invés de uma serina envolvida na catálise 

(BARRETT , 1998). 

A maioria das moléculas de alimentos a serem digeridas são pólímeros e, neste caso, 

proteínas. Estão são digeridas em três etapas: I) A digestão inicial ou primáriae ocorre no 

interior  da membrana peritrófica e consiste na disperesão e redução do tamanho dos 

polipeptídeos. Nesta etapa da digestão é realizada por proteinases, resultando em 

oligopeptídeos e este processo exige proteinases de diferentes especificidades, sendo que 

em insetos, endopeptidases das classes serina, cisteína e aspártico já foram descritas 

envolvidas no processo digestivo. II) Digestão intermediária ocorre, frequentemente, no 

espaço ectoperitrófico, estas moléculas são novamente reduzidas a dímeros por ação das 

amino e carboxi�peptidases. III) Por último, a digestão final terá redução dos dímeros à 

monômeros na superfície das células intetinais por ação de dipeptidases.  

Dentre as endopetidases envolvidas na digestão em insetos fitófagos, as enzimas da 

classe serino e cisteino proteinases são as duas principais que ocorrem na maioria dos 

Lepidopteros e Coletopteros, respectivamente (TERRA & FERREIRA, 1994) 

 

 

Como visto anteriormente, as estratégias utilizadas pelas plantas a fim de se defender 

dos insetos herbívoros são muito diversas, incluindo diferentes tipos de proteínas inseticidas 
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(CARLINI , 2002; MICHIELS , 2010; SILVA & SAMUELS, 2011). Algumas das 

proteínas que apresentam propriedades tóxicas são as lectinas, proteínas inativadoras do 

ribossomo, inibidores de α�amilase, canatoxina e os inibidores de proteinases (CARLINI

, 2002). 

1.5.1 Lectinas 

As lectinas são definidas como proteínas vegetais que possuem pelo menos um 

domínio não catalítico a qual se liga reversivelmente a um mono ou oligossacarídeo 

espécifico (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; VANDENBORRE , 2011). As lectinas 

estão presentes nas plantas em grandes quantidades nas sementes e em órgãos de 

armazenamento (PEUMANS , 1995). Além disso, elas apresentam especificidade de 

carboidratos para gliconjugados presentes em organismos fora do reino vegetal, tais como 

vírus, bactérias, fungos, nematódeos ou insetos fitófagos (BOLETI , 2007; OLIVEIRA

, 2011a; SOUZA , 2011; VANDENBORRE , 2011). Por isso, foi proposto que as 

lectinas de plantas desempenham um papel na defesa geral contra uma multiplicidade de 

atacantes vegetais e também utilizado como proteína de reserva para o crescimento e 

desenvolvimento da planta (PEUMANS , 1995).  

1.5.2 Proteínas inativadoras de ribossosomos 

As proteínas inativadoras de ribossosomos ou RIPs provocam danos a ribossomos, 

impedindo a síntese de proteínas (STIRPE & BATTELLI, 2006). Esta classe de proteína 

inseticida pode ser dividida em 3 subclasses: RIP do tipo I, constituídas de cadeias 

polipeptídicas simples de aproximadamente 30 kDa e com atividade enzimática; de tipo II 

que possuem 2 cadeias polipeptídicas uma de aproximadamente 30 kDa com atividade 

enzimática e outra de aproximadamente 35 kDa  com propriedades de lectina e a RIP do tipo 

III, sintetizada como precursor inativo (proRIP), que necessita sofrer um processamento 



27 
 

proteolítico para formarem RIP ativas (STIRPE , 2006). A RIP do tipo I é frequentemente 

encontrada em plantas e em diferentes concentrações, sendo que algumas dessa são 

consumidas que é o caso do espinafre (ISHIZAKI , 2002) e o tomate (BARBIERI , 

2006). Apenas algumas RIPs do tipo II são conhecidas como a ricina e abrina que são 

altamente tóxicas (OLSNES, 2004). 

1.5.3 Inibidores de α$amilase 

As α�amilases constituem uma família de endoamilases que catalisam a hidrólise de 

ligações glicosídicas a�1,4 do amido, glicogênio e outros carboidratos (FRANCO , 2002). 

Essas enzimas são muito importantes para o desenvolvimento e a sobrevivência de larvas 

e/ou adultos, especialmente daqueles insetos que se alimentam de grãos ricos em amido. Os 

inibidores de α�amilase ocorrem em várias espécies vegetais como parte do seu mecanismo 

de defesa. Quando a ação das amilases é inibida, a nutrição do organismo é prejudicada, 

estabelecendo um quadro de falta de energia que pode levar à morte (CARLINI , 1997). 

Dentre os inibidores mais estudados, destaca�se o α�AI1, encontrado nos grãos do 

feijão , que inibe α�amilases de diversos insetos�praga, como: 

, ,  , 

;  e  (PUEYO , 1995; 

TITARENKO & J. CHRISPEELS, 2000; VALENCIA , 2000). 

1.5.4 Canatoxina  

A canatoxina é uma potente proteína neurotóxica isolada das sementes do feijão 

. Esta proteína comporta�se como dímeros ligados não�covalentemente 

de massa próxima a 95 kDa, que podem constituir até 0,5% do peso sedo das sementes 

(CARLINI , 2002). O padrão de acúmulo durante o processo de maturação das 

sementes sugere um importante papel fisiológico que pode ser relacionado à defesa vegetal 
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(OLIVEIRA, 2011). CARLINI  (1997) realizaram um ensaio alimentar com diferentes 

insetos para avaliar esta hipótese e observaram uma importante atividade inseticida desta 

proteína para insetos pertencentes a diferentes ordens: Lepidoptera, Orthoptera, Diptera, 

Coleoptera e Hemiptera.  

 

 

Sua existência na natureza foi relatada pela primeira vez no século XIX por FERMI & 

PERNOSSI (1894), apresentando a capacidade de inibir a atividade catalítica de enzimas 

proteolíticas. Além disso, eles são considerados moléculas extremamente estáveis, 

resistentes a variações de pH, temperatura, agentes desnaturantes e à proteólise por 

proteinases, sendo que essa estabilidade pode ser atribuída à presença de pontes dissulfeto 

e a outras interações não covalentes (BIRK, 2003; OLIVEIRA , 2012).  

Estas moléculas são encontradas em bactérias, fungos, animais, no entanto, são mais 

estudados em famílias de plantas como Fabaceae, Poaceae e Solanaceae, sendo 

detectadas em órgãos vegetativos, reprodutivos e de reserva (MACEDO et al., 2009). 

Estudos apontam que em plantas, os inibidores apresentam variadas funções, podendo 

atuar como reguladores de proteases endógenas, proteínas de reserva e como agentes de 

defesa vegetal contra insetos, microrganismos e outros animais herbívoros (RYAN, 1990). 

Tradicionalmente, estas moléculas têm sido agrupadas em famílias conhecidas como 

Kunitz, Bowman�Birk, batata I e II, squash, cevada e cistatinas (RICHARDSON, 1991; BIRK, 

2003; OLIVA , 2011)  
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1.6.1 Complexo enzima$inibidor 

Os IPs são específicos para cada um das 4 classes de enzimas proteolíticas e 

baseados na sequência de aminoácidos e na constituição de seus sítios reativos, são 

classificados em inibidores de serino, cisteíno, aspártico e mataloprotease (RICHARDSON, 

1991). A inibição da atividade catalítica é alcançada pela interação entre o sítio reativo do 

inibidor e o sítio catalítico enzimático formando um complexo como observado na figura 3. 

 

 A interação entre o inibidor e a serinoproteinase semelhante à tripsina de um inseto. O 

inibidor tem um sítio reativo com um número de ligações de hidrogênio que unem com o sítio ativo da 

enzima. Um resíduo de lisina (H3N) nos projetos da cadeia de P1 para o S1, em que inúmeras 

interações ocorrem semelhantes aos da união com o substrato. Foto adaptado de Bode e Huber 

(2000). 

 

Na Figura 4 podemos observar a representação da estrutura tridimensional de um 

inibidor de tripsina (ILTI) isolado de sementes de Inga laurina (MACEDO , 2007b) Este 

inibidor pertence à família Kunitz de inibidores de serinoprotease e apresenta uma massa 
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molecular de 20 kDa. Além da região N�terminal e C�terminal, está presente o aminoácido 

lisina localizado na posição 64 (Lys64). Tal resíduo está presente no sítio reativo de ILTI e é 

reconhecido, especificamente, pelo sítio de ligação primário da enzima tripsina (Figura 4A), e 

por isso é denominado resíduo P1. Esta característica, a presença de uma lisina na posição 

P1, determina que ILTI seja específico para serinoproteases do tipo tripsina. Na figura 1B, 

ainda é possível observar as interações moleculares formadas durante o complexo enzima�

inibidor. O átomo de oxigênio do resíduo de Lisina 64 interage com o grupo hidroxila do 

resíduo de Serina 195, formando uma ponte de hidrogênio de 2,92 Å. Esta interação é 

favorecida pela atração que os resíduos Histidina 57 e Aspartato 102 promovem ao redor do 

resíduo Serina 195, também representada na figura 4B como linhas pontilhadas (MACEDO

, 2011c). Além das pontes de hidrogênio, outros elementos como forças de van der 

Waals e interações hidrofóbicas estão envolvidas nas interações entre os inibidores e as 

proteases (BIRK, 2003).  
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 Representação da estrutura tridimensional do inibidor de tripsina de . 

(A) Visão geral da formação do complexo entre o inibidor e a enzima tripsina e (B) detalhe da 

Interação entre o resíduo de Lisina 64 e os resíduos da tríade catalítica (Ser195, His57 e 

Asp102) presentes no sítio catalítico durante a formação do complexo (adaptado de 

MACEDO et al., 2011) 

1.6.2 Inibidores de serinoproteases 

 A proteólise é um processo extremamente controlado e catalisado por enzimas 

proteolíticas, as quais são classificadas em quatro grandes grupos: proteases serínicas, 

cisteínicas, aspárticas e metaloproteases (CARLINI , 2002). Serinoproteases são as 

mais estudadas e presentes em vírus, procariotos e eucariotos, sugerindo vital importância 

para a sobrevivência dos organismos (PILON , 2006). Assim, um grande número de 

inibidores proteicos tenha sido descritos e extensivamente estudados no intuito de elucidar 

suas propriedades estruturais e funcionais (BODE & HUBER, 1993; OLIVA , 2011) e sua 

interferência na nutrição dos organismos.  

Em plantas, os inibidores de serinoproteases diferentes atuações lhe têm sido 

atribuídas, incluindo a atuação como proteínas de reserva (CARLINI , 2002), 

reguladores da atividade proteolítica endógena (RYAN & PEARCE, 1998), participantes em 

muitos processos de desenvolvimento incluindo a morte celular programada e como 

componentes associados à resistência de plantas contra insetos e patógenos (CARLINI

, 2002). Além disso, são divididos em duas famílias estruturalmente distintas baseada nas 

diferentes seqüências de aminoácidos: Bowman�Birk e Kunitz(OLIVA , 2011). 

1.6.2.1 Família Bowman$Birk 

 A família Bowman�Birk é constituída de pequenos polipeptídeos (8�11 kD) encontrados 

em plantas da família Fabaceae (RAO & SURESH, 2007) e Poaceae (RAJ , 2002; 
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PARK , 2004). Eles possuem dois sítios reativos com a capacidade de inibir 

simultaneamente e independentemente duas proteases distintas, como tripsina e 

quimiotripsina e por isso são conhecidos como “inibidores de dupla�cabeça” (BODE , 

1993; CARLINI , 2002).  

1.6.2.2 Família Kunitz 

A família Kunitz é melhor caracterizada, provavelmente devido sua abundância em 

sementes (BIRK, 2003; OLIVA , 2011). São proteínas de peso molecular entre 18�22 

kDa, constituídos de uma ou duas cadeias polipeptídicas. Poucos resíduos de cisteína estão 

presentes (normalmente 4 resíduos formando duas pontes dissulfeto) e há presença de um 

resíduo de arginina em seu único sítio reativo (CARLINI , 2002; OLIVA , 2011). 

Algumas diferenças entre estruturas primárias e topologia são observadas, no entanto, a 

estrutura e mecanismo de ação são bem preservados entre os inibidores de serinoproteases. 

 

 

A contínua necessidade de aumentar a produção de alimentos requer o 

desenvolvimento e a aplicação de ferramentas biotecnológicas inovadoras capazes de 

oferecerem variedades de culturas melhoradas, oportuna e economicamente rentáveis (HAQ

, 2004). 

 Um marco nesse campo foi à introdução de genes de proteínas entomotóxicas da 

bactéria  (Bt) em plantas. A bactéria foi primeiramente descoberta no 

Japão em 1902 (BABU , 2003) e as delta�endotoxinas, toxinas Bt ou ainda conhecidas 

como toxinas Cry, são proteínas com propriedades inseticidas produzidas durante a fase da 

esporulação, que tem sido utilizada como inseticida comercial por mais de duas décadas. 
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Elas são dissolvidas pelo suco alcalino no lúmen intestinal e convertidas pelas proteases do 

inseto alimentado em fragmentos tóxicos (BABU  2003). Dessa forma, agrupam�se em 

oligômeros, criando poros na membrana intestinal, levando à morte do inseto pela 

descompartimentalização gerada. As primeiras culturas transgênicas de milho, algodão e 

batata resistentes a insetos expressando genes Bt foram lançadas comercialmente nos 

Estados Unidos em 1995 (FAN & WU, 2005), e desde 1996 ao ano 2000 a área plantada de 

culturas transgênicas aumentou de 1,7 para mais de 44 milhões de hectares (BABU ., 

2003). 

No entanto, existem algumas limitações no uso de plantas Bt que devem ser 

consideradas, por exemplo: 1) a persistência da toxina Bt ao longo de todo o período de 

crescimento da planta seleciona intensivamente a resistência de insetos e (HAQ , 2004) 

2) a variedade de insetos que podem ser controlados por estas toxinas é relativamente 

pequena (HAQ , 2004). Além disso, outro ponto importante é que a atividade inseticida 

exercida pelas proteínas Bt tem um complexo modo de ação, já que muitas classes destas 

pró�toxinas devem ser proteoliticamente ativadas para exercerem seu papel funcional 

(OLIVEIRA & MACEDO, 2011b). Uma série de trabalhos baseados em observações de 

laboratório, estufa e campo sobre a resistência de insetos a plantas expressando proteínas 

Bt tem sido relatada (TABASHNIK , 2000), apesar do curto espaço de tempo 

transcorrido desde o início de sua comercialização. TABASHNIK  (2008) observaram 

que  desenvolveu resistência ao algodão Bt cultivado no Arkansas e 

Mississipi, nos Estados Unidos.  
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Inúmeros trabalhos evidenciam a atividade inseticida de inibidores para as diferentes 

famílias de insetos (DUNSE , 2010; RAMOS , 2012; SILVA , 2012; MACHADO

, 2013). Inibidores de serino e cisteínoproteases frequentemente apresentam efeitos 

deletérios quando introduzidos na alimentação de insetos das ordens Lepidoptera e 

Coleoptera, respectivamente (CARLINI , 2002).  

A ingestão desses inibidores faz com que as enzimas digestivas do inseto responsável 

pela proteólise fiquem inibidas com observado na figura 5. Dessa forma, impede degradação 

das proteínas, conseqüentemente, diminui a disponibilidade de aminoácidos afetando o 

crescimento, desenvolvimento e reprodução dos insetos (BODE , 1993; MACEDO , 

2010) 

 

 

 Representação do processo digestório na presença de inibidores de protease. O 

esquema mostra que uma parcela das enzimas é temporariamente inativada pela formação 

do complexo enzima�inibidor, diminuindo a eficiência do processo de digestório. Adaptado de 

OLIVEIRA MACEDO (2011b).
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 Pelo fato dessa atividade inseticida, a transformação de plantas com genes de 

inibidores enzimáticos como uma ferramenta biotecnológica alternativa no combate de 

insetos�praga vem sendo estudada. A expressão destes nas plantas pode ser associados a 

fortes promotores para expressá�los em níveis relativamente altos em intervalos de tempos 

específicos (MOCHIZUKI , 1999) em tecidos particularmente vulneráveis ao ataque, 

como sementes, ou ser induzido a expressão através de ferimentos no tecido atacado pela 

mastigação, como as folhas (ESTRUCH , 1997; MOCHIZUKI , 1999). 

 A expressão de inibidores em plantas transgênicas foi primeiramente demonstrado por 

HILDER  (1987), através da expressão do gene do inibidor de tripsina (CpTI) do feijão 

caupi ( ) em tabaco, conferindo resistência a uma grande variedade de 

insetos�praga, incluindo espécies dos gêneros Heliothis e Spodoptera (Lepidoptera), 

Diabrotica e Anthonommous (Coleoptera) e Locusts (Ortoptera) (GATEHOUSE , 1992). 

Na revisão bibliográfica de FAN & WU (2005) são apresentados mais de 50 trabalhos de 

plantas transgênicas expressando inibidores de diferentes famílias resistentes a insetos, com 

esta característica passada por várias gerações. Contudo, plantas transgênicas expressando 

IP ainda não são comercializadas. Além de apresentar atividade inseticida, os inibidores 

vegetais são efetivos contra nematoides, vírus, bactérias e fungos patogênicos, podendo 

exercer um efeito protetor cumulativo para as plantas.  

 Apesar de todos os benefícios, os genes de IP apresentam certas limitações: uma das 

mais preocupantes é que diferentes espécies de insetos são afetadas diferencialmente 

quando alimentadas com o mesmo inibidor (COWGILL & ATKINSON, 2003). Considerando a 

alta complexidade das interações entre protease/inibidor e a diversidade de enzimas 

proteolíticas utilizadas pelas diversas pragas no processo de digestão do alimento, a escolha 

de um IP e sua especificidade representa um ponto crucial no sucesso de qualquer 
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estratégia de controle que dependa da inibição enzimática (OLIVEIRA & MACEDO, 2011b). 

Primeiramente, a escolha de um inibidor deve ser baseada em um profundo entendimento do 

sistema biológico de uma praga específica, baseado em testes e .  

 

 

 Estudos bioquímicos e de expressão gênica das proteases intestinais de insetos em 

resposta a inibidores começaram a elucidar as respostas adaptativas dos insetos aos 

mesmos (JONGSMA , 1995; ZHU�SALZMAN & ZENG, 2008; OLIVEIRA , 2013). 

Insetos respondem aos inibidores com uma variedade de mecanismos compensatórios, 

incluindo a produção elevada de proteases, produção de novas isoformas de proteases 

insensíveis ao inibidor ou a neutralização dos inibidores através da degradação proteolítica 

(ZHU�SALZMAN , 2003; OPPERT , 2005; PETEK , 2012; HIVRALE , 

2013; STEVENS , 2013).  

 NANDI  (1999) mostraram que a expressão de um gene de inibidor de tripsina de 

soja em plantas de tabaco transgênicas falham em conferir resistência contra 

. Alguns insetos fitófagos, incluindo a  praga de muitas solanáceas 

como a batata se adaptaram aos inibidores da protease de suas plantas hospedeiras. A 

sobrevivência e o desenvolvimento larval não foram afetados pela presença de tais 

moléculas na sua dieta. Portanto, pesquisadores verificaram que eles têm a capacidade de 

expressar proteases que são insensíveis aos inibidores (DUNSE , 2010; STEVENS

, 2013). GATEHOUSE  (1998) demonstraram que  apresenta 18 genes 

que codificam para tripsina e 14 que codificam para quimotripsinas. O nível de proteinases 

do tipo quimotripsinas foi significativamente aumentado enquanto que o nível das tripsinas 

não foram alterados devido à presença de inibidores. BROADWAY (1995) demostrou que a 
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exposição crônica dos insetos a inibidores de proteinases promove a produção de enzimas 

digestivas parcialmente resistentes. PAULILLO  (2000) encontraram alterações na 

expressão de serinoproteinases em  com aparecimento de uma nova 

atividade tríptica e um aumento significativo na atividade quimotríptica do inseto alimentados 

com inibidores de proteinases de soja, sugerindo que as enzimas digestivas tenham sofrido 

alterações nos aminoácidos que circundam o sítio de ligação, resultando em uma fraca 

interação com os inibidores.  

Estas respostas adaptativas são resultados da coevolução planta�inseto. Assim, 

pesquisas atuais buscam identificar inibidores com alta atividade contra insetos�praga.
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O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial inseticida de um inibidor de 

proteinase de sementes de  (IVTI) sobre o desenvolvimento de  

tanto fisiológico quanto bioquímico.  

 

� Purificar e isolar o inibidor de proteinase de sementes de ; 

� Verificar o potencial inseticida  sobre diferentes insetos�praga; 

� Analisar o efeito  de IVTI sobre o desenvolvimento de ; 

� Observar o consumo e utilização do alimento por  na presença e 

ausência de IVTI. 

� Examinar os efeitos sobre a atividade enzimática digestiva de  quando 

submetidas num período de curto e longo prazo a dieta contendo IVTI; 

� Verificar alteração no excremento de  quando submetida à dieta com 

IVTI; 

� Analisar a resistência a degradação do IVTI pelas proteases intestinais de 

; 

� Examinar possíveis alterações das enzimas proteolíticas do homogenato intestinal das 

larvas de  em zimograma após ter submetida à dieta contendo IVTI; 

� Averiguar os prováveis mecanismos de adaptação do inseto quando submetidos a 

dietas artificiais contendo inibidor. 
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Inga vera 

 

As sementes de  foram cedidas pelo banco de sementes do  Laboratório de 

Purificação de Proteínas e suas Funções Biológicas da Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul. Estas sementes foram secas em estufa à 37ºC e, posteriormente, 

acondicionadas em freezer a �20ºC.  

 

 

Oito espécies de insetos�praga pertencentes à ordem Lepidoptera, divididos entre as 

famílias Noctuidae: ,  ,  , 

  e  ; Crambidae:  ; e Pyralidae: 

  e  . Os insetos pertencentes a família Noctuidae e 

Crambidae foram cedidos pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra, do Laboratório de 

Biologia de Insetos, Departamento de Entomologia, ESALq, Piracicaba. Enquanto, os insetos 

da família Pyralidae foram fornecidos pelo Laboratório de Purificação de Proteínas e suas 

Funções Biológicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.  
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  Willd: (A) Árvore, (B) Flor, (C) Folha e (D) Frutos e sementes. Fotos: Bezerra, 

C.S, Biogeodb (http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/) e Colecionando frutas 

(http://www.colecionandofrutas.org/ingavera.htm) 
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Insetos�praga utilizados no estudo. (A) Adulto de ; (B) Larva de 

; (C) Adulto de ; (D) Larva de ; (E) Adulto de 

; (F) Larva de ; (G) Adulto de ; (H) Larva de ; (I) Adulto de 

; (J) Larva de ; (L) Adulto de ; (M) Larva de 

; (N) Adulto de  ; (O) Larva de ; (P) Adulto de 

 e (Q) Larva de . Fotos: Bezerra, C. S ou bugguide 

(http://bugguide.net/node/view/15740) 



42 
 

 

I. vera

1.1.1 Obtenção da farinha das sementes de I. vera 

As sementes de foram trituradas em moinho elétrico a 27.000 rpm e peneiradas 

até se obter uma farinha fina. Para retirar o excesso de óleo dessas sementes realizou�se o 

processo de delipidação utilizando hexano. Após essa etapa, a farinha foi seca e 

acondicionada em frascos escuros e hermeticamente fechadas até sua utilização. 

1.1.2 Obtenção do extrato bruto 

À farinha da semente adicionou�se tampão fosfato de potássio 100 mM pH 7,6, na 

relação 1:10 (p/v), sob agitação constante durante 3 horas à 25ºC.  Após a homogeneização, 

o material foi centrifugado a 7500g durante 30 minutos, obtendo um precipitado que foi 

descartado e um sobrenadante chamado de extrato bruto (EB) que foi dialisado e liofilizado, 

sendo posteriormente, utilizado nas etapas de purificação.  

1.1.3 Cromatografia de troca iônica DEAE$Sepharose 

Uma quantidade de EB (50mg) foi dissolvida em 1,5 mL de tampão Tris�HCl 50 mM 

pH 8,0. O material foi centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos e aplicado em coluna DEAE�

sepharose equilibrada com o mesmo tampão. Um gradiente salino de NaCl de 0�1 M foi 

utilizado para eluir as proteínas adsorvidas, sendo coletadas frações de 3 mL num fluxo de 

40 mL/h. A detecção das proteínas foi feita a 280 nm. 

1.1.4 Cromatografia de afinidade Sepharose$tripsina 

O segundo pico da DEAE�Sepharose (D�II), eluído com gradiente salino (NaCl 0�1 M), 

foi dialisado, liofilizado e aplicado (8 mg) em coluna de afinidade Sepharose�Tripsina. A 

coluna foi equilibrada com tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 7,6, com 100 mM de NaCl. A 
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eluição do material retido foi feita com HCl 0,1M num fluxo de 30 mL/h, onde frações de 1,5 

mL foram coletadas. A detecção das proteínas foi feita a 280 nm. O pico eluído om HCl (ST�

II), foi dialisado, liofilizado e nomeado IVTI.  

 

 

 A concentração de proteína nas amostras foi determinada de acordo com o método de 

BRADFORD (1976), utilizando como proteína padrão para as quantificações albumina sérica 

bovina a 1 mg/mL. 

 

 

A extração das proteases intestinais foi realizada de acordo com MACEDO  

(2010). As larvas foram imobilizadas em gelo e tiveram seus intestinos removidos com auxílio 

de pinças. Os intestinos foram colocados em solução salina isotônica (NaCl 150 mM) e 

macerados com um homogeneizador de tecido (Potter�Elvehjem). O homogenato obtido foi 

centrifugado a 14.000 rpm por 20 min à 4ºC. O sobrenadante foi coletado, aliquotado, 

conteúdo proteico quantificado e utilizado nos ensaios de atividade enzimática ou 

armazenados a �20ºC.  

 

 

As fezes de  alimentadas cronicamente em dietas sem ou contendo 

inibidor foram coletados e homogeneizado em NaCl 150 mM sobre o gelo com auxílio de um 
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homogeneizador (Potter�Elvehjem). O extrato fecal foi centrifugado a 14.000 rpm por 20 min 

à 4ºC. O sobrenadante foi separado e usado como fonte de enzima para ensaios 

enzimáticos, zimograma ou armazenados a �20ºC. 

 

in vitro

 

A atividade inibitória de IVTI foi testada contra as proteases intestinais de 8 espécies de 

insetos�praga: , , ,  e  ;  

;   e  . As larvas foram criadas em dieta artificial e 

permaneceram na mesma até atingirem o 4º instar e ,então, foi feita a extração das 

proteases intestinais de acordo com método descrito acima. Para analisar a capacidade de 

IVTI inibir, , as tripsinas dos insetos�praga acima diferentes concentrações de IVTI (0�

0,5 dg) foram utilizadas junto a concentrações fixas de amostras do homogenato intestinal (2 

dg). Após o período de incubação de 10 minutos, a atividade da tripsina foi verificada 

conforme o método que será descrito abaixo no tópico ensaios enzimáticos. Todos os 

ensaios foram realizados em triplicadas e a atividade das amostras sem o inibidor foi 

considerada como 100%. 

 

in vivo A. kuehniella 

 

Com base no ensaio , a praga foi escolhida para os ensaios  

a fim de avaliar a atividade biológica do inibidor.  IVTI foi adicionado à dieta artificial em uma 

proporção de 1,0% do peso total da dieta. Uma dieta sem adição de inibidor foi usada como 

grupo controle. A dieta artificial foi preparada pela mistura de trigo integral e germe de trigo 



45 
 

(3:2). O bioensaio foi realizado em tubos de plástico contendo 200 mg de dieta onde quatro 

larvas neonatas foram colocadas, com um total de 10 repetições (n=40). Quando as larvas 

atingiram o quarto (21 dias) e o quinto instar (26 dias) em condições padrões, o efeito sobre 

o peso e a sobrevivência larval foi observado. O peso das pupas e a emergência dos adultos 

foram determinados no primeiro dia seguinte a pupação e mediante a emergência dos 

adultos, respectivamente.  

 

 

Os parâmetros do consumo e utilização do alimento foram comparados entre as larvas 

alimentadas em dieta controle e dieta contendo IVTI 1% ao fim do 4º instar. Além do peso 

larval, a dieta não consumida e as fezes produzidas separadas e pesadas foram utilizadas 

para o cálculo dos índices nutricionais, de acordo com o método de WALDBAUER (1968). 

Quatro parâmetros foram analisados: Eficiência de Conversão de alimento Ingerido (ECI), 

Eficiência de Conversão de alimento Digerido (ECD), Digestibilidade Aparente (AD) e Custo 

Metabólico (CM), que foram calculados utilizando as seguintes fórmulas: 

 

– estima a percentagem do alimento ingerido que foi transformado em biomassa.  
ECI = B x 100 

I 
– estima a percentagem do alimento digerido convertido em biomassa.  

ECD = B x 100 
  I�F 

– representa a percentagem do alimento ingerido que é efetivamente assimilado 

pelo inseto. É uma aproximação da tomada real de nutrientes através das paredes do 

intestino.  

AD = I�F x 100 

I 
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– representa a percentagem do alimento metabolizado em energia para 

manutenção dos processos vitais.  

CM = 100 – ECD 

Onde,  

peso médio das larvas  

alimento consumido  

produtos de excreção  

alimento assimilado  

 

 

Larvas neonatas de  foram alimentadas em dieta artificial sem inibidor ou 

contendo IVTI 1% até o quarto instar (21 dias) e quinto instar (26 dias) e então elas foram 

removidas e dissecadas para preparação do homogenato intestinal que foi utilizado para os 

ensaios enzimáticos. O bioensaio foi realizado em tubos de plástico contendo 200 mg de 

dieta onde quatro larvas neonatas foram colocadas, com um total de 10 repetições (n=40). 

Os resultados experimentais são a média de três bioensaios independentes.  

 

 

As larvas de da colônia desenvolvendo em dietas artificiais em condições 

padrões foram transferidas no início do quarto instar para dietas experimentais (controle e 

IVTI 1%) e expostas ao tratamento por 72h. Após esse período, as larvas do grupo controle 

metade foram dissecadas e outra metade permaneceu na dieta por mais 72h. Em relação às 

larvas submetidas à dieta contendo IVTI 1%, metade foi dissecada e outra metade foi 
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transferida para tubos plásticos contendo somente dieta sem inibidor por mais 72h, 

denominado grupo 144h e, então, dissecadas. O bioensaio de curto prazo foi realizado em 

tubos plásticos contendo 500 mg de dieta onde dez larvas foram colocadas, com um total de 

seis repetições (n=60). A atividade enzimática do grupo 72h e 144h foram analisadas. Os 

resultados experimentais são a média de três bioensaios independentes  

 

 

A atividade enzimática das proteases do intestino médio das larvas e do extrato fecal foi 

realizada em microplacas de acordo com OLIVEIRA  (2013). Para atividade tríptica, uma 

solução estoque de BApNA (100 mM) foi, primeiramente, preparada em DMSO e então 

diluído para solução de uso (1 mM) em tampão Tris�HCl 50 mM pH 8,0. Amostras de 2 dg do 

homogenato intestinal ou fecal foram incubados com tampão Tris�HCl 50 mM pH 8,0 por 10 

min e, então, 200 dL de BApNA (1 mM) foi adicionado, completando para o volume final de 

270 dL. O ensaio foi executado por 30 min à 37ºC. Para atividade quimotríptica, uma solução 

estoque de Suc�AAPF�pNA (100 mM) foi preparada em uma solução de 10% de 

dimetilformamida diluída em 50 mM Tris�HCl pH 8,0 e então diluída na concentração final de 

1 mM no mesmo tampão. Amostras de 2 dg do homogenato intestinal ou fecal foram 

incubados com tampão Tris�HCl 50 mM pH 8,0 por 10 min e, então, 20 dL de Suc�AAPF�pNA 

(1mM) foi adicionado, completando para o volume final de 120 dL. O ensaio foi executado 

por 5 min à 37ºC. Para análise da sensibilidade das enzimas do tipo tripsina do intestino 

médio das larvas à inibição por IVTI, uma curva de inibição foi feita com concentrações 

crescentes de IVTI (0 – 0,5 dg) e o ensaio da atividade tríptica foi realizada como descrita 

acima. Em todos ensaios a formação do cromóforo p�nitroanilide foi determinado por 
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monitoramento da absorbância à 410 nm (VersaMax Microplate Reader, Molecular Devices, 

US)  

 

in vitro A. kuehniella

 

IVTI foi incubado com proteases do intestino médio de  de acordo com 

OLIVEIRA  (2013). As amostras de IVTI/ intestino médio na proporção proteica de 1:5 

(p/p) foi incubado à 37ºC, e um total de 7 intervalos de digestão foi usado (0; 1; 3; 6; 12; 24 e 

48h). A digestão foi interrompida por imersão dos tubos em água fervente durante 2 min e 

imediatamente em água gelada. A degradação do BSA foi usada como controle positivo da 

atividade proteolítica das enzimas intestinais. BSA foi incubado com proteases intestinais da 

larva na mesma proporção à 37ºC e um intervalo mais curto de digestão foi usado (0; 0,5; 1; 

2; 3; e 4h). As massas moleculares relativa do produto da digestão foram separadas por 

eletroforese como descrito abaixo. 

 

 

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS�PAGE) foi desenvolvida 

segundo o método de Laemmli (1970). As placas de poliacrilamida apresentam um gel de 

empilhamento e um gel de corrida. O gel de corrida foi preparada com 12,5% de 

poliacrilamida preparada em tampão Tris�HCl 150 mM, pH 8,8. O gel de empilhamento foi 

preparada com 5% de poliacrilamida utilizando�se o tampão Tris�HCl 500 mM, pH 6,8. Em 

ambos os géis são acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%, 0,025% PSA e 0,1% TEMED. A 

SDS�PAGE é realizada em um sistema duplo de mini placas SE 250 Mighty Small II (Hoefer 



49 
 

Scientific Instruments). As amostras e os marcadores de massa molecular forma dissolvidos 

em tampão de amostra ( Tris�HCl 0,08 M, pH 6,8; 10% de glicerol; 4% de SDS; 0,001% de 

azul de bromofenol). As proteínas utilizadas como marcadores de peso molecular foram: 

fosforilase (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase 

carbônica (31 kDa), inibidor de tripsina de soja ( 21 kDa) e α�lactoalbumina (14 kDa). A 

corrida eletroforética foi realizada em voltagem de 200 v à 4ºC.  

 

A. kuehniella

 

Para verificar se o inibidor era eliminado nas fezes das larvas alimentadas com o 

mesmo realizou uma SDS�PAGE, como descrito acima. Um ensaio da atividade inibitória 

utilizando o extrato fecal também foi realizado a fim de conferir se o IVTI eliminado nas fezes 

permanecia funcional, ou seja, mantinha sua atividade inibitória. Para isso, concentrações 

crescentes (0,25; 0,5; 0,75 e 1 dg) do extrato fecal foram incubados com volumes variáveis 

de tampão Tris�HCl 50 mM ph 8, seguido de 4 dL de tripsina (0,125 mg/mL). Após 10 

minutos de incubação a 37ºC, 200 uL de BApNA a 1 mM foi adicionado completando um 

volume final de 270 uL/poço. O tempo total do ensaio foi de 30 minutos. A mudança na 

absorbância a 410 nm subtraída a leitura do branco foi detectado no leitor de microplacas 

VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices). 

 

 

A atividade das proteinases presentes no fluido do intestino médio das larvas do 

bioensaio de longo e curto prazo assim como das fezes foi analisada em gel de eletroforese 
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native�page incubado com caseína 1% de acordo com método proposto por LOMATE & 

HIVRALE (2011), com algumas modificações. O homogenato intestinal e fecal (5 dg de 

proteína) foram incubados com tampão de amostra não desnaturante por 15 min à 37ºC. 

Outro grupo de amostra foram incubados, além do tampão amostra, com 6 dL de TLCK (10 

mM), inibidor específico da enzima tripsina. Assim, as amostras foram eletroforeticamente 

separadas em um gel native�PAGE (gel de empilhamento 4% e de corrida 10%) numa 

voltagem de 120 v a 4ºC. Então, o gel foi lavado com água destilada e equilibrado em 

tampão Glicina�NaOH 100 mM pH 10 por 15 min. Após o equilíbrio, o gel foi colocado em 

solução de caseína 1% diluída no mesmo tampão de equilíbrio e incubado por 1h à 37ºC. Por 

último, o gel foi corado com Coomassie Brillhante Blue R�250 e descorado. As bandas 

brancas visualizadas contra o fundo azul indicam atividade proteolítica.   

 

 

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

bioquímicos foram submetidos à análise da variância e as médias comparadas pelo teste de 

Tukey ao nível de 5% de probabilidade (ANOVA) 
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1.1.1 Cromatografia em coluna de DEAE$Sepharose 

O cromatograma (figura 8) obtido a partir da aplicação do EB de  na coluna de 

troca iônica DEAE�Sepharose apresentou um primeiro pico  D�1 eluido antes do gradiente 

salino e a presença de dois picos, D�II e D�III, eluidos em torno de 0,2 – 0,4 M de NaCl, 

respectivamente. Entretanto, apenas o pico D�II apresentou atividade inibitória sendo, então, 

dialisado, liofizado e utilizado para próxima etapa de purificação.  

0 10 20 30 40 50 60 70 80

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

A
b

so
rb

â
n

ci
a

 2
8

0
 n

m

Tubos

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

 [N
a

C
l]

 

Perfil cromatográfico DEAE�Sepharose, coluna equilibrada com tampão Tris�HCl 0,05M, pH 

8,0. Frações de 3 mL foram coletadas num fluxo de 40 mL/h. Gradiente Salino de NaCl (0�1 M). A 

detecção das proteínas foi acompanhada a 280 nm. A fração que apresentou atividade inibitória está 

evidenciada por uma barra. 
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1.1.2 Cromatografia em coluna de Sepharose$tripsina 

A fração D�II da DEAE�Sepharose foi submetido à cromatografia de afinidade 

Sepharose�tripsina, apresentando dois picos de proteínas no seu perfil cromatográfico, um 

anterior (ST�I) e um posterior (ST�II) à eluição da coluna com HCl 0,1M (Figura 9). Apenas o 

pico ST�II apresentou atividade inibitória, sendo então dialisado, liofilizado e denominado 

IVTI. 
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 Perfil cromatográfico Sepharose�Tripsina, coluna equilibrada com tampão fosfato de sódio 

0,1 M com 0,1 M de NaCl, pH 7,6. Frações de 1,5 mL foram coletadas num fluxo de 30 mL/h. A 

eluição da proteína ligada a resina foi realizada com HCl 0,1 M. A detecção das proteínas foi 

acompanhada a 280 nm. O pico que apresentou atividade inibitória está evidenciado por uma barra. 

1.1.3 Tabela de purificação do inibidor 

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos nas etapas de purificação do inibidor. 
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 Purificação do inibidor de  

 

1.1.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 

 

A figura 10 mostra as frações obtidas nas etapas de purificação de IVTI. Nota�se que 

IVTI é uma proteína constituída por uma única cadeia polipeptídica de massa molecular 

aparente de 20 kDa mesmo em condições redutoras, na presenda de 100 mM DTT.  

 

SDS�PAGE 12,5% das etapas de purificação do IVTI: (M) Marcador de peso 

molecular; (1) Extrato bruto; (2) Cromatografia de troca iônica (DEAE�II); (3) Cromatografia 

de afinidade (ST�II) e (4) Cromatografia de afinidade (ST�II) com 100 mM de DTT. 
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in vitro

 

A análise da atividade inibitória de IVTI contra as proteases intestinais de alguns 

insetos�praga mostrou a formação de dois grupos de tripsinas de acordo com a sua 

sensibilidade de inibição. O primeiro grupo é representado pelas tripsinas insensíveis às 

quais foram fracamente inibidas por IVTI observado nas larvas de  e 

 que apresentaram uma atividade residual de 86% e 63%, respectivamente. Já o 

segundo grupo é formado pelas tripsinas sensíveis que foram fortemente inibidas por IVTI 

observado nas larvas de , , , e  

com atividade residual variando de 32 a 9% (Figura 11).  
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 Atividade inibitória de IVTI, , contra proteases intestinais de larvas de 4º instar de 

insetos�praga de grande importância econômica.
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in vivo A. kuehniella 

 

As larvas alimentadas em dieta controle apresentaram um peso larval médio de 8,75 ± 

0,56 mg e 22,37 ± 0,87 mg, no quarto e quinto instar, respectivamente. Já as larvas 

alimentadas com IVTI 1% foi de 4 ± 0,72 mg e 10,63 ± 0,96 mg, ocorrendo uma redução 

significativa de 54% nas larvas de quarto instar e de  52% nas de quinto instar em relação ao 

controle (Figura 12).  
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. Peso médio das larvas de 4º e 5º instares de alimentadas com dieta artificial 

na ausência ou presença de IVTI 1%. Foto: Variação do tamanho das larvas de (1) 4º instar e (2) 5º 

instar alimentadas em dieta controle (esquerda) ou contendo IVTI 1% (direita). Letras diferentes 

indicam que houve diferenças estatisticamente significativas (p<0,05).  

 

(1) (2) 



56 
 

Em relação à sobrevivência em ambos os instares alimentados com IVTI mostrou uma 

mortalidade significativa de 15% (Figura 13). 
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Taxa de sobrevivência das larvas de 4º e 5º instares de alimentadas com 

dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Letras diferentes indicam que houve diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05).

A tabela 3 mostra que o consumo de IVTI não afetou o peso das pupas, o período 

pupal e a emergência dos adultos. Entretanto o período larval foi prolongado em 8 dias até 

atingirem a fase de pupa.  
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 Efeito de IVTI sobre o desenvolvimento de . 

 

  

4º instar 8,75 ± 0,56a 4 ± 0,72b 

5º instar 22,37 ± 0,87a 10,63 ± 0,96b 

  

Macho 22,34 ± 1,37a 21,45 ± 1,69a 

Fêmea 26,75 ± 1,18a 25,81 ± 1,40a 

30,71 ± 1,31a 38,77 ± 1,07b 

8,15 ± 1,64a 7,05 ± 2,81a 

100a 100a 

4º instar

5º instar

 

100 a 

100 a 

 

85,14  ± 2,94b 

85,14  ± 2,94b 

Letras diferentes indicam que a diferença entre os tratamentos são significantes (ANOVA, p<0,05) 

 

 

As figuras 14 e 15 mostram os efeitos de IVTI no consumo da dieta e na quantidade de 

fezes produzidas pelas de quarto instar de . IVTI causou uma diminuição de 

57,85% na quantidade de dieta consumida e de 62,57% na quantidade de fezes produzidas 

em relação as larvas submetidas a dieta controle.   
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 Quantidade de dieta consumida pelas larvas de 4º instar de  alimentadas com 

dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Letras diferentes indicam que houve diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05). 
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 Quantidade de fezes produzidas pelas larvas de 4º instar de  alimentadas 

com dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Letras diferentes indicam que houve 

diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 Os parâmetros nutricionais relacionados na Tabela 4 mostram que as larvas 

alimentadas com IVTI 1% tiveram um impacto negativo na utilização afetando seu 

metabolismo. Houve uma redução tanto na eficiência de conversão alimento ingerido (ECI) 

quanto do alimento digerido (ECD) e um aumento no custo metabólico (CM). 
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. Índices nutricionais de larvas de 4º instar de  alimentadas em dietas artificiais 

contendo IVTI e na sua ausência. Letras diferentes indicam diferença significativa (p<0,05) dos 

valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo. Eficiência de Conversão do 

alimento Ingerido (ECI), Eficiência da Conversão do alimento Digerido (ECD) Digestibilidade Aparente 

(AD) e Custo Metabólico (CM). 

 

 

A. kuehniella

 

O consumo de IVTI pelas larvas de quarto e quinto instares de  reduziu a 

atividade tríptica em 65% e 58%, respectivamente (Figura 16). 

8.63 ± 0.55  5.49 ± 1.24  

10.62 ± 0.41  6.57 ± 1.37  

81.24 ± 2.97  83.27 ± 2.15  

89.37 ± 0.41  93.43 ± 1.37  
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 Efeito crônico de IVTI sobre a atividade tríptica do intestino médio das larvas de 4º e 5º 

instares de  alimentadas com dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Letras 

diferentes indicam que houve diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

 Em relação à atividade quimotríptica observou um aumento de 39% e 57% nas larvas 

alimentadas com IVTI 1% no quarto e quinto instares, respectivamente (Figura 17).  
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 Efeito crônico de IVTI sobre atividade quimotríptica do intestino médio das larvas de 4º e 

5º instares de  alimentadas com dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. 

Letras diferentes indicam que houve diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

Complementando os daods, para analisar a sensibilidade das enzimas tripsinas 

presente no intestino médio de  a partir de larvas alimentadas em dieta controle 

e contendo IVTI 1%, o homogenato intestinal foi incubado com concentrações crescentes de 

IVTI. A atividade anti�triptica revelou que as enzimas do tipo tripsina das larvas que 

consumiram IVTI continuam susceptíveis a inibição por IVTI (Figura 18). 
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 Atividade inibitória do IVTI sobre as tripsinas do fluido intestinal de larvas de 4º e 5º 

instares de  alimentadas com dieta artificial na ausência ou presença de IVTI do 

bioensaio de exposição crônica ao IVTI. Homogenato intestinal foi incubado com concentrações 

crescentes de IVTI e a atividade tríptica residual foi determinada pela hidrólise do substrato BApNA.  

 

A. kuehniella

 

A atividade proteolítica da tripsina e quimotripsina no ensaio de curto prazo mostraram 

também alterações. A atividade tríptica das larvas expostas ao IVTI por 72h tiveram uma 

diminuição de 55%. Quando essas larvas voltaram para uma dieta na ausência do inibidor 

por igual período (grupo 144h) o perfil da atividade da enzima analisada retornou ao nível do 

grupo controle (Figura 19). 
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 Efeito agudo de IVTI sobre a atividade tríptica do intestino médio das larvas de 

 alimentadas com dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Letras diferentes 

indicam que houve diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

Em relação à atividade quimotríptica as larvas submetidas à dieta contendo IVTI por 

72h tiverem um aumento de 24% da atividade da enzima. E quando retornadas para dieta 

controle pelo mesmo período observou uma pequena redução da atividade (Figura 20). 
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Efeito agudo de IVTI sobre a atividade quimotríptica do intestino médio das larvas de 

 alimentadas com dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Letras diferentes 

indicam que houve diferenças estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

O IVTI ainda foi capaz de inibir as enzimas do tipo tripsina após tratamento, portanto, 

essas continuam sensíveis à ação do inibidor (Figura 21). 
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 Atividade inibitória do IVTI sobre as tripsinas do fluido intestinal de larvas de  

alimentadas com dieta artificial na ausência ou presença de IVTI do bioensaio de exposição aguda ao 

IVTI. Homogenato intestinal foi incubado com concentrações crescentes de IVTI e a atividade tríptica 

residual foi determinada pela hidrólise do substrato BApNA 

 

 in vitro A. kuehniella

 

As figuras 22 e 23 mostram que o IVTI não foi degradado pelas proteases intestinais de 

 tanto no bioensaio crônico quanto no agudo, durante o tempo analisado. 

Entretanto BSA foi completamente digerido pelas proteases das larvas alimentadas com 

dieta controle ou do grupo 144h durante as quatro horas, o mesmo não foi observado nas 

larvas alimentadas cronicamente com IVTI ou por 72 horas.  
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 Digestão vitro de IVTI por proteinases intestinais do bioensaio crônico. O 

IVTI foi incubado na proporção de 1:5 (inibidor: homogenato intestinal). BSA foi usado como controle 

positive sob as mesmas condições. A digestão ocorreu no intervalo de tempo indicado. 
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 Digestão vitro de IVTI por proteinases intestinais  do bioensaio agudo. O 

IVTI foi incubado na proporção de 1:5 (inibidor: homogenato intestinal). BSA foi usado como controle 

positive sob as mesmas condições. A digestão ocorreu no intervalo de tempo indicado. 
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 A. kuehniella

 

A atividade da tripsina e quimotripsina foram investigadas nas fezes de 

alimentas cronicamente com o inibidor. A atividade tríptica apresentou níveis semelhantes de 

atividade tanto nas larvas alimentadas com dieta controle quanto as que consumiram IVTI 

(Figura 24). 
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 Atividade tríptica das fezes das larvas de  alimentadas com dieta artificial na 

ausência ou presença de IVTI 1%. Letras diferentes indicam que houve diferenças estatisticamente 

significativas (p<0,05). 

 

Em comparação, a atividade quimotríptica das fezes das larvas alimentadas com IVTI 

foi 1,76 vezes maior que o controle (Figura 25).  
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 Atividade quimotríptica das fezes das larvas de  alimentadas com dieta 

artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Letras diferentes indicam que houve diferenças 

estatisticamente significativas (p<0,05). 

 

 Através de uma eletroforese (SDS�PAGE 12,5%) observou�se que uma banda como 

peso molecular semelhante com IVTI era eliminado nas fezes das larvas que foram 

alimentadas com o inibidor (Figura 26). O ensaio de atividade inibitória utilizando o extrato 

fecal contra a tripsina bovina confirmou a presença do inibidor nas fezes e o mesmo 

permanece com a capacidade de inibir a enzima alvo (Figura 27).  
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SDS�PAGE 12,5% das fezes das larvas de  alimentadas com dieta artificial 

na ausência ou presença de IVTI 1%. (M) Marcador; (1) IVTI; (2) Fezes controle; (3) Fezes 

tratamento.   
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. Atividade inibitória do extrato fecal das larvas de  alimentadas com dieta 

artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. Concentrações crescentes do extrato fecal foram 

incubadas com tripsina bovina e atividade tríptica residual foi determinando pela hidrólise do substrato 

BApNA. 

 

 

O zimograma do homogenato intestinal das larvas controle de 4º e 5º instar de

 revelou a presença de 8 e 9 proteinases, respectivamente. Essas proteinases 

foram designadas como AkGP (proteinase intestinal “gut” de ) e numeradas de 1 

– 9, dentre elas três  (AkGP 3, 6 e 7) foram inibidas nas larvas alimentadas com IVTI ou 

incubadas com TLCK (Figura 28A). No homogenato intestinal das larvas do bioensaio de 
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curto prazo detectou 8 proteinases das quais as mesmas bandas descritas acima fora 

inibidas quando expostas por 72h à uma dieta contendo IVTI ou incubado o homogenato com 

TLCK. Entretanto, quando as larvas foram transferidas para uma dieta sem IVTI por igual 

período (grupo 144h), as bandas que haviam sido inibidas reapareceram (Figura 28B). Nas 

fezes só foram observadas somente três bandas com atividade proteolítica e nenhuma 

inibição foi observada nas larvas alimentadas com IVTI ou pelo TLCK (Figura 28C). 



74 
 

 Zimograma do homogenato intestinal e fecal das larvas de  

alimentadas em dieta artificial na ausência ou presença de IVTI 1%. (A) Bioensaio de longo 

prazo; (B) Bioensaio de curto prazo e (C) Extrato fecal. As amostras também foram tratadas 

com TLCK para inibição da atividade da tripsina. As proteinases intestinais foram designadas 

como AkGP 1 – 9 e das fezes como AkFP 1 – 3. 
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As sementes da família Fabaceae contêm grandes quantidades de proteínas, sendo 

que uma pequena proporção destas consiste de inibidores que suprimem a atividade 

proteolítica e  pela formação de complexo estáveis de enzima�inibidor 

(RICHARDSON, 1991; EHRMANN & CLAUSEN, 2004). Diversos estudos sugerem sua 

aplicação como ferramenta biotecnológica para o combate a diversas pragas agrícolas, as 

quais provocam enormes prejuízos econômicos e limitam o crescimento da produção 

mundial de alimentos (ESTRUCH , 1997; BIRK, 2003; FALCO , 2003; RAMOS

, 2012; STEVENS , 2013) 

Para purificação do IVTI estabeleceu�se um método simples e rápido, utilizando uma 

cromatografia de troca iônica seguido por uma coluna de afinidade de acordo com MACEDO

 (2007b). Inicialmente, após a obtenção da farinha fina das sementes, empregou�se um 

processo de delipidação utilizando hexano devido a grande concentração de lipídios. 

Conforme (RICHARDSON, 1991), a delipidação elimina problemas durante a extração de 

inibidores, diminuindo a interferência nas etapas subsequentes de purificação. 

 Muitos IPs são purificados e isolados com a utilização de técnicas cromatográficas 

(MACEDO , 2000; MELLO , 2001; MACEDO , 2007b; BHATTACHARYYA & 

BABU, 2009; BIJINA , 2011; OLIVEIRA , 2012; MACHADO , 2013). Dessa 

forma, na primeira etapa de purificação utilizou�se a cromatografia de troca iônica em coluna 

de DEAE�Sepharose, onde o EB foi fracionado em 3 picos, sendo o D�I antes do gradiente 

salino, portanto, representa as proteínas que não ficaram aderidas a coluna pois são de 

mesma carga iônica da coluna, no caso cargas negativas. Após o gradiente salino, 

apresentou dois picos, D�II e D�III, eluidos entre 0,2 – 0,4 M de NaCl, sendo essas proteínas 
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de cargas positivas que sofreram dissociação da coluna devido as cargas provenientes do 

gradiente salino que passaram a interagir com as moléculas proteicas, diminuindo a 

interação com a resina. Apenas o pico D�II apresentou atividade inibitória e um rendimento 

de 84,86% e purificado 1,07 vezes (Tabela 2). 

Na etapa final de purificação, empregou�se a coluna de afinidade Sepharose�tripsina. 

A cromatografia de afinidade mostra�se uma eficiente ferramenta na purificação de 

inibidores, onde resinas são imobilizadas com enzimas específicas (MELLO , 2001; 

OLIVEIRA , 2012; MACHADO , 2013). Dois picos foram eluidos da coluna, sendo 

que o único que apresentou atividade foi segundo pico (S�II) após eluição com HCl 100 mM 

que foi denominado IVTI.  

No final das duas etapas de purificação, IVTI apresentou uma atividade específica de 

5,66 x104 UI/mg e um rendimento de 52,69%, de acordo com a Tabela 2. A pureza e alto 

rendimento são características desejáveis para as proteínas que apresentam atividade 

biológica, pois, muitas vezes, utiliza grandes quantidades de material e requerem repetições 

nos bioensaios (OLIVEIRA , 2012).  

A ordem Lepidoptera apresenta como principal classe de enzimas digestivas as 

serinoproteinases, tais como a tripsina e quimotripsina, que são as enzimas majoritárias 

detectadas no intestino médio desta ordem (MACEDO , 2011b). Uma das estratégias ao 

combate de insetos�praga é inibir a ação dessas enzimas no trato digestivo por meio de 

inibidores vegetais de enzimas digestivas (CARLINI , 2002).  

A inibição das enzimas digestivas interfere na disponibilidade de aminoácidos 

essenciais necessários para o crescimento, desenvolvimento e reprodução dos insetos 

(MACEDO , 2011b; SILVA , 2012). Entretanto os efeitos inibitórios dos inibidores de 

proteinases de plantas (IPs) sobre as enzimas de insetos podem variar de uma praga para 
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outra e por isso a importância da triagem preliminar  para a escolha dos melhores 

alvos (MACEDO , 2011a). Portanto, a atividade biológica de IVTI foi testada contra sete 

insetos�praga pertencentes à ordem Lepidoptera. Diferentes perfis de inibição foram 

observados para as enzimas do tipo tripsina das espécies de lepidópteros (figura 11), 

sugerindo formação de dois grupos de tripsinas nas pragas alvo, àquelas que são 

susceptíveis a inibição e as que são resistentes aos inibidores (DUNSE , 2010).  

Entre os insetos analisados,  foi a mais resistente à inibição por IVTI que 

pode estar relacionado pelo fato de se tratar de uma espécie especialista que se alimenta 

principalmente de soja que é rica em inibidor de tripsina e, portanto, criou mecanismos para 

sobrepujar os efeitos negativos dos PIs ao longo da coevolução com sua planta hospedeira, 

a soja  (PIUBELLI , 2005; MACEDO , 2011d). Já as enzimas de  foram 

as mais susceptíveis a ação do inibidor já que é um inseto generalista tendo uma maior 

diversidade alimentar, portanto, não se limita a criar adaptações para cada dieta. Com base 

nisso,  foi escolhida como inseto de estudo para verificar os efeitos de IVTI.  

Para avaliar o efeito  de IVTI sobre o desenvolvimento de , o inibidor 

foi incorporado à dieta artificial e oferecido a larvas neonatas do inseto. Como observado na 

Tabela 3, IVTI causou um efeito negativo no ganho de peso bem como na sobrevivência das 

larvas. Devido ao comprometimento no peso observou um retardo de 8 dias na formação das 

pupas, ou seja, um prolongamento do período larval. Entretanto, nenhuma alteração foi 

verificada no peso das pupas ou no período pupal. A extensão do período larval combinado 

com a redução do peso pode ser um sinal do uso de aminoácidos essenciais na síntese de 

proteinases (BROADWAY & DUFFEY, 1986) ou outras proteínas relacionadas ao 

metabolismo, desintoxicação e tolerância ao estresse (PETEK , 2012). 
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Análise dos índices nutricionais revelou que IVTI provoca um efeito antinutricional 

quando ingerido pela larva, como mostrado na tabela 4. ECI é uma medida da capacidade de 

um inseto para utilizar o alimento que ingere para o crescimento, a sua diminuição indica que 

mais alimento está sendo metabolizado para energia e menos está sendo convertido em 

massa corporal, ou seja, para o crescimento dos insetos (KOUL , 2003). ECD é a 

estimativa da conversão do alimento que foi assimilado, ou seja, diminui à medida que a 

proporção de alimento digerido é metabolizado para gerar energia (RAMOS , 2009). Na 

dieta contendo IVTI 1% os índices ECI e ECD foram menores, significando, portanto, que 

nesta dieta uma menor quantidade de alimento foi utilizada para a produção de biomassa do 

inseto, o que justifica o menor peso larval. O CM indica a energia gasta no processo 

digestivo, e foi maior na dieta contendo IVTI do que na da dieta controle, pois provavelmente 

uma quantidade maior de energia proveniente da dieta foi utilizada para sobrepujar os efeitos 

da inibição das enzimas. Não houve diferença significativa em relação ao AD o que significa 

que não houve necessidade de que o alimento permanecesse no tubo digestivo por um 

tempo maior para permitir a degradação ou neutralização dos efeitos do inibidor. Logo esse 

menor tempo de contato do alimento com as enzimas digestivas não permitiu maior 

digestibilidade do alimento, portanto, prejudicando no ganho de biomassa. Portanto, os 

baixos valores de ECI e ECD sugerem que a toxicidade crônica e a redução no ECD 

resultaram provavelmente do aumento na proporção de energia assimilada desviados do 

crescimento para cobrir o CM associado com a desintoxicação e excreção de IVTI (SILVA

, 2012). 

Muitos trabalhos com inibidores de proteinases investigam os efeitos acarretados pela 

ingestão crônica desta classe de proteínas quando adicionada a dietas artificiais ou 

expressas em plantas geneticamente modificadas (COELHO , 2007; DUNSE , 



79 
 

2010; MACEDO , 2010; RAMOS , 2012; MACHADO , 2013; OLIVEIRA , 

2013), entretanto trabalhos que abordem o efeito da exposição a inibidores por um curto 

período de tempo são escassos (STEVENS , 2013). Portanto, ensaios enzimáticos 

foram realizados para verificar o comportamento da atividade proteolítica nas larvas de 

 expostas ao IVTI por um período de longo e curto prazo.  O consumo de IVTI 

pelas larvas provocou uma redução na atividade tríptica e um aumento na atividade 

quimotríptica tanto no bioensaio de longa quanto de curta duração. O ensaio de sensibilidade 

das enzimas tripsinas do intestino médio das larvas alimentadas com inibidor mostrou a 

mesma susceptibilidade à inibição por IVTI, portanto, não houve produção de tripsina 

insensível ao inibidor. FITCHES & GATEHOUSE (1998) também verificaram alterações da 

atividade enzimática da aminopeptidase e tripsina nas larvas de  que 

consumiram as lectinas ConA ( ) e GNA ( ) 

cronicamente ou expostas por um curto período de tempo.   

A redução da atividade da tripsina pode estar relacionada ao complexo enzima:inibidor 

(EHRMANN , 2004) que se forma no intestino médio bloqueando a ação da enzima. O 

aumento da atividade da quimotripsina pode ser uma estratégia adaptativa do inseto. Como 

dito anteriormente, os lepidópteros tem como principais enzimas digestivas a tripsina e 

quimotripsina que possuem estruturas diferentes, entretanto com a mesma função de realizar 

a proteólise (MACEDO , 2011b). O IVTI é um inibidor específico para tripsina e quando 

ocorre à ingestão dele fica comprometida a proteólise por essa enzima, assim sugerimos que 

o inseto desvia sua energia para aumentar a produção da quimotripsina para realizar a 

mesma função em busca da sobrevivência. Segundo STEVENS  (2013) a diminuição da 

atividade da tripsina induzido pela ingestão do inibidor pode não ter ação sobre as 

quimotripsinas, assim as quimotripsinas permanecem ativas com a presença do inibidor. 
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Portanto, embora o inibidor retarde a ação da digestão pela tripsina as quimotripsinas ativas 

desempenham esse papel e dessa forma não ocorre à inanição.  

 Para verificar se aumento da quimotripsina continuava na ausência de IVTI metade 

das larvas do bioensaio de curto prazo foram transferidas para uma dieta sem o inibidor por 

mais 72 horas (grupo 144h). Dessa forma, observou que o perfil de atividade enzimática da 

tripsina e da quimotripsina retornaram aos níveis do grupo controle. A ingestão de proteína 

na dieta estimula a síntese e a secreção de enzimas proteolíticas no trato digestivo 

(NORIEGA , 1994; BROADWAY, 1997). Em geral, enzimas proteolíticas são 

transcricionalmente reguladas e tanto a qualidade e a quantidade de proteína na dieta 

influência esta regulação (NORIEGA , 1994; BROADWAY, 1997). Além disso, esta 

indução generalizada das enzimas proteolíticas em resposta à ingestão de proteínas na 

dieta, o consumo de inibidores de proteinase inicia a síntese e/ou secreção de um conjunto 

de proteinases que não são susceptíveis à inibição pelo inibidor (BROADWAY, 1995; 

JONGSMA , 1995; JONGSMA , 1996; BROADWAY, 1997). BROADWAY (1997) 

observou que alimentando larvas de quinto instar de  e  por 30 

minutos com inibidor de tripsina de soja estimulou a síntese de enzimas resistentes ao 

inibidor e persistiram durante esse instar mesmo quando os insetos foram transferidos para 

uma dieta livre do inibidor. No caso de IVTI, a supressão da tripsina ou o aumento da 

expressão da quimotripsina ocorre somente na presença do inibidor, sugerindo que as 

mudanças observadas sobre a atividade proteolítica de  são causadas por uma 

resposta do tipo , e não expressa continuamente (BROADWAY, 1997; BRIOSCHI

, 2007)   

 Outro mecanismo de adaptação relacionado aos insetos contra os IPs é a degradação 

do inibidor pelas proteases intestinais (ZHU�SALZMAN , 2003). Assim, IVTI foi incubado 
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com as proteases do intestino médio de  na proporção 1:5 (inibidor:protease) e 

utilizando BSA como controle positivo sob as mesmas condições. Através da SDS�PAGE, 

não se observou a degradação do inibidor pelas enzimas do inseto alimentado em dieta 

controle ou contendo o inibidor. Com relação ao BSA, as larvas que consumiram IVTI tiveram 

dificuldade em realizar a digestão dessa proteína em comparação ao grupo controle que 

realizou a digestão rapidamente (Figura 22 e 23). Quando as larvas do bioensaio de curto 

prazo foram transferidas para dieta sem inibidor observou que o BSA foi degradado como 

ocorreu no controle. Dessa forma, esses resultados confirma a capacidade do inibidor em se 

ligar e inibir a ação das enzimas proteolíticas (HARTL , 2011). A resistência do inibidor à 

digestão é um requisito importante para uma proteína desempenhar o papel de inseticida 

(MACEDO , 2007a). Muitas proteínas com atividade inseticida são resistentes a 

degradação pelas proteases intestinais dos insetos, principalmente, os lepidópteros (RAMOS

, 2012; MACHADO , 2013; OLIVEIRA , 2013). Entretanto, a degradação de IPs 

por digestão é comumente relatado por coleópteros, sendo uma estratégia bem conhecida 

para esta ordem de insetos (GIRARD , 1998; ZHU�SALZMAN , 2003).  

 Na análise fecal, os níveis da atividade tríptica foram semelhantes tanto nas fezes das 

larvas alimentadas em dieta controle quanto contendo inibidor (Figura 24). LOMATE  

(2011) sugerem que o pH intestinal pode ser adequado para a formação do complexo 

enzima�inibidor, e esse complexo pode dissociar depois de entrar nas fezes devido a 

alterações no pH. Assim, a tripsina que estava em complexo com o inibidor no intestino é 

liberada após a entrada nas fezes tornando�se ativa novamente e por isso os níveis serem 

semelhantes no controle quanto no tratamento. Entretanto a atividade quimotríptica foi maior 

nas fezes das larvas alimentadas com o inibidor (Figura 25). Esse resultado pode ser devido 

ao excesso de produção da mesma enzima no intestino que não foi reabsorvida do espaço 
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endoperitrófico para o espaço ectoperitrófico oque resulta na perca crítica de aminoácidos 

essenciais contendo enxofre (BROADWAY , 1986; STEVENS , 2013). A perda 

desses aminoácidos tem um grande impacto no crescimento e desenvolvimento do inseto 

(BROADWAY , 1986).  

 Através da SDS�PAGE do extrato fecal observou que o inibidor é eliminado nas fezes 

das larvas alimentadas com IVTI (Figura 26). O ensaio de atividade inibitória do extrato fecal 

contra a tripsina bovina comprovou a presença do inibidor nas fezes, uma vez que, 

conseguiu inibir a ação da tripsina (Figura 27). Portanto, esses resultados corroboram que o 

inibidor não é degradado pelas proteases intestinais da larva como verificado na digestão 

e o mesmo permanece com sua função ativa.    

 Embora o zimograma não revelasse nenhuma forma variante de enzima nas larvas 

submetidas à dieta com inibidor, foi possível determinar quais enzimas sofrem influência pelo 

inibidor (figura 28). As larvas alimentadas com IVTI tiveram uma redução na atividade 

proteolítica de três isoformas. As mesmas enzimas também sofreram influência quando 

incubada com inibidor específico de tripsina (TLCK), sugerindo que essas sejam as possíveis 

tripsinas que sofrem complexos com inibidor.  O fato interessante é que as larvas quando 

voltaram para dieta controle as bandas que tinham sido inibidas, apresentaram novamente 

atividade. Este resultado sugere a resposta  e que o inibidor não permanece no 

lúmen intestinal sendo eliminado nas fezes.  Além disso, no extrato fecal foi observado 

apenas três bandas com atividade proteolítica e nenhuma inibição foi observado por IVTI ou 

TLCK., possivelmente sejam quimotripsinas devido a alta quantidade dela encontrada no 

ensaio quimotríptico das fezes. MACHADO  (2013) observaram resultados similares 

quando o mesmo inseto foi submetido a dieta contento inibidor de protease, entretanto 

(OLIVEIRA  (2013) visualizaram novas regiões apresentando atividade proteolítica por 
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zimograma em , propondo que novas enzimas são expressas em dieta com 

inibidor.  

 Diante desses resultados, concluímos que o inibidor de tripsina presente em sementes 

de , denominado IVTI, apresentou uma atividade tóxica e antinutricional contra 

 sendo um possível agente contra insetos�praga. Entretanto, estudos mais 

detalhados sobre o mecanismo de ação do inibidor são necessários a fim de encontrar 

resultados conclusivos para outras pestes de cultivo. A melhor compreensão deste processo 

permitirá alcançar métodos mais eficazes para o controle biológico de pragas com base em 

produtos naturais pelo desenvolvimento de novas variedades de plantas com maior defesa 

química através da biotecnologia vegetal.  
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Os testes realizados com o inibidor de  (IVTI) apresentou as seguintes 

conclusões: 

 , ele foi capaz de inibir enzimas de alguns insetos pragas, sendo que o efeito 

maior foi em ; 

 Redução significativa do peso larval de ; 

 Mortalidade significativa das larvas de ; 

 Prolongamento do período larval de ; 

 Efeito antinutricional nas larvas de  com redução do ECI e ECD e um 

aumento do CM; 

 Alteração do perfil da atividade proteolítica dos fluidos do intestino médio e das fezes 

de  

 IVTI é eliminado nas fezes de e o mesmo permanece com sua função 

ativa; 

 Nenhuma enzima nova foi sintetizada nas larvas de  que se alimentaram 

do inibidor. 
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