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RESUMO

Diversas pesquisas buscam candidatos para o controle alternativo de pragas agricolas, uma
vez conhecidos os maleficios oriundos do emprego de inseticidas quimicos nas lavouras.
Neste trabalho, um inibidor de tripsina isolado de sementes de Entada acaciifolia
(Mimosoideae) — (EATI) foi purificado e caracterizado sob o ponto de vista funcional e
estrutural. O inibidor mostrou-se estavel a variagdes térmicas e de pH, além de apresentar
sua atividade inibitoria inalterada tanto na forma oxidada quanto na forma reduzida com
100 mM de DTT. Quando submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna
C-18, EATI foi resolvido em 4 picos, indicando a presenca de 4 isoformas, sendo que a
1soforma majoritaria apresentou uma massa acurada de 19.725 Daltons, revelada através de
espectrometria de massa MALDI-TOF. Outras caracteristicas como a estequiometria de
inibicdo, a constante de inibicao (Ki), a andlise da composi¢do global de aminoacidos e o
sequenciamento N-terminal permitiram classificar EATI como membro da familia Kunitz
de inibidores de serinoprotease. Estudos de dicroismo circular revelaram um alto contetido
de fohas-B e estruturas ndao ordenadas além da aparente auséncia de a-hélices, padrdo
comum a esta classe de proteinas. A incubagcdo em 1 mM de DTT resultou em perturbacdes
em sua cadeia polipeptidica, corroborando os ensaios in vitro. EATI foi resistente a
desnaturagdo por ureia, caracteristica relatada para outros inibidores vegetais. O inibidor
apresentou uma interessante atividade inibitoria in vitro contra as proteases de diversos
insetos-praga. De acordo com estes resultados, apontamos EATI como uma ferramenta

promissora no combate a pragas agricolas.



ABSTRACT

Several studies seeking alternative candidates for the control of agricultural pests, once
known harm from the use of chemical insecticides in crops. In this work, a trypsin inhibitor
isolated from FEntada acaciifolia seeds (Mimosoideae) - (EATI) was purified and
characterized from the point of view functional and structural. The inhibitor was stable to
thermal heat and pH range, in addition to its inhibitory activity unchanged in both the
oxidized and in reduced form with 100 mM DTT. When subjected to high performance
liquid chromatography on C-18 column, EATI was resolved in four peaks, indicating the
presence of four isoforms, with the major isoform showing an accurate mass of 19,725
Daltons, as revealed by MALDI-TOF mass spectrometry. Other characteristic such as
stoichiometry of inhibition, the dissociation constant (K1), the analysis of global amino acid
composition and N-terminal sequencing allowed to classify EATI as member of the Kunitz
family of serine protease inhibitors. Circular dichroism studies revealed a high content of -
sheets and unordered structures beyond the apparent absence of a-helix, typical of this class
of proteins. Incubation in 1 mM DTT resulted in small perturbations in their polypeptide
chain, corroborate the in vitro assays. EATI was resistant to denaturation by urea, a
characteristic reported for other plant inhibitors. The inhibitor presented an interesting
inhibitory activity in vitro against the proteases of several insect pests. According to these

results, we focused EATI as a promising tool in the fight against agricultural pests.

xi



I- INTRODUCAO

Estatisticas ddo-nos conta que em 2050 a populagdo humana sera de 9,1 bilhdes de
habitantes. Nestas circunstancias, recursos basicos como agua e alimentos tornar-se-ao
escassos. Em especial, o fornecimento de alimento para a populagdo em rapida expansdo
sera um desafio para a humanidade. Dentre as possibilidades existentes, a redugdao dos
prejuizos provocados por pragas agricolas serd de grande valia, j& que uma consideravel
parcela de todo alimento produzido se perde desta forma. Assim, diversos pesquisadores
buscam por compostos naturais que possam atuar como bioinseticidas. Os inibidores de
protease (IP) constituem uma interessante classe de proteinas vegetais que apresentam
atividade inseticida. Durante décadas, seu uso no combate a pragas agricolas vém sendo
estudado e os resultados nos mostram perspectivas animadoras em sua aplicagdo como

ferramenta biotecnoldgica para a protecao dos cultivares.

1 — Cenario atual

Com o aumento da populagdo mundial estimado em 34%, a producdo agricola
destinada a alimentagdo e producdo de biocombustiveis tera de aumentar pelo menos em
70% (FAO, 2009). Ou seja, caso ndo haja uma consideravel elevacdo da produtividade
agricola instalaremos uma condi¢do permanente de déficit alimentar. Sabe-se ainda que
uma consideravel parcela da producdo mundial de alimentos, que pode chegar a 20% para

as principais culturas, perde-se devido ao ataque de insetos-praga, um fator limitante na
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producdo de alimento (FERRY et al, 2004), isso sem contabilizarmos o0s prejuizos

provenientes dos ataques de nematoides e microrganismos fitopatogénicos.

Esse problema ¢ ainda mais grave nas regides tropicais e subtropicais, onde o clima
altamente propicio e a imensa oferta alimentar aprovisionam um ambiente favoravel a
reproducdo de insetos e exige grandes esforcos para suprimir a densidade populacional de
diferentes pragas agricolas, a fim de alcangar um fornecimento adequado de alimento.
Ainda hoje, a maior parte dos métodos disponiveis para o controle de pragas emprega
inseticidas quimicos, ambientalmente agressivos e altamente toxicos ao ser humano. De
acordo com Oerke et al. (1994), sua aplica¢do reduz as perdas agricolas em apenas 7%.
Este fato associado a todos os maleficios provenientes de seu uso, tanto do ponto de vista
ambiental quanto de saude publica, justificam o desenvolvimento de pesquisas que

originem ferramentas alternativas para solucionar este problema.

1.1 — Insetos-praga

Consideram-se pragas insetos fitofagos capazes de provocar danos de importancia
econdmica. Quanto a sua biologia, estes podem ser classificados em generalistas e
especialistas (BERNAYS & CHAPMAN, 1994). Insetos generalistas alimentam-se de uma
ampla variedade de espécies de plantas e seus mecanismos adaptativos sdo complexos, pois
tendem responder a diferentes substancias quimicas e proteinas de plantas (RAMOS, 2008).

Por outro lado, insetos especialistas hospedam-se em poucas espécies de plantas



relacionadas e podem apresentar uma eficiente forma de adaptacdo, envolvendo a producdo
de grandes quantidades de enzimas para desintoxicacdo de seu alimento ou ainda
mecanismos de reservas das toxinas da planta hospedeira (PRICE, 1997; PATANKAR et

al. 2001).

Insetos pertencentes as ordens Coleoptera e Lepidoptera representam os principais
responsdveis por prejuizos no campo e no armazenamento. Os coledpteros da familia
Bruchidae s3o de maior importancia em relagdo a infestagdo de feijoes (SINGH et
al.,1985). Em relagdo aos lepidopteros, esta ordem agrupa as mariposas e borboletas, cujos
adultos ndo podem consumir materiais solidos, sendo os danos causados pelas larvas, que

possuem aparato mastigador (VOLPICELLA et al., 2003).

No cenario agricola brasileiro podemos apontar algumas espécies de lepidopteros
como de grande importancia econdmica, seja pela variedade de culturas que atacam, pela
importancia do grao atacado como produto de exportacdo ou até pela dificuldade de
controle de sua disseminacdo. A monocultura extensiva de culturas como da soja ¢ milho
exige uma elevada utilizagdo de agrotoxicos para combater o ataque de insetos-praga,
especialmente as lagartas do cartucho, Spodoptera frugiperda, e da soja, Anticarsia
gemmatalis (MOSCARDI & SOUZA, 2002). Ja as lagartas do género Helicoverpa sao as
principais pragas da cultura do algoddo no Brasil e outros paises das Américas, Australia e
Africa (SADRAS, 1998). O género Agrotis constitui um sério grupo de pragas presentes em
toda a Europa, Asia e parte da Africa e das Américas JAKUBOWSKA et al., 2005). Suas
larvas passam boa parte do tempo de vida no solo e alimentam-se de uma grande variedade

de culturas incluindo o milho, beterraba, batata, repolho, cereais, tabaco, videira, € muitos



outros (IGNOFFO & GARCIA, 1979). Considerada uma das principais e mais destrutivas
pragas do tabaco, a lagarta do tabaco Heliotis virescens ataca ainda diversas espécies do
género Nicotiana. As lagartas atacam brotos e flores e na auséncia de tecido reprodutivo
atacam tecido foliar (PAIR, 1994). A broca da cana Diatraea saccharalis é a principal
praga da cana-de-agucar no Brasil, provocando danos ao caule das plantas que resulta em

perda de producao para as industrias de acucar e alcool (FALCO & SILVA FILHO, 2003).

O custo destinado ao controle destes insetos ¢ muitas vezes tdo alto que o cultivo
destas culturas pode ndo ser financeiramente viavel (MONNERAT et al., 2007). Uma vez
conhecidos os prejuizos provocados e tendo-se ciéncia da necessidade do controle destas
pragas, estudos sobre ferramentas de controle devem ser realizados junto ao melhor
entendimento da interagdo inseto-planta, objetivando-se obter alternativas eficazes de

controle.

2 — Interagao inseto-planta

Interagdes bidticas sdo amplamente diversas. A complexidade de comunidades
naturais ¢ alcancada apo6s milhares de anos de interagdo onde os efeitos provocados por
uma espécie sobre outra irdo modular mudancgas e respostas adaptativas. Por coexistirem a
pelo menos 100 milhdes de anos, plantas e insetos desenvolveram uma variedade de
interagdes benéficas e deletérias (STOTZ et al., 1999). Muitas plantas tiveram sua

disseminagdo facilitada por insetos polinizadores, garantindo assim o sucesso ¢ a



perpetuacdo de sua espécie. Por outro lado, muitos insetos beneficiaram-se das plantas das
mais variadas formas: tornaram-se local de abrigo, ovoposi¢do, reprodugdo e alimentagdo.
No intuito de evitarem uma herbivoria demasiada, as plantas desenvolveram sofisticadas
defesas quimicas capazes de causar uma drastica redug@o na alimentacao dos insetos. Estas
defesas tém de ser orquestradas no tempo e no espago através de complexas redes
reguladoras moduladas por interagdes com outras vias de sinalizagdo (MAFFEI et al.,
2007). Assim, as respostas integradas levam a um padrdo caracteristico, dentre outras
muitas atividades, a produgdo de fitoquimicos direcionados contra invasores € organismos

herbivoros.

2.1 — Proteinas vegetais inseticidas

Plantas possuem muitos mecanismos de protecdo contra insetos, incluindo
diferentes tipos de proteinas inseticidas (CARLINI & GROSSI DE SA, 2002). Atualmente
um grande numero de proteinas vegetais que supostamente apresentam propriedades
toxicas sdo conhecidas e as mais bem estudadas sdo as lectinas, proteinas inativadoras de
ribossomos, canatoxinas, inibidores de o-amilase e inibidores de enzimas proteoliticas,

sendo estes analisados com maiores detalhes a seguir.

Lectinas sdo definidas como proteinas que possuem ao menos um dominio ndo
catalitico e se ligam reverssivelmente e especificamente a um mono ou oligossacarideo
(VAN DAMME et al., 2008a; HAMSHOU et al., 2009). Ao longo das duas ultimas
décadas, lectinas constitutivamente expressas tém sido identificadas em muitas espécies

vegetais, apresentando grande diversidade estrutural e especificidade por aglcares
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(MICHIELS et al., 2010). Recentemente, lectinas com expressdo induzida também tém
sido identificadas, sendo ambos os grupos divididos dentro de 12 familias (VAN DAMME

et al., 2008Db).

Embora evidéncias mostrem que a interagdo com carboidratos seja necessaria para a
atividade inseticida, o modo de agdo de lectinas sobre os insetos permanece enigmatico
(HAMSHOU et al., 2009). Alguns autores sugerem que o efeito inseticida aconteca por
estas proteinas atuarem como moléculas de reconhecimento nas interagdes célula-célula ou
sobre a matriz celular (LIMA et al., 1999; COELHO et al., 2007), podendo ligar-se a
membrana peritrofica e/ou estruturas quitinosas na regido do intestino médio dos insetos,
dificultando o transito de moléculas e o mecanismo de reciclagem de enzimas entre os
compartimentos endo e ectoperitroficos (OLIVEIRA et al., 2011). De acordo com Macedo
et al. (2007a), outros possiveis alvos no intestino sdo enzimas e outras proteinas
glicosiladas, causando a inibi¢do da absor¢do de nutrientes e/ou ruptura das células
intestinais. Sabe-se, entretanto, que um pré-requisito para a toxidade de uma lectina ¢ a

resisténcia a hidrdlise no intestino do inseto alvo (MACEDO et al.,2010a).

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIP) ocorrem em muitas, mas ndo em todas
as familias de plantas. Estas proteinas provocam danos a ribossomos, impedindo a sintese
de proteinas (VARGAS et al., 2009). Esta classe de proteina inseticida pode ser dividida
em 3 subclasses: RIP do tipo I, constituidas de cadeias polipeptidicas simples de
aproximadamente 30 kDa; de tipo II, que possuem 2 cadeias polipeptidicas: uma

subunidade A enzimaticamente ativa ligada a uma subunidade B (OLSNES & PIHL, 1973)



e as RIP do tipo III, sintetizadas como precursores inativos (ProRIP), os quais necessitam

sofrer um processamento proteolitico para formarem RIP ativas (PEUMANS et al., 2001).

Grande parte das RIP do tipo II sdo altamente toxicas e atuam intracelularmente. A
subunidade B interage com receptores na superficie celular que provoca a internalizacao da
holotoxina. Uma vez dentro do compartimento endocitico, hd a separacdo dos dominios,
liberando entdo a subunidade A enzimaticamente ativa, que atinge o citoplasma e danifica o
RNA, inativando os ribossomos (OLNES et al., 1999). A menor toxicidade de muitas RIP
de cadeia polipeptidica Unica tem sido atribuida a falta de uma subunidade com dominio
capaz de translocar a toxina através da membrana para o citoplasma (SANDVIG & VAN

DEURS, 2005).

Canatoxina ¢ uma potente proteina neurotoxica isolada das sementes do feijao
Canavalia ensiformis. Esta proteina comporta-se como dimeros ligados nao-
covalentemente de massa proxima a 95 kDa, que podem constituir até 0,5 % do peso seco
das sementes (CARLINI & GROSSI DE SA, 2002). Além da atividade neurotéxica, a
canatoxina apresenta uma atividade semelhante a das lectinas. Outra caracteristica, o
padrao de acumulo durante o processo de maturagao das sementes sugere um importante
papel fisiologico, que pode ser relacionado a defesa vegetal. Carlini ef al. (1997) realizaram
um ensaio alimentar com diferentes insetos para avaliar esta hipdtese e observaram uma
importante atividade inseticida desta proteina para insetos pertencentes a diferentes ordens:

Lepidoptera, Orthoptera, Diptera, Coleoptera e Hemiptera.

Inibidores de a-amilase ocorrem em varias espécies como parte do mecanismo de

defesa vegetal. Amplamente distribuida entre os insetos que se alimentam exclusivamente
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de sementes e seus derivados durante o periodo larval ou adulto, as amilases passaram a ser
alvo em potencial para o controle de muitas pragas. Quando a acdo das amilases ¢ inibida, a
nutricdo do organismo ¢ prejudicada, estabelecendo um quadro de falta de energia
(CARLINI & GROSSI DE SA, 2002), que pode levar & morte. Os efeitos de inibidores de
a-amilase de feijdo sobre as amilases de diferentes organismos sdo bastante conhecidos,
ndo apenas em ensaios enzimaticos in vitro, ja que sementes transgénicas expressando o
inibidor de o-amilase do feijdo Phaseolus vulgaris ja foram produzidas, mostrando
completa resisténcia ao gorgulho da ervilha (Bruchus pisorum), ao gorgulho do feijao
(Callosobruchus maculatus) e ao gorgulho do feijao azuki (Callosobruchus chinensis)
(MORTON et al., 2000; SHADE et al., 1994, SCHROEDER et al., 1995; ISHIMOTO et

al., 1996; CHRISPEELS, 1996).

2.2 - Inibidores de enzimas proteoliticas

Estes inibidores compreendem um amplo grupo de proteinas presentes em vegetais,
animais e microrganismos. S3o capazes de inibir enzimas proteoliticas especifica e
competitivamente. Sua existéncia na natureza foi relatada pela primeira vez no século XIX
por Fermi & Pernossi (1894). Estudos apontam que em plantas estas moléculas possuam
variadas fung¢des, atuando como reguladoras de proteases enddgenas, proteinas de reserva e
como agentes de defesa vegetal contra insetos, microrganismos € outros animais herbivoros
(RICHARDSON, 1977). Devido sua gama de funcdes, podem ser encontrados nos mais

variados tecidos vegetais, tais como sementes e tubérculos, caules, folhas e flores.



Quando insetos sdo submetidos a uma dieta artificial que contenha inibidores
especificos para a principal classe de proteases de seus intestinos, estes tém seu crescimento
e desenvolvimento retardados, bem como podem apresentar indices de mortalidade bastante
significantes (FRANCO et al., 1999). Acreditava-se que a distribui¢do vegetal destas
proteinas era restrita a poucas familias: Fabaceae, Solanaceae e Poaceae. No entanto,
pesquisas recentes revelaram a presenca inibidores em outras familias botanicas, como a
Cactaceae, além de relatos da presenga destas moléculas em Gimnospermas (Cycadales,

Coniferales e Ginkoales) (SAWANO et al., 2008; TORRES-CASTILLO et al., 2009).

Os IP vegetais descobertos até o momento sdo especificos para cada uma das 4
classes de enzimas proteoliticas e baseados na sequéncia de aminoacidos e na constitui¢ao
de seus sitios reativos, sdo classificados em inibidores de serino, cisteino, aspartico e
metaloprotease (RICHARDSON, 1977; MACEDO et al., 2007b). Tradicionalmente, estas
moléculas tém sido agrupadas em familias conhecidas como Kunitz, Bowman-Birk, batata I
e II, squash, cevada, cistatinas, Thaumatin-like ¢ Ragi A1 (RICHARDSON, 1991; BIRK,
2003; OLIVA et al., 2010). Entretanto, novos inibidores t€ém sido descritos e classificados
de acordo com a classificacdo proposta na base de dados MEROPS (RAWLINGS et al.,
2008), com criacdo de novas familias quando novos inibidores apresentam sequéncias
peptidicas ou propriedades bioquimicas distintas. Levando-se em conta esta classificagdo, o

nimero de familias salta para 57 (BHATTACHARYYA & BABU, 2009).

Dentre todas as familias de inibidores de serinoprotease, as familia Kunitz e
Bowman-Birk sdo as mais estudadas e melhor caracterizadas. O padrdo estrutural da

maioria dos inibidores da familia Kunitz ¢ uma cadeia polipeptidica tUnica de



aproximadamente 20 kDa contendo duas pontes dissulfeto (cys39 — cys86 e cys136 —
cysl45) e a presenca de um unico sitio reativo (KOIDE et al., 1973; LEHLE et al., 1994;
OLIVA et al., 2010), como apresentado na Figura 1. O estudo cristalografico de inibidores
depositados em bancos de dados revela que estes possuem uma estrutura terciaria globular,
composta de 12 folhas P-pregueadas antiparalelas interligadas por longos “loops”.
Inibidores da familia Bowman-Birk possuem massa entre 8-10 kDa, bem como um alto
conteudo de cisteina (geralmente 14, formando 7 pontes dissulfeto) e apresentando ainda
dois sitios reativos (RICHARDSON, 1991, BHATTACHARYYA & BABU, 2009) com a
capacidade de inibir simultaneamente e independentemente duas proteases distintas, como

tripsina e quimotripsina (CARLINI & GROSSI DE SA, 2002).
—1  TT
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Figura 1. Esquema da estrutura primaria de um inibidor vegetal do tipo Kunitz com duas
pontes dissulfeto, cadeia polipeptidica simples e unico sitio reativo, baseado no inibidor de
soja STI. RS: Sitio reativo (adaptado de OLIVA et al., 2010).

O emprego de inibidores vegetais vem sendo sugerido no tratamento de diferentes
patologias humanas (SCOTT & TAGGART, 2010). Devido a correlacdo entre o aumento
da atividade proteolitica com muitos processos patologicos, as proteases passaram a ser
novos alvos terapéuticos e os inibidores vegetais tém sido utilizados como uma importante

ferramenta neste tipo de estudo. Exemplos bem sucedidos de intervengdo terapéutica com
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inibidores vegetais incluem patologias humanas, como coagulag¢do sanguinea, hemorragias,
inflamacao e cancer (OLIVA et al., 2000; CHEN & SHAW, 2003; FOOK et al. 2005;

MELLO et al., 2006).

2.3 - Cinética dos inibidores

Algumas diferengas entre estruturas primdrias e topologia sdo observadas, ainda
assim, a estrutura € o mecanismo de acdo sdo bem preservados entre os inibidores de
serinoprotease. A grande maioria dos inibidores Kunitz ¢ do tipo competitivo, e se
complexam com suas enzimas cognatas através de um mecanismo semelhante ao que
ocorre na ligacdo entre enzima e substrato. A formagdo do complexo enzima-inibidor
ocorre rapidamente, mas a sua dissociacdo ¢ lenta e resulta na enzima livre € em um
inibidor clivado (FRANCO et al., 1999). A interagdo ocorre em uma regidao molecular do
inibidor, definida como sitio reativo, caracterizada por uma al¢a ligante exposta,
responsavel pela ligacdo ao sitio ativo da enzima alvo, o que permite a formacdo de um
complexo fortemente estavel, com constantes de associacdo da ordem de 1081071 M,
podendo assim neutralizar completamente a atividade enzimatica (BIRK, 2003). Estudos de
cristalografia de raios-X e de Ressonancia Magnética Nuclear revelaram que cerca de 10-15
residuos de aminoacidos do inibidor estdo em contato com o sitio ativo da protease alvo

durante a formagao do complexo protease-inibidor (BIRK, 2003).

No sitio reativo de um inibidor podemos identificar um residuo de aminoacido que ¢

especificamente reconhecido pelo sitio de ligagdo primario da protease alvo, chamado de
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residuo P;. E adjacente ao residuo P, temos o residuo P’;. A ligacdo peptidica formada
entre estes dois residuos, chamada de ligacdo peptidica do sitio reativo, ¢ susceptivel a
hidrolise durante a formacdo do complexo protease-inibidor (LASKOWSKI, 1986). O
diferencial mais importante dos inibidores em relacdo a grande maioria dos substratos ¢ que
eles possuem pontes dissulfeto estruturando o sitio reativo. Apds a hidrolise da ligagdo
peptidica do sitio reativo, este ainda ¢ mantido sem mudangas conformacionais
significativas gracas a presenca destas pontes (LASKOWSKI & KATO, 1980; BIRK,

2003).

Grande parte dos inibidores estudados interage com a protease alvo obedecendo a
um mecanismo padrdo, proposto por Laskowski & Kato (1980), exemplificado através do
modelo estrutural do inibidor de tripsina e quimotripsina (PFSI) de sementes de feijao
Phaseolus vulgaris complexado com a enzima a-quimotripsina (DE CARVALHO et al.,
1996) na Figura 2. O modelo ilustra a orientagdo do sitio reativo (P1), correspondente ao
aminoacido fenilalanina-43 em relacdo aos demais elementos necessarios para a catalise
enzimatica. Esses elementos sdo constituidos pela triade catalitica, a regido especifica S1 e
a fenda oxianica. A triade catalitica representa a base para a interacdo e ¢ formada pelos
aminoacidos aspartato-102, histidina-57 e serina-195. A regido especifica S1, formada por
aminodcidos da enzima que determinam a especificidade e a interacdo com os demais
aminoacidos que estdo ao redor de uma fenda oxidnica, que podem formar pontes de
hidrogénio com o 4tomo de oxigénio (carregado negativamente) do carbono carbonil (C1)

do inibidor (FRANCO et al., 1999).
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Sitia P1

Fhe 43

Figura 2. Modelo estrutural do complexo entre o inibidor PFSI e a enzima o-
quimotripsina. (Adaptado de FRANCO et al., 1999).

De acordo com o mecanismo padrdo, inibidores sdo substratos, que exibem em pH
neutro ¢ uma alta relagdo kcat/Km para hidrélise e resintese do sitio reativo e um baixo
valor da constante de hidrolise. Os elementos envolvidos nas interagdes entre as cadeias do
inibidor e das proteases sdao: pontes de hidrogénio, forcas de van der Waals e interacdes

hidrofobicas (BIRK, 2003).

2.4 - Respostas dos insetos as defesas vegetais

Insetos-praga sdo capazes de desenvolver biotipos hébeis a se adaptar a novas

situagdes, como por exemplo, sobrepujar o efeito de compostos toxicos ou até mesmo
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mecanismos de resisténcia vegetal, naturais ou artificiais (KRATTIGER, 1997). Assim,
baseada nas diferentes pressdes seletivas ao longo do processo evolutivo, as diferentes
ordens de insetos apresentaram mecanismos distintos para debelar as defesas vegetais,
muitos deles tendo a finalidade de tornéa-los insensiveis as proteinas tdxicas. As respostas
apresentadas pelos insetos sdo especificas para cada classe de proteina e uma em especial
tornou-se objeto de pesquisa de inimeros grupos nas ultimas décadas: a adaptacdo dos

insetos a inibidores de protease.

Girard et al. (1998) estudaram o alto nivel de resisténcia apresentado por uma
importante praga da mostarda, o coledptero Phaedon cochleariae, frente a IP. Eles
observaram que em ensaios in vitro, OCI e BBI, inibidores de cisteino e serinoprotease,
respectivamente, eram potentes inibidores das enzimas larvais de P. cochleariae. No
entanto, ensaios in vivo ndo apresentaram diferengas entre peso médio larval do grupo
controle e o alimentado com os inibidores. Ensaios de digestibilidade in vitro mostraram
que ambos os inibidores eram degradados rapidamente pelas proteases larvais, e associaram
a degradacdo dos inibidores ao aumento da atividade de 2 enzimas nao inibidas por eles,
elastase e leucino aminopeptidase. Concluiram que a degradacao proteolitica exercida em
sinergismo pelas 2 enzimas foi responsavel pela detoxificacdo e resisténcia da espécie aos

inibidores estudados.

A fim de avaliar os mecanismos de adaptacdo apresentado por um lepidoptero
responsavel por danos em diferentes culturas, Bown et al. (2004) estudaram a expressao de
genes que codificam as enzimas digestivas de Helicoverpa armigera em resposta a ingestao

de IP. Segundo sua hipotese, a detoxificagcdo é uma ferramenta eficiente apenas para pragas
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especialistas. J4 no caso de pragas generalistas, um segundo mecanismo deve ser
responsavel pela resisténcia, pois a necessidade de se proteger de compostos provenientes
de diferentes espécies vegetais torna a detoxificagdo uma ferramenta menos eficiente. Nos
ensaios in vivo, alimentaram larvas de 4° instar de H. armigera por até 72 h, realizando a
extracdo de intestinos em diferentes intervalos de tempo a fim de quantificar a expressao de
RNAm das diferentes enzimas larvais ao longo do periodo de estudo. Os resultados
mostraram que em uma fase inicial de 12 h de experimento, todos os RNAm de diferentes
isoformas de enzimas sdo superexpressos. A partir dai, os RNAm das isoformas sensiveis
aos inibidores utilizados no estudo sdo menos expressos, € a partir de 24 h de contato com
os inibidores no experimento, apenas as isoformas totalmente insensiveis aos inibidores sdo
expressas, apresentando uma resposta adaptativa do tipo “feedback”, onde as isoformas

sensiveis ao inibidor t€ém sua expressao diminuida.

O comportamento anteriormente descrito para H. armigera difere do observado por
Brioschi et al. (2007) para uma outra espécie de praga que apresenta a mesma caracteristica
de polifagia, a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda. Quando desafiada a se
desenvolver em dieta artificial na presenca do inibidor de protease de soja (IPS), esta
espécie apresenta uma resposta adaptativa bastante interessante. Analises de transcrigdo de
RNAmM mostraram a presenca de dois grupos de serionoproteases: um grupo
constitutivamente expresso em larvas que se alimentam em dieta controle que tem sua
expressao induzida na presenga do inibidor e um grupo ausente nas larvas alimentadas em
dieta controle mas igualmente induzidas na presenga do IPS. Constatou-se ainda a presenga
de um terceiro grupo de proteases que ndo apresentam alteragdo de expressao pela presenca

do inibidor de soja em dieta artificial. Estes resultados apontam permitem concluir que S.
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frugiperda apresenta uma mecanismo adaptativo distinto que envolve a sintese de novas
proteases (sintese de novo), a inducao de proteases pré-existentes além de um grupo
insensivel a presenga do inibidor, mecanismo este chamado “shotgun”, por ser baseado na

indugdo geral de um grande grupo de proteases.

O mecanismo pelo qual os insetos percebem a presenca dos inibidores ainda
permanece desconhecido, mas observa-se que estas respostas sdo compativeis com a sintese
de inibidores vegetais: a taxa maxima de sintese ocorre entre 4 ¢ 8 h em tabaco (PEARCE
et al., 1993) e o acimulo significante se da entre 12 e 24 h (JONGSMA et al., 1995).
Mecanismos similares de adaptacdo sdo estudados e reportados para outras espécies de
pragas: larvas de Leptinotarsa decemlineata, conhecido como besouro da batata,
compensam a presenca do inibidor catepsina D em tomate transgénico diminuindo a
expressdo de proteases sensiveis (BRUNELLE et al., 2004). Zhu-Salzman et al. (2003)
demonstraram que C. maculatus, uma das espécies de gorglho de feijao, responde a
inibidores de cisteinoproteases aumentando a producdo de proteases asparticas. Perillus
bioculatus responde a inibidores de cisteinoproteases em batata transgénica expressando
novas serinoproteases (BOUCHARD et al., 2003). Tribolium castaneum compensa a
presenca de um determinado inibidor com a total inversao do perfil enzimatico, ou seja, na
presenca de inibidores de serinoprotease as larvas sintetizavam cisteinoproteases e vice-
versa. Entretanto, quando hé& presenga de inibidores de serino e cisteinoprotease
combinados na dieta, a resposta proteolitica compensatoria em 7. castaneum € prevenida

(OPPERT et al., 2005).
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3 — Inibidores enzimaticos como ferramenta biotecnologica alternativa

A continua necessidade de aumentar a produgdo de alimentos requer o
desenvolvimento e a aplicagdo de ferramentas biotecnologicas inovadoras capazes de
oferecer variedades de culturas melhoradas, oportuna e economicamente rentavel (HAQ et
al., 2004). Um marco nesse campo foi a introducao de genes de proteinas entomotoxicas da
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) em plantas. A bactéria foi primeiramente descoberta no
Japao em 1902 (BABU et al., 2003) e as delta-endotoxinas, toxinas Bt ou ainda conhecidas
como toxinas Cry, proteinas inseticidas produzidas durante a esporulacdo da bactéria, tem
sido utilizadas como inseticida comercial por mais de duas décadas. Estas toxinas sdo
especificamente toxicas a lepidopteros (OLSEN & DALY, 2000) e promovem o
rompimento das células do intestino médio do inseto: as toxinas sdo dissolvidas pelo suco
alcalino no limen intestinal e convertidas pelas proteases em fragmentos toxicos (BABU et
al., 2003). A partir dai, agrupam-se em oligdmeros, criando poros na membrana intestinal,

levando a morte do inseto pela descompartimentalizacdo gerada.

As primeiras culturas transgénicas de milho, algoddo e batata resistentes a insetos
expressando genes Bt foram langadas comercialmente nos Estados Unidos em 1995 (FAN
et al., 2005) e de acordo com Haq et al. (2004) ja perfazem 98 % de todos os genes
empregados no desenvolvimento de culturas transgénicas. No entanto, existem algumas
limitagdes no uso de plantas Bf que devem ser consideradas. A persisténcia da toxina Bt ao
longo de todo o periodo de crescimento da planta seleciona intensivamente a resisténcia de

insetos (HAQ et al., 2004; MOAR et al., 1995; FAN et al., 2005). A variedade de insetos
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que podem ser controlados por estas toxinas ¢ relativamente pequena (HAQ et al., 2004).
Além disso, outro ponto importante ¢ que a atividade inseticida exercida pelas proteinas Bt
tem um complexo modo de acdo, j4 que muitas classes destas pro-toxinas devem ser
proteoliticamente ativadas para exercerem seu papel inseticida. Uma série de trabalhos
baseados em observagdes de laboratério, estufa e campo sobre a resisténcia de insetos a
plantas expressando proteinas Bt tém sido reportados (TABASHNIK et al., 2000, FERRE
& VAN RIE, 2002; JANMAAT & MYERS, 2003), apesar do curto espaco de tempo
transcorrido desde o inicio de sua comercializa¢do. No mais recentemente deles, Tabashnik
et al. (2008) observou que Helicoverpa zea desenvolveu resisténcia ao algoddo Bt cultivado

no Arkansas e Mississipi.

A resisténcia adquirida por parte dos insetos impulsiona pesquisas por novas
ferramentas para o controle de pragas. Dentre elas, uma interessante linha estuda a
transformagdo de plantas com genes de IP como uma ferramenta biotecnologica alternativa
no combate de insetos-praga. Muitos pesquisadores defendem seu emprego por
constituirem uma estratégia de defesa utilizada extensivamente pelas plantas (THOMAS et
al., 1995; BABU et al., 2003). Outro ponto interessante, € que seu emprego em culturas
transgénicas nao deixaria resquicios de inseticidas nas plantas ou no solo e, além disso, nao
trariam efeitos sobre outros insetos que nao se alimentem exclusivamente da planta, os

principais pontos negativos do emprego dos inseticidas quimicos convencionais.

Hoje, plantas podem ser transformadas com genes de IP com fortes promotores para
expressa-los em niveis relativamente altos em intervalos de tempos especificos (DUAN et

al., 1996; COLFALONIERI ef al., 1998; MOCHIZUKI et al., 1999). Os inibidores também
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podem ocorrer apenas em tecidos particularmente vulnerdveis ao ataque, como sementes,
ou podem ser induzidos através de ferimentos no tecido atacado pela mastigagcdo de insetos-
praga, como folhas (DATTA et al., 1998; MOCHIZUKI et al., 1999; LARRY &
RICHARD, 2002). Baseado nos diversos estudos publicados acerca do papel dos IP em
cultivares transgénicos, verificou-se que inibidores de serinoprotease sdo efetivos contra
lepidopteras (MC MANUS et al., 1994, YEH et al., 1997) enquanto inibidores de
cisteinoprotease sdo efetivos contra coledpteras (LECARDONNEL et al., 1999; LEPLE et

al., 1995).

A expressdo de IP em plantas transgénicas foi primeiramente demonstrado por
Hilder ef al. (1987), através da expressdo do gene do inibidor de tripsina (CpTI) do feijao
Vigna unguiculata em tabaco, conferindo resisténcia a uma grande variedade de insetos-
praga, incluindo Lepiddpteras do género Heliothis e Spodoptera, Coledpteros do género
Diabrotica e Anthonommous e Ortoptera do género Locusts (GATEHOUSE et al., 1992).
Apos este estudo de sucesso, muitos outros IP de diversas fontes vegetais vém sendo
estudados e empregados na transformacao de plantas. Na revisao de Fan & Wu (2005) sao
apresentados mais de 50 trabalhos de plantas transgénicas resistentes a insetos expressando
genes de IP, com a caracteristica de resisténcia sendo passada por varias geragoes. Contudo,

plantas transgénicas expressando IP ainda ndo sdo comercializadas.

Além de apresentar atividade inseticida, IP sdo efetivos contra nematoides, virus,
bactérias e fungos patogénicos, podendo exercer um efeito protetor cumulativo para as
plantas. Além do mais, ndo existem evidéncias de que IP possuam efeitos toxicos ou

deletérios para mamiferos (HAQ et al., 2004). Entretanto, genes de IP apresentam certas
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limitagdes: uma das mais preocupantes ¢ que diferentes espécies de insetos sdo afetadas
diferencialmente quando alimentadas com o mesmo inibidor. Considerando a alta
complexidade das interagdes entre protease/inibidor e a diversidade de enzimas
proteoliticas utilizadas pelas diversas pragas no processo digestivo, a escolha de um IP e
sua especificidade representa um ponto crucial no sucesso de qualquer estratégia de
controle que dependa da inibigdo enzimatica. Primeiramente, a escolha de um IP contra
deve ser baseada em um profundo entendimento do sistema bioldgico de uma praga
especifica, baseado em testes in vitro e in vivo. Muitos inibidores tém sido utilizados em
estudos aprofundados e muitos outros tém sido isolados e apresentado diferentes modos de
acdo contra espécies de pragas, no entanto, a resisténcia do inseto pode surgir apos a
exposi¢ao prolongada e pressoes seletivas mediadas por uma proteina inseticida ou gene de
resisténcia (LAWRENCE & KOUNDAL, 2002). A menos que a estratégia biotecnologica
seja desenhada e implementada para superar estes problemas, esta se tornara ineficaz com o
passar do tempo como qualquer estratégia de gestdo baseada no emprego de pesticidas.
Assim como as plantas transformadas que expressaram apenas as proteinas Bt nao
obtiveram um completo sucesso, ¢ presumivel que o mesmo acontega com os inibidores. A
combinagdo de IP com outras proteinas inseticidas ou que provoquem algum tipo de
estresse no inseto sugerem que esta técnica pode levar a niveis mais satisfatorios de
controle (ZHAO et al., 1998; CORNU et al., 1996; FRANCO et al., 1999; SHARMA et al.,

2000; BABU et al., 2003).
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4 - Nova geracio de plantas geneticamente modificadas

Com o conhecimento adquirido acerca dos mecanismos de resisténcia apresentado
pelas diferentes espécies de insetos-praga, a nova geracao de plantas geneticamente
modificadas emprega diferentes ferramentas de estudo biotecnologico: genes de proteinas
Bt em conjunto aos genes de IP. Muitos inibidores de serinoprotease sdo capazes de
potencializar a atividade inseticida de toxinas Cry em 3 diferentes ordens de insetos:
Coleoptera, Lepidoptera e Diptera (HILDER ez al., 1987; MACINTOSH et al., 1990;

PARDO-LOPEZ et al., 2009).

A presenca de niveis extremamente baixos de IP aumenta a atividade inseticida de
algumas proteinas Cry em até 20 vezes (PARDO-LOPES et al., 2009). Em seus estudos,
Maclntosh et al. (1990) observou a potencializagdo do efeito de um inibidor de tripsina
isolado de sementes de Curcurbita maxima (CmTI) a uma concentragio 10° vezes abaixo
do seu nivel inseticida. Plantas de tabaco expressando CmTI e a toxina Cryl Ab mostraram
um aumento de 6 vezes na atividade inseticida contra a lagarta do tabaco, Heliothis

virescens, quando comparadas com plantas expressando apenas a toxina CrylAb.

O mecanismo completo pelo qual o IP aumenta a atividade das proteinas Cry ¢
desconhecido, embora eles possam inibir proteases intestinais especificas que normalmente
inativariam as proteinas B¢, ou podem limitar a protedlise de proteinas de membrana,
aumentando sua meia vida e a habilidade de ligar-se a proteinas Bz. O mecanismo mais
aceito ¢ mostrado na Figura 3. Inicialmente, hé a solubilizagdo da proteina Cry no limen do

intestino médio (1) seguida da ativacdo da pro-toxina e sua translocagdo através da
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membrana peritréfica (2). Em seguida, ocorre ligacdo da toxina a receptores primarios € a
clivagem da hélice a-1 (3). Por fim, a oligomerizacdo da toxina e ligacdo a receptores
ancorados a GPI ¢ observada (4). A insercdo da toxina na membrana acontece, levando a

formacao dos poros (5).

Inibidores de serinoprotease

Membrana Peritrofica

/

R EI L2y
e IHI z-“l.l.l : :J

Cligdmera da i Receptar primério
taxing 2

i Criztal (.j Prij-toxing 'Mu:unﬁmeru:u da toxing .

)

<.' Receptor ancorado & GPI

;

I

Figura 3. Modelo do modo de acdo das proteinas Cry e a potencializagdo de seu efeito
exercido por inibidores de protease (adaptado de PANDO-LOPEZ et al., 2010).

Além da utilizagdo de proteinas Bt e inibidores enzimaticos, esta nova geragao de
plantas modificadas apresenta ferramentas inovadoras, como a fusdo de proteinas toxicas.
Recentemente, o grupo de pesquisa liderado pelo pesquisador John A. Gatehouse publicou
trabalhos onde descrevem a fusdo de uma lectina vegetal, GNA, isolada dos bulbos de

Galanthus nivalis com a toxina ButalT, isolada do escorpido vermelho africano
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Mesobuthus tamulus (TRUNG et al., 2006). A partir do conhecimento de que GNA ¢
transportada para a hemolinfa do inseto apos sua ingestdo, fusionaram as proteinas para que
GNA funcionasse como um transportador da toxina ButalT. A atividade biologica da
proteina ButalT/GNA foi testada. A proteina fusionada apresentou elevada mortalidade
para a lagarta do tomate Lacanobia oleracea (Lepidoptera) em ensaios de alimentacao,
onde a proteina foi adicionada em dieta artificial. Além do aumento da taxa de mortalidade,
houve uma redugdo na taxa de crescimento ¢ na taxa de alimentagdo. ButalT/GNA foi
detectada na hemolinfa das larvas alimentadas, mostrando que o transporte do intestino
para a hemolinfa ndo foi alterado. Ensaios posteriores também apontaram um efeito
altamente toxico de ButalT/GNA para uma das praga do arroz, Nilaparvata lugens

(Homoptera) (TRUNG et al., 2006).

Fitches et al. (2009) avaliaram o efeito de ButalT/GNA e SFI1/GNA, toxina isolada
do veneno da aranha Segestria florentina fusionada com GNA. Ambas as toxinas
apresentaram toxidade para insetos de diferentes ordens, como Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera e Dictyoptera. Os autores concluem que as toxinas fusionadas com GNA
apresentam uma ampla atividade inseticida com enorme potencial para o combate as pragas

agricolas.

O sucesso desta e de qualquer estratégia que empregue proteinas de defesa no
melhoramento de plantas depende da execucdo de uma série de etapas: (1) purificagdo e
caracterizacdo da proteina de interesse, (2) investigagao acerca de sua atividade in vitro e in
vivo contra patégenos, (3) determinagdo da sequéncia parcial ou total de aminoacidos da

proteina, (4) clonagem de cDNAs e DNAs que codificam-na, (5) estudo da expressdo
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destes genes sob condi¢des normais de desenvolvimento e sob condi¢des de estresse, (6)
estudo da expressdo transgénica dos genes transferidos para verificar se estes estdo
produzindo as proteinas correspondentes nas plantas transformadas e (7) verificacdo do
aumento da resisténcia nas plantas transgénicas em campo (GARCIA-OLMEDO et al.,

1996; MELLO, 2003).
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II - OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo isolar e caracterizar um novo inibidor de tripsina
encontrado em sementes de Entada acaciifolia, bem como estudar seus aspectos estruturais

e funcionais. Para tanto pretendeu-se:

e Purificar o inibidor de E. acaciifolia;

e Realizar sua caracterizagdo fisico-quimica, através de técnicas cromatograficas,
eletroforéticas, por espectrometria de massas, composi¢do de aminoacidos e

sequenciamento N-terminal;

e Analisar sua atividade inibitoria frente a tripsina bovina bem como estabelecer sua

estequiometria de inibicdo e sua constante de inibi¢ao (Ki);

e Estudar sua estabilidade cinética submetendo-o a condi¢des variadas de pH e
temperatura, bem como a diferentes concentracdes do agente redutor Ditiotreitol

(DTT);

e Predizer sua estrutura secundéria nativa e possiveis modificagdes provenientes de

sua interagao com DTT e ureia através de ensaios de dicroismo circular (DC);

e Avaliar sua atividade bioldgica, através de ensaios in vitro, frente a enzimas
digestivas isoladas espécies de pragas agricolas, a fim de investigar seu potencial

como ferramenta inseticida.

25



III - MATERIAIS

1.1 - Entada acaciifolia

Sementes de E. acaciifolia foram coletadas entre os meses de maio e julho de 2009
na Unicamp. Exemplares de frutos, flores e galhos foram levados ao Laboratorio de
Taxonomia Vegetal, Departamento de Biologia Vegetal, IB, para que a espécie em questao
tivesse sua identificagao confirmada. Os frutos secos maduros foram colhidos, as sementes

lavadas e secas a temperatura ambiente antes de serem acondicionadas em freezer a - 20°C.

1.2 - Insetos

Seis espécies de insetos pertencentes a ordem Lepidoptera, divididos entre as
familias Noctuidae: Helicoverpa zea (Bod., 1850), Anticarsia gemmatalis (Hueb., 1818),
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797), Heliothis virescens (Fabr., 1781) e Agrotis
ipsilon (Hufnagel, 1766); e Crambidae: Diatraea saccharalis (Fabr., 1794). Os insetos
foram cedidos pelo Prof. Dr. José Roberto Postali Parra, do Laboratoério de Biologia de

Insetos, Departamento de Entomologia, ESALq, Piracicaba-SP.
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Figura 4. Entada acaciifolia (Benth.): (A) arvore, (B) frutos verdes, (C) frutos secos e
caule e (D) frutos verdes e sementes. Barra = 1 cm. Fotos de Oliveira, C.F.R.
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Figura 5. Insetos-praga utilizados no estudo: (A) adulto de Helicoverpa zea, (B) larva de
H. zea, (C) adulto de Anticarsia gemmatalis, (D) larva de A. gemmatalis, (E) adulto de
Spodoptera frugiperda, (F) larva de S. frugiperda, (G) adulto de Heliothis virescens, (H)
larva de H. virescens, (I) adulto de Agrotis ipsilon, (J) larva de A. ipsilon, (L) adulto de
Diatraea saccharalis ¢ (M) larva de D. saccharalis. Fotos de Alabama Cooperative
Extension System (http://www.aces.edu/~azm0024/extension/index.php).

1.3 — Enzimas

Tripsina e quimotripsina bovina foram adquiridas da Sigma Chemical Company.
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1.4 — Substratos

Os substratos sintéticos BAPNA e BTPNA, com atividade especifica para tripsina e

quimotripsina, respectivamente, foram adquiridos da Sigma Chemical Company.

1.5 — Resinas

As resinas de exclusdo molecular Sephadex G-75, troca ionica DEAE-Sepharose,
afinidade Sepharose-tripsina foram adquiridas da GE (Uppsala, Suica). A coluna analitica

p-bondpack C-18 foi adquirida da Waters.
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IV - METODOS

1 - Isolamento e purifica¢do do inibidor de E. acaciifolia

1.1 - Obtencao da farinha de sementes de E. acaciifolia

As sementes foram mergulhadas em nitrogénio liquido e em seguida trituradas em
moinho elétrico a 27.000 rpm. Neste momento, realizou-se a separagdao da polpa e o
descarte da casca. A farinha de fina granulacdo obtida foi submetida ao processo de
delipidagao com hexano. Ao final da delipidacao, a farinha foi depositada em uma bandeja

plastica revestida por papel filtro para que houvesse a completa volatilizagdo do solvente.

1.2 - Obtenc¢ao do Extrato Bruto

A farinha delipidada foi submetida a uma extracao proteica com tampao fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,6, na propor¢ao de 1:10 (p/v), sob agitagdo constante overnight em
temperatura de 4 °C. Seguindo esta etapa, o material foi centrifugado a 5.000 rpm a 4 °C
durante 30 minutos, obtendo assim duas fracdes: precipitado, o qual foi descartado e uma
fragdo sobrenadante, a qual teve o volume medido, dialisado por 24 horas contra agua
destilada a 4 °C, liofilizado e denominado Extrato Bruto (EB), utilizado nas etapas

posteriores de purificacdo do inibidor.
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1.3 - Cromatografia de exclusao molecular em coluna Sephadex G-75

Uma quantidade de EB (150 mg) foi dissolvida em 3ml de tampao fosfato de sodio
0,1 M, pH 7,6, com 0,1 M de NaCl. O material foi sonicado por 5 minutos, clarificado por
centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos e aplicada em coluna Sephadex G-75 (3 x
80cm) equilibrada previamente com o mesmo tampao. Foram coletadas fragdes de 3ml por
tubo, num fluxo de 12 ml/h. A detec¢@o das proteinas foi feita em espectrofotometro a 280

nm.

1.4 - Cromatografia de troca ionica DEAE-Sepharose

A fragdo que apresentou atividade anti-triptica na coluna Sephadex G-75, foi
dialisada, liofilizada e aplicada em uma coluna de troca i6nica DEAE-Sepharose Fast Flow
(3 x 12cm) equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0. Um gradiente salino de NaCl
de 0-1 M foi utilizado para a eluir as proteinas adsorvidas, sendo coletadas fragoes de 3 ml

num fluxo de 40 ml/h. A deteccao das proteinas foi feita a 280 nm.

1.5 - Cromatografia de afinidade Sepharose-tripsina

O primeiro pico eluido pelo gradiente salino (D-II), foi dialisado, liofilizado e
aplicado em coluna de afinidade Sepharose-tripsina (3 x 12cm). A coluna foi equilibrada
com tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,6, com 0,1 M de NaCl. A elui¢do do material

retido na coluna foi feita com HC1 0,1 M num fluxo de 30ml/h, onde fragdes de 2 ml foram
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coletadas. A detec¢do das proteinas foi feita a 280 nm. O pico eluido com HCI (S-II) foi
concentrado, dialisado contra agua destilada a 4 °C por 24 horas, liofilizado e nomeado

EATL

1.6 - Cromatografia em coluna C-18

A fim de analisar a pureza do material proveniente da cromatografia em coluna
Sepharose-tripsina, o EATI foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia em
coluna C-18. O sistema cromatografico empregado ¢ o HPLC - PDA 991 (Waters),
equipado com duas bombas Waters modelo 510/B e um injetor automatico de amostras
U6K com um loop de 200 pL. A coluna utilizada ¢ a p-Bondapak C-18 (3,9 x 300 mm),
previamente equilibrada com acido trifluoroacético (TFA) 0,1%, (v/v) (tampao A) pH 3,5.
Brevemente, Smg de EATI sdo dissolvidos em 200 uL de tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0
e sonicado por 5 minutos. A solugdo obtida ¢ centrifugada a 5.000 rpm durante 3 minutos
para clarificagdo e o sobrenadante aplicado na coluna. As proteinas sdo eluidas utilizando-
se um gradiente descontinuo de tampao B (acetonitrila 66,5 %, TFA 0,1 %): 10 minutos
com 0 % de tampao B, 6 minutos a 30 % de tampao B, 6 minutos a 40 % de tampao B, 6
minutos a 50 % de tampao e 10 minutos a 100 % de tampao B. O fluxo ¢ mantido constante
a 1 ml/min e monitorado a 280 nm. As fragdes obtidas foram imediatamente submetidas ao
ensaio de atividade inibitdria. O restante do material coletado foi imediatamente liofilizado

e armazenado a -20 °C para a utilizagdo posterior.
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2 - Quantificacio de proteinas

Todas as fracdes obtidas no processo de purificacdo tiveram seu conteido proteico
quantificado pela técnica desenvolvida por Bradford (1976), utilizando como proteina

padrao para as quantificacdes albumina sérica bovina a 1 mg/ml.

3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (PAGE-SDS) ¢ realizada
seguindo-se a metodologia descrita por Laemmli (1970). As placas de poliacrilamida sdo
feitas de modo descontinuo: apresentam um gel de concentragdo de 5 % e um gel de corrida
de 12,5 %. As placas sdo preparadas utilizando-se uma solucdo de acrilamida estoque. O
gel de concentracdo 5 % ¢€ preparado utilizando-se o tampao Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 e o gel
de corrida ¢ feito com tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. Em ambos os géis sdo acrescentados
0,1 % (v/v) de SDS 20 %. A PAGE-SDS ¢ realizada em um sistema duplo de mini placas
SE 250 Mighty Small II (Hoefer Scientific Instruments). As amostras e os marcadores de
massa molecular sdo dissolvidos em tampao de amostra (Tris-HCL, 0,075 M, pH 6,8; 10 %
de glicerol; 4 % de SDS; 0,001 % de azul de bromofenol). As proteinas utilizadas como
marcadores de peso molecular foram: fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67
kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20
kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa). A corrida eletroforética foi realizada com corrente
constante (30 mA) e voltagem livre. Os géis sdo corados com solugdo de Coomassie Blue
0,05 % a 37 °C overnight e o excesso de corante removido em acido acético 7%.
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4 - Determinacio da massa acurada por espectrometria MALDI-TOF

A massa molecular acurada de EATI-1 obtido na cromatografia em coluna C-18 do
inibidor de tripsina de E. acaciifolia foi analisado por Espectrometria de Massa utilizando
um Voyager DE PRO MALDI TOF mass spectrometry (Applied Biosystems. Foster City.
USA). Uma aliquota de 1 pL de amostra foi dissolvida em TFA 0,1 % e misturada a 2 pL
da matriz. A matriz foi preparada com &cido a-ciano-4-hidroxy-cinnamico (Sigma),
acetonitrila 60 % (v/v) e TFA 0,1 % (v/v). A massa foi analisada sob as seguintes
condigdes: aceleragio de voltagem a 25 kV, laser ajustado a 2890 mJ/com” em 300 ns com

modo de analise linear.

5 - Analise da composi¢ao de aminoacidos

Para a determinacdo da composi¢do global de aminoacidos de EATI-1 o sistema
utilizado foi o analisador Pico-Tag (Waters). O cromoéforo resultante, fenilcarbamil do
aminoacido (PITC), proveniente da derivatizagdo com feniltiocianato dos aminodcidos
obtidos através de hidrdlise dcida em HCl 6 M por 24 h a 106 °C, pode ser detectado em

concentragdes de 1 pmol (HEINRIKSON & MEREDITH, 1984).

A andlise ap6s a hidrolise foi realizada em sistema HPLC acoplado a coluna C-18
p-Bondpack (3,9 mm x 15 cm) com a utilizacdo de um gradiente linear de 0 a 100 % de

tampao B (66 % de acetonitrila) por 21 min. A identificacdo de cada aminoécido foi feita

com base em um padrdo de aminoacidos PITC (BIDLINGMEVER et al., 1984). Para a
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estimativa da composi¢do global de aminoacidos foi levada em consideragio a

porcentagem de area de cada um dos picos identificados durante a corrida.

6 - Determinacio da sequéncia N-terminal

O método de degradagdo automatico desenvolvido por Edman (1950) foi utilizado
para determinar a sequéncia da por¢dao N-terminal do inibidor EATI-1. A degradacao
Edman ¢ um procedimento ciclico, onde os aminodcidos constituintes de uma proteina ou
peptideo sdo clivados um a um (um por ciclo) a partir da extremidade N-terminal, sendo
identificados como derivados de feniltioidantoinas. Cada ciclo ¢ composto de 3 etapas:
acoplamento de fenilisotiocianato (PITC) ao residuo N-terminal, clivagem do residuo N-
terminal por ciclizagdo em meio 4acido, conversdo do derivativo tiazolinona (ATZ)
formado, para um derivado mais estavel, a tioidantoina (PTH), que pode ser identificado
por cromatografia. A amostra foi submetida a sequenciamento automatico em sequenciador
de proteinas de fase gasosa Shimadzu PPSQ-10. Os aminoacidos processados foram
identificados a 269 nm depois da separacdo em coluna C-18 (4,6 mm x 2,5 mm) sobre

condicdes isocraticas.

7 — Estudo de homologia similaridade sequencial

A partir dos resultados da composi¢do de aminodcidos obtida um estudo de

homologia foi realizado com auxilio do servidor ExXPASy (WILKINS et al. 1998), onde ¢
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possivel efetuar buscas a partir da composi¢do de aminodcidos de uma proteina por
proteinas homologas. A porcentagem de identidade N-terminal com inibidores de tripsina
foi pesquisada utilizando o sistema NCBI-BLAST (ALTSCHUL et al., 1990). O
alinhamento multiplo das sequéncias N-terminal dos inibidores com as maiores
similaridades encontradas foi realizado utilizando o programa CLUSTAL W 2.0.12

(HIGGINS et al., 1996).

8 - Caracterizacao do Inibidor de E. acaciifolia

8.1 - Atividade inibitdria frente a tripsina bovina

A atividade inibitoria para a tripsina bovina foi determinada pela medida da
atividade hidrolitica residual da mesma para o substrato N-benzoyl-L-arginine-p-

nitroanilide (BAPNA) seguindo a metodologia desenvolvida por Erlanger ef al. (1961).

Um volume varidvel de tampao Tris-HCI 0,05M, pH 8,0 era adicionado em cada
pogo, seguido de 4 pl de tripsina (0,125 mg/ml) e diferentes concentragdes do inibidor.
Apds 10 minutos de incubagdo a 37°C, 200 pul de BAPNA a 1 mM foi adicionado,
completando um volume final de 270 pl/pogo. O tempo total do ensaio foi de 30 minutos.
A mudanga na absorbancia a 410 nm subtraida a leitura da solu¢ao do branco foi detectado

no leitor de microplacas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices).
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8.2 - Atividade inibitoria frente a quimiotripsina bovina

Um ensaio similar foi preparado para determinar a atividade inibitoria para
quimotripsina. Para isso, foi empregado o substrato BTPNA. Um volume varidvel de
tampao Tris-HC1 0,05M, pH 8,0 era adicionado em cada pogo, seguido de 10 pl de
quimiotripsina a 1 mg/ml, seguida de diferentes concentracdes do inibidor. Apds 10
minutos de incubagdo a 37°C, 200 pl de BTPNA a 5 mM foi adicionado, completando um
volume final de 270 pl/pogo. O tempo total do ensaio foi de 30 minutos. A mudanga na
absorbancia a 410 nm subtraida a leitura da solu¢ao do branco foi detectado no leitor de

microplacas.

8.3 - Estequiometria de inibicao

Com o intuito de determinar a curva de inibi¢do da tripsina, concentragdes
crescentes do inibidor (0; 1,31; 2,62; 3,93; 5,25; 6,56 ¢ 10,5 mM) foram incubadas por 10
minutos a 37 °C com tripsina ja titulada numa concentragdo de 5,5 mM. Decorrido o tempo
descrito, adicionou-se 200 pl de BAPNA (1mM) e a rea¢do ocorreu durante 30 minutos. A
hidrélise do substrato foi acompanhada a 410 nm no leitor de microplacas, a fim de

determinar a atividade residual da tripsina no ensaio.
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8.4 - Determinacio da constante de inibicao

A andlise cinética da atividade de EATI foi realizada utilizando o Dixon Plot
(DIXON, 1953, SEGEL, 1975). Duas diferentes concentragdes de BAPNA (1 ¢ 3 mM)
foram utilizadas com uma variagdo na concentragao do inibidor (0; 0,5; 1,5 ¢ 2,5 nM). O
inverso da velocidade (1/v) versus a concentragdo do inibidor [I] para cada concentragdo de
substrato, [Si] e [S,] foram plotados. A linha de regressdo para cada [S] foi obtida e a

constante de inibicao (Ki) calculada a partir da intersec¢ao das duas linhas.

9 - Estudos de estabilidade de EATI

9.1 - Estabilidade térmica

O inibidor EATI foi submetido a uma variacao de temperatura (37 ° a 100 °C) com o
objetivo de avaliar o efeito desta na atividade inibitoria. Apds a incubagdo por 30 minutos
em cada temperatura, as aliquotas ensaiadas foram resfriadas em banho de gelo e a sua
eficiéncia inibitoéria verificada através da determinacdo da atividade residual do inibidor.
Foram realizadas 6 replicatas para cada valor de temperatura, sendo os resultados expressos

como média + desvio padrao.
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9.2 - Estabilidade a variacdo de pH

Para determinar a estabilidade a variacdes de pH, o EATI foi diluido no mesmo
volume de diferentes tampdes de mesma concentracdo molar (100 mM): citrato de sddio
(pH 2-4), acetato de sédio (pH 5), fosfato de soédio (pH 6 e 7), Tris-HCl (pH 8) e
bicarbonato de sédio (pH 9 e 10). Depois da incubagio por 60 minutos a 37 °C, a atividade
inibitoria foi medida como anteriormente descrita. Para cada valor de pH 6 replicatas foram

preparadas, sendo os resultados expressos como média + desvio padrao.

9.3 - Estabilidade ao Ditiotreitol (DTT)

EATTI foi incubado com o agente redutor DTT em diferentes concentragdes finais: 1,
10 e 100 mM. A reagdo foi interrompida pela adicdo de lodoacetamida, duas vezes a
concentragdo final de DTT. Durante a incubagdo a 37 °C, aliquotas foram retiradas em
intervalos de tempo de 15, 30, 60 e 120 minutos para cada concentracdo avaliada. Um
tratamento controle sem a adi¢do de DTT também foi preparado. Ao final do procedimento,
as aliquotas foram submetidas aos ensaios de atividade inibitéria. Os resultados foram

expressos como a média de 6 replicatas + desvio padrao.

A fim de avaliar a estabilidade térmica e de pH do inibidor reduzido, EATI foi
incubado com 100 mM de DTT por 120 minutos a 37 °C. A reagdo foi interrompida pela
adicdo de lodoacetamida como anteriormente descrito e¢ o inibidor foi imediatamente
submetido aos ensaios de estabilidade térmica e de pH. Todos os experimentos foram

realizados em 6 replicatas e os resultados foram expressos como a média + desvio padrao.
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10 - Dicroismo circular de EATI

Dicroismo circular (DC) ¢ uma técnica espectroscopica que faz uso da absor¢do
diferenciada da luz polarizada no sentido horario ou anti-horario. Este fendomeno ¢
rotineiramente utilizado no estudo da estrutura secundaria de proteinas. As medidas de DC
foram realizadas no Instituto de Quimica, Unicamp, em um espectropolarimetro JASCO J-
720. O espectro de DC de 190-250 nm foi obtido em cuveta de quartzo de caminho Optico
de 1 mm com EATI a 0,1 mg/ml. Medidas de DC foram realizadas com EATI nativo,
dissolvido em tampao fosfato 10 mM, pH 8,0, EATI incubado com 8 M de uréia ou EATI
incubado com 1 mM de DTT por 2 horas. O espectro obtido foi resultado de 32
acumulagdes descontado de seus respectivos brancos. Os dados de DC foram expressos
como elipticidade molar residual. A predi¢ao do contetido de estrutura secundaria a partir
dos espectros de DC obtidos foram efetuadas através do servidor DichroWeb
(WHITMORE & WALLACE, 2004). O DichroWeb incorpora algoritmos que calculam a
partir da deconvolucao de dados fornecidos pelo usuério o contetido de estrutura secundaria
presente na proteina de estudo, realizando comparagoes graficas entre diversas estruturas de
proteinas depositadas em bancos de dados. Diferentes bancos de proteinas estdo disponiveis
e baseado na amplitude dos espectros coletados € possivel selecionar um dos 7 bancos de
dados disponiveis. Neste estudo utilizamos o banco de dados niimero 4, que disponibiliza
informacdes dos espetros entre 190-240 nm. Dentre os algoritmos disponiveis no servidor,
SELCON3 (SREEREMA & WOODY, 1993), CONTIN (PROVENCHER & GLOCKNER,

1981) e CDSSTR (COMPTON & JOHNSON, 1986) foram utilizados.
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A fim de comparar a estrutura secundaria obtida através da deconvolugdo espectral
de EATI com a estrutura secundaria de um inibidor conhecido, a predicdo da estrutura
secundaria do inibidor de tripsina de Acacia confusa foi obtida, a partir de sua sequéncia
priméria de aminodcidos depositada no banco de dados NCBI-BLAST, utilizando o

servidor PSIPRED.

11 - Estudo da atividade biologica de EATI frente as proteases de diferentes insetos-
praga

A atividade inibitoria de EATI foi testada contra as proteases intestinais de 6
espécies de insetos-praga: A. ipsilon, D. saccharalis, A. gemmatalis, H. virescens, S.
frugiperda e H. zea. As larvas foram criadas em dieta artificial e permaneceram na mesma
at¢ o momento da extracdo das proteases, realizado de acordo com a metodologia
desenvolvida por Macedo et al. (2003) com pequenas modificacdes. Larvas de 4° instar
foram imobilizadas em nitrogénio liquido e tiveram seus intestinos removidos a frio com o
auxilio de pingas. Os intestinos foram congelados em nitrogénio liquido e macerados em
pistilo resfriado. O homogenato obtido foi centrifugado a 14.000 rpm por 20 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi coletado e acondicionado em um volume conhecido de tampao
fostato de sodio 0,1 M, aliquotado, quantificado através da metodologia desenvolvida por
Bradford (1976) e utilizado imediatamente como nos ensaios de atividade enzimatica ou
entdo armazenados a -20 °C. O substrato BAPNA (1mM) foi utilizado e a quantidade de
material necessaria para cada espécie determinada anteriormente pela realizagao de ensaios
de atividade triptica.
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Diferentes concentragdes de EATI (0-1 pg) foram utilizadas junto a concentragdes
fixas de extratos intestinais. Apos o periodo de incubagdo de 10 minutos, 200 pl de
substrato foram adicionados, completando o volume final de 270 pul, e o ensaio decorreu
durante 30 minutos. O ensaio foi acompanhado a 410 nm e a porcentagem de inibi¢do
contra cada extrato intestinal foi calculada apds a subtragdo de seus respectivos brancos,
levando em consideracdo que a atividade enzimdtica méaxima foi obtida na auséncia do
inibidor. Para cada concentragdo de inibidor 6 replicatas foram preparadas e os resultados

expressos como média + desvio padrao.
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V - RESULTADOS

1 - Purificacao de EATI

1.1 - Cromatografia em coluna Sephadex G-75

O cromatograma obtido a partir da aplicacdo do EB de E. acaciifolia na coluna de

exclusdo molecular Sephadex G-75 apresentou 3 picos bem definidos (Figura 6), que apos

ensaios antitripticos foi verificado que apenas o segundo pico, denominado G-II,

apresentou esta atividade.
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Figura 6. Perfil cromatografico do EB aplicado em coluna Sephadex G-75 (3 x 80 cm),
equilibrada com tampao fosfato de sédio 0,1 M com 0,1 M de NaCl, pH 7,6. Fracdes de 4
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ml foram coletadas num fluxo de 12 ml/h. A deteccao das proteinas foi acompanhada a 280
nm. A fragdo que apresentou atividade inibitdria estd evidenciada por uma barra.

1.2 - Cromatografia em coluna DEAE-Sepharose

Apos a didlise e liofilizacdo, a fragdo G-II foi submetida a cromatografia de troca
ionica DEAE-Sepharose (3 x 12 cm). A Figura 7 mostra a presenca de um primeiro pico
(D-I) eluido antes do gradiente salino. Observamos a presenca de dois picos, D-II e D-III,
eluidos em torno de 0,4 M e 0,5 M de NaCl, respectivamente. Entretanto, apenas o pico D-
II apresentou atividade inibitéria, sendo entdo dialisado, liofilizado e utilizado na etapa

seguinte de purificagdo.
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Figura 7. Perfil cromatografico da fragdo G-II aplicado em coluna DEAE-Sepharose Fast
Flow (3 x 12 cm), equilibrada com tampao Tris-HCI1 0,05 M pH 8,0. Fra¢des de 4 ml foram
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coletadas num fluxo de 40 ml/h. Gradiente salino de NaCl (0-1 M). A deteccao das
proteinas foi acompanhada a 280 nm. A fracdo que apresentou atividade inibitoria estd
evidenciada por uma barra.

1.3 - Cromatografia em coluna Sepharose-tripsina

Quando a fracao D-II foi submetida a cromatografia de afinidade em uma coluna
Sepharose-tripsina, dois picos de proteinas foram observados no seu perfil cromatografico,
um anterior € outro posterior a eluicdo da coluna com HCl 0,1 M. Apenas o pico S-II

apresentou atividade inibitoria, sendo entdo dialisado, liofilizado e denominado EATL
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Figura 8. Perfil cromatografico da fracdo D-II aplicado em coluna Sepharose tripsina (3 x
12 cm), equilibrada com tampao fosfato de s6dio 0,1 M com 0,1 M de NaCl, pH 7,6.
Fragdes de 2 ml foram coletadas num fluxo de 30 ml/h. A eluigdo da proteina ligada a
resina foi realizada com HC1 0,1 M. A deteccdo das proteinas foi acompanhada a 280 nm.
O pico que apresentou atividade inibitdria esta evidenciado por uma barra.
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1.4 - Cromatografia em coluna C-18

O inibidor EATI foi submetido & cromatografia em coluna C-18 (3,9 x 300 mm). O
perfil cromatografico revela a presenca de 4 picos eluidos em diferentes concentragdes de
tampao B (Figura 9). Estes picos foram coletados e submetidos a um ensaio de atividade
inibitéria. Com base nos resultados do ensaio, os 4 picos apresentaram uma moderada
atividade anti-triptica, sugerindo a presenca de isoformas de EATI. Convencionou-se

denomina-las EATI-1, EATI-2, EATI-3 e EATI-4.
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Figura 9. Perfil cromatografico EATI aplicado em coluna C-18 (3,9 x 300 mm) equilibrada
com tampao TFA 0,1 %. Fracdes foram coletadas num fluxo de 1 ml/min. A detec¢do das
proteinas foi acompanhada a 280 nm.
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1.5 - Tabela de purifica¢iao do inibidor

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos nas etapas de purificagao do inibidor.

Tabela 1. Purificacdo do inibidor de Entada acaciifolia

Etapa Proteina Atividade Atividade Rendimento Purificacao
total (mg) Inibitéria Total especifica (%) (vezes)
(Un x 10° (UI/'mg) x 10°
EB 4.340 30,16 6,9 100 1
G-75 2.297 21,5 9,3 71,3 1,34
DEAE- 2.068 20,99 10,14 69,59 1,46
Sepharose
Sepharose- 702 12,28 17,5 40,71 2,53
tripsina

2 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

A constituicdo proteica das fracdes obtidas em todas as etapas de purificacdo de
EATI ¢ apresentada na Figura 10. Observa-se que EATI ¢ uma proteina constituida por
uma unica cadeia polipeptidica de massa molecular aparente de 20 kDa mesmo em

condi¢des redutoras, na presenga de 0,1 M de DTT.
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Figura 10. SDS-PAGE 12,5 % das fragdes oriundas das etapas de purificacdo. (M)
Marcadores de peso molecular, (1) EB, (2) G-11, (3), D-II, (4) S-IL, (5) S-II com 0,1 M de
DTT.

3 - Determinacio da massa acurada por espectrometria MALDI-TOF

Uma andlise complementar realizada por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF revelou a massa exata de EATI-1, isoforma majoritaria obtida na cromatografia em

coluna C-18, de 19.725,127 Daltons.
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Figura 11. Perfil do espectro de EATI-1 por espectrometria de massas MALDI-TOF.
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4 - Analise da composicao de aminoacidos

A composi¢ao global de aminoacidos de EATI-1 mostrou que este apresenta um
alto conteudo de residuos leucina, prolina e glicina (Tabela 2). Com base na composi¢ao de
aminoacidos obtida, uma busca foi feita através do servidor ExPASy, baseada na
porcentagem de area de cada pico de aminodcido. Os resultados mostram que EATI possui

homologia com inibidores de serinoprotease da familia Kunitz (Tabela 3).

Tabela 2. Composi¢do de aminoacidos (% de area) de EATI. ASX= Aspartato e
Asparagina, GLX= Glutamato e Glutamina, CY S= determinado como &cido cistéico.

Aminoacido % de area

1 ASX 7,75
2 GLX 8,68
3 SER 7,76
4 GLY 8,70
5 HIS 1,44
6 ARG 7,18
7 THR 2,81
8 ALA 5,50
9 PRO 8,06
10 TYR 5,20
11 VAL 7,17
12 MET 1,72
13 CYS 1,36
14 ILE 4,05
15 LEU 11,71
16 PHE 3,65
17 LYS 7,26

Total 100

Tabela 3. Estudo de similaridade baseado na composi¢ao global de aminoacidos realizadas
pelo programa ExPASy. Sdo mostrados os 10 inibidores que apresentam maior similaridade
a EATI, o peso molecular e o tipo de enzimas que inibem.

51



Score Inibidor Peso (Da) Descricio

37 IT1B PSOTE 19217 Inibidor de tripsina de P. teragonolobus

45 IT2 PSOTE 20394 Inibidor de tripsina de P. teragonolobus

45 ITIAPSOTE 19261 Inibidor de tripsina de P. teragonolobus

48 IECIERYVA 19851 Inibidor de tripsina de E. variegata

52 ICW3 PSOTE 20242 Inibidor de quimiotripsina de P. teragonolobus
60 BBKI BAUBA 17972 Inibidor de tripsina de B. bauhinoides

64 KTI2 SOYBN 20075 Inibidor de tripsina de soja (G. max)

64 ITRY ACACO 15122 Inibidor de tripsina de 4. confusa

65 ILLA LEUGL 15463 Inibidor de tripsina de L. glauca

67 IDE3 ERYVA 19240 Inibidor de tripsina de E. variegata

5 - Determinacao da sequéncia N-terminal

A Tabela 4 ilustra o alinhamento da sequéncia N-terminal de EATI-1. A pesquisa
realizada no banco de dados do NCBI-BLAST revelou homologia entre EATI e diversos

inibidores da familia Kunitz.

Tabela 4. Alinhamento da sequéncia N-terminal de inibidores Kunitz com alta identidade a
EATI Inibidores de Acacia confusa (ACTI-A), Enterolobium contortisiliguum (EcTI),
Prosopsis juliflora (PjTl), Adenanthera pavonina (ApTI-DES), Leucaena leucocephala
(LITY), Bauhinia variegata (BvTIl) e Glicine max (KTI). Residuos sdo idénticos sdo
mostrados em cinza escuro, residuos altamente conservados sdo mostrados em cinza. O
alinhamento multiplo foi realizado utilizando o programa CLUSTAL W 2.0.12.

Identidade Referéncia
EATI P TK (%0)
ACTI-A P T-— 74 Wu & Li, 1993
EcTI P - 73 Batista et al., 1996
PjTI P - 72 Negreiros et al., 1991
ApTI-DES5 P - 72 Richardson et al., 1986
LITI P - 64 Oliva et al., 2000
BvTI I T-— 56 Oliva et al., 2003
KTI PYAIR GRGG Gt 56 Gotor et al., 1995
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6 - Caracterizacao do Inibidor de E. acaciifolia

O perfil de titulagao observado para a tripsina bovina manteve-se linear até 65 % de
inibi¢do (Figura 12) e a partir da extrapolagdo da curva obtida experimentalmente podemos
observar a formag¢do de um complexo estequiométrico de razao 1:1 entre EATI/tripsina. A
constante de inibicdo (Ki) de EATI contra a tripsina bovina foi determinada, sendo 1,75 x

10 M (Figura 13).
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Figura 12. Curva de inibig¢do da tripsina bovina por EATI. Tripsina foi pré-incubada (10
min, 37 °C, Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0) com concentragdes crescentes de inibidor. A
atividade residual da tripsina foi determinada com BAPNA 1 mM.
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Figura 13. Analise cinética da atividade inibitoria de EATI. Plot DIXON para a
determinagdo da constante de inibicao (Ki) frente a 2 diferentes concentragdes de BAPNA.
As concentragdes finais de substrato foram de 1 mM (m) ¢ 3 mM (e¢). O inverso da
velocidade foi plotado contra diferentes concentragdes de inibidor. O Ki € obtido a partir do
ponto de intersec¢do entre as duas retas.

7 - Estudos de estabilidade de EATI

7.1 - Estabilidade ao Ditiotreitol (DTT)

A reducao do inibidor EATI com diferentes concentragdes de DTT em diferentes
intervalos de tempo ndo alterou sua estabilidade a 37 °C em pH 8.0. No com 100 mM de
DTT por 2h, EATI apresentou uma reducdo em sua atividade de 3 % (Figura 14). Em
virtude destes resultados, estudamos sua estabilidade térmica e de pH em sua forma

reduzida, com o objetivo de entender um pouco melhor o papel das pontes dissulfeto neste

inibidor.
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Figura 14. Efeito do DTT sobre a estabilidade de EATI. Diferentes concentragdes de DTT
foram incubadas com EATI em diferentes intervalos de tempo.

7.2 - Estabilidade térmica

EATI mostrou ser um inibidor com uma consideravel estabilidade térmica,
mantendo sua méaxima atividade inibitéria até¢ 70 °C. Entretanto, a partir dai, observamos
perda de atividade. A 80 °C, EATI mantém aproximadamente 17 % de atividade e acima

deste ponto até¢ 100 °C sua atividade ficou reduzida a aproximadamente 3 %.

Ja o estudo de estabilidade térmica realizado com o inibidor reduzido com 100 mM
de DTT por 2 horas apresentou um perfil bastante distinto. Em temperaturas de até 40 °C, o
inibidor reduzido nd3o mostrou nenhuma diferenga frente ao inibidor nativo.

Interessantemente, o aumento da temperatura a partir deste ponto provocou uma diminui¢ao
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acentuada em sua atividade residual. A partir dos 80 °C ambos comportam-se de maneira

similar.
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Figura 15. Efeito da temperatura sobre a estabilidade de EATI nativo e reduzido.

7.3 - Estabilidade a variacio de pH

A incubagdo de EATI nativo em diferentes pHs mostrou ndo afetar sua atividade
inibitéria. Desde o pH altamente acido até o altamente alcalino, EATI manteve

completamente sua atividade.
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Entretanto, quando o inibidor reduzido com 100 mM de DTT por 2 h foi submetido
a0 mesmo ensaio, observamos uma reduc¢do em sua atividade inibitoria & medida que o pH
caminha da neutralidade em dire¢do a menores valores de pH. Em pH 2, EATI reduzido

manteve em meédia 64 % de sua atividade inibitoria.
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Figura 16. Efeito da variacdo de pH sobre a estabilidade de EATI nativo e reduzido.

8 - Dicroismo circular de EATI

A interpretacdo do espectro nativo de EATI revela uma elipticidade minima
acentuada proxima a 200 nm seguida de valores positivos proximos a 230 nm, formando
assim um pequeno ombro (Figura 18). A estrutura secundaria de EATI foi predita
utilizando os algoritmos SELCON3, CONTIN e CDSSTR. Todos os algoritmos
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apresentaram resultados similares. A predi¢do estrutural gerada pelo algoritmo CONTIN
apontou a presenca de 3 % de a-hélices, 33 % de folhas-f e 64 % de estruturas nao
ordenadas (Tabela 5), evidenciando a presenga majoritaria de folhas-f e estruturas nao

ordenadas.

A predicdo da estrutura secundaria do inibidor de tripsina de Acacia confusa (ACTI-
A) foi obtida a partir de sua sequéncia primaria de aminoacidos utilizando o servidor
PSIPRED (Figura 19). ACTI-A foi escolhido devido sua maior identidade N-terminal com
EATI. O resultado desta predicao ¢ apresentado na Figura 17 e revela um grande contetudo

de folhas-f e loops além da auséncia de a-hélices.
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Figura 17. Predi¢do da estrutura secundaria do inibidor de tripsina de A. confusa. A
predicao da estrutura secundaria do inibidor foi realizada com base em sua sequéncia
primaria.

Ap6s a incubacdo por 2 horas em 1 mM de DTT, o espectro de EATI foi coletado.
Em comparagdo a proteina nativa, observa-se um aumento na amplitude de elipticidade
proximo a 200 nm acompanhada de uma diminui¢do do sinal entre 220 e 240 nm (Figura

19). A predicao da estrutural de EATI reduzido revelou a presenca de 11 % de o-hélices, 30

% de B-folhas e 59 % de estruturas nao ordenadas (Tabela 5).
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O espectro de EATI apds 4 horas de incubacdo com 8 M de ureia sofreu ligeiras
mudangas, refletindo as alteracdes estruturais causadas por este agente caotropico. A
principal mudanga foi o surgimento de um pico positivo proximo a 200 nm seguido do
deslocamento do pico negativo para 215 nm. Além disso, a elipticidade positiva observada
em 230 nm foi perdida. A estrutura secundaria predita para EATI incubado com ureia foi de

3 % de a-hélice, 48 % de B-folha e 48 % de estrutura ndo ordenada.

Tabela 5. Predicdo de estrutura secundaria de EATI através do algoritmo CDSSTR.

Conteudo de estrutura secundaria (%)

o-hélice folha- Estrt. ndo ordenada
EATI 3 33 64
EATI + DTT (1 mM, 37 °C, 2 h) 11 30 59
EATI + Uréia (8 M, 37 °C, 4 h) 3 48 49
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Figura 18. Espectro de CD para EATI nativo, incubado em 1 mM de DTT por 2 horas e
incubado em 8 M de uréia durante 4 horas.

9 - Estudo da atividade bioldgica de EATI frente as proteases de diferentes insetos-
praga

Observa-se uma diferenca no padrao de inibigdo das proteases oriundas das
diferentes espécies, podendo agrupa-las em 2 grupos: as enzimas inibidas moderadamente
por EATI, presentes nas larvas de Agrotis ipsilon, Diatraea saccharalis e Anticarsia
gemmatalis, que apresentaram inibi¢do da atividade proteolitica de 30,3 %, 40,6 % e 50,5
%, respectivamente. J4 o segundo grupo reune as espécies que sofreram uma potente
inibicao por EATI, de 70,6 %, 81,3 % e 96 %, representadas pelas larvas de Heliothis

virescens, Spodoptera frugiperda e Helicoverpa zea, respectivamente.
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Figura 19. Inibicdo da atividade proteolitica das proteases intestinais de larvas de 4 ° instar
por EATI. BAPNA 1 mM foi utilizado como substrato. Os pontos representam a média de
6 replicatas.
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VI - DISCUSSAO

Sementes da familia Fabaceae contém grandes quantidades de proteinas, sendo que
uma pequena proporc¢ao destas consiste de inibidores que suprimem a atividade proteolitica
in vivo e in vitro pela formacdo de estdveis complexos estequiométricos (RICHARDSON,
1991; MACEDO et al., 2004). Destes, inibidores de serinoprotease sdo os mais estudados e
tém sido isolados de diversas espécies (MACEDO et al., 2002). Diversos estudos sugerem
sua aplicagdo como ferramenta biotecnolodgica para o combate a diversas pragas agricolas,
as quais provocam enormes prejuizos econdmicos € limitam o crescimento da produgao
mundial de alimentos. Contudo, é necessaria uma caracterizagao estrutural e funcional,
ensaios preliminares in vitro e testes in vivo para uma melhor compreensdo do potencial de

novos inibidores antes de serem utilizados no melhoramento de plantas.

A metodologia desenvolvida para a extracdo e purificagdo do inibidor de E.
acaciifolia foi baseada em descrigdes anteriormente empregadas para a purificacdo de
proteinas, fazendo uso de solucdes salinas para a extracdo de proteinas seguidas por
diferentes técnicas cromatograficas, a fim de isolar a proteina de interesse. Inicialmente,
apés a obtencdo da farinha de fina granulagdao, um processo de delipidacdo utilizando
hexano foi empregado, haja vista a grande concentragdo de lipidios presente em sementes.
De acordo com Richardson (1991), a delipidacao elimina problemas durante a extragcdo de
inibidores, diminuindo a interferéncia nas etapas subsequentes de purificagdo. Ao analisar a
constitui¢do proteica do Extrato Bruto (EB) (Figura 11), concluimos que EATI ¢é a proteina

majoritaria.
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Muitos IP s3o purificados e isolados com a utilizagdo de técnicas cromatograficas,
assim, cromatografias de exclusdo molecular, troca-idnica e afinidade sdo amplamente
utilizadas como passos obrigatérios durante o processo de purificacio de inibidores
(RICHARDSON, 1991; MELLO, 2005; GARCIA et al., 2004; MACEDO et al., 2007b).
A primeira etapa de purificacdo empregada foi a cromatografia de exclusdo molecular em
coluna Sephadex G-75, onde o EB foi fracionado em 3 picos, como mostra a Figura 8.
Apenas o segundo pico (G-II) apresentou atividade inibitdria, apresentando um rendimento

de 71,3 %.

Quando G-II foi aplicado em coluna de troca-idbnica DEAE-Sepharose, obteve-se
um pequeno pico sem atividade inibitdria anterior a utilizagdo do gradiente salino. Com o
gradiente de 0 a 1 M de NaCl, houve a eluicao de dois picos, onde apenas um deles mostrou
atividade inibitéria (Figura 9). Este foi entdo denominado D-II, apresentou um rendimento

de 69,59 % e foi purificado 1,46 vezes (Tabela 1).

Como etapa final de purificagdo, utilizou-se a coluna de afinidade Sepharose-
tripsina. A cromatografia de afinidade mostra-se uma eficiente ferramenta na purificagdo de
inibidores e vem sendo empregada como etapa de purificacdo para diversos destes
(MELLO et al., 2001; LINGARAJU & GOWDA, 2008). Resinas com enzimas especificas
imobilizadas sdo empregadas, geralmente anidroenzimas, enzimas inativas que conservam
a afinidade pelo inibidor, evitando assim sua protedlise parcial. Um tnico pico foi eluido da

coluna (Figura 10). Este foi denominado EATI e utilizado nos ensaios posteriores.

A familia de inibidores do tipo Kunitz ¢ marcada por um niimero significativo de

proteinas com regides da estrutura primaria altamente conservadas, porém, com massa
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molecular, nimero e posicdo das pontes dissulfeto distintas entre outras caracteristicas
funcionais divergentes (SILVA, 2004). A presenga de isoformas de inibidores ¢ bastante
comum e relatada por diversos autores (SILVA, 2004; BHATTACHARYYA & BABU,
2009). A cromatografia liquida de alta eficiéncia pode revelar a presenca de isoformas
presentes no pico homogeneamente eluido da coluna de afinidade Sepharose-tripsina, ja
que a caracteristica de separacdo de proteinas empregada nesta etapa (coluna C-18) ¢ a
hidrofobicidade. Esta propriedade permite que diferentes isoformas sejam eluidas em
diferentes tempos de retengdo. O cromatograma obtido revelou a presenga de 4 picos com
moderada atividade inibitéria (Figura 11), o que nos permite inferir a presenca de 4
isoformas do inibidor: EATI-1, EATI-2, EATI-3 e EATI-4. Comumente, a presenca de
isoformas ¢ descrita para inibidores vegetais. Sua apresentagdo pode ser explicada através
de modificagdes pos-traducionais ou por fenomenos de duplicacdo génica (MACEDO et
al., 2002). A aparente perda de um niimero significante de residuos de aminodcidos durante
modificacdes pods-traducionais tém sido relatada para inibidores de vdarias espécies de
leguminosas (TAN-WILSON et al., 1987, SILVA, 2004). A origem e o papel fisiologico
das isoformas de inibidores em plantas ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Uma
possibilidade levantada seria seu emprego na defesa vegetal. Mutagdes poderiam inativar
um inibidor, fato que traria grandes consequéncias para a sobrevivéncia da espécie.
Determinados eventos que poderiam tornar uma proteina inativa, perdem um pouco de sua
relevancia quando existem isoformas dessa mesma proteina. Assim, uma ou algumas das
isoformas poderiam inativar-se e mesmo assim a defesa vegetal estaria garantida pela

presenca das demais.
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A aplicacdo da espectrometria de massas em biomoléculas tem se revelado uma
técnica de grande importancia para a analise de proteinas. A técnica de espectrometria de
massas matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI-TOF) foi utilizado para
determinar a massa acurada da principal isoforma purificada: EATI-1. A massa obtida foi
de 19.725,127 Da e esta dentro do padrdo observado para inibidores da familia Kunitz
(Figura 11). A analise do espectro de massas fornece uma grande quantidade de
informagdes sobre proteinas em um curto periodo de tempo, além de necessitar de pequenas

concentragdes de amostra (de pico e fentomoles) (SILVA, 2004).

De acordo com a Tabela de purificacdo, observamos um gradativo aumento da
atividade inibitdria especifica ao longo do processo de purificagdo (Tabela 1). Um detalhe
que chama a aten¢do ¢ o alto rendimento apresentado por EATI, superior a 40 %.
Aparentemente, espécies do género Enfada apresentam uma boa porcentagem de
recuperagdo. Lingaraju & Gowda (2008) obtiveram um rendimento superior a 28 % na

purificagdo de ESTI.

A especificidade dos inibidores presentes na familia Kunitz pode variar. Poucos
inibidores desta familia sdo especificos para quimotripsina € ndo inibem tripsina
(MACEDO et al., 2007), alguns sdo potentes inibidores de tripsina e também inibem
quimotripsina, como o inibidor isolado de Derris trifoliata (BHATTACHARYYA &
BABU, 2009), ou tem a habilidade de inibir enzimas de diferentes classes, como ApKTI,
que inibe tripsina e papaina (MIGLIOLO et al., 2010). Ensaios de atividade enzimatica in
vitro detectaram uma fraca atividade inibitoria de EATI frente & quimotripsina bovina

(dados nao apresentados). Por este motivo os ensaios de caracterizagdo foram realizados
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somente com tripsina. A respeito da especificidade de inibicdo, EATI ¢ similar ao inibidor
de tripsina isolado de Inga laurina (MACEDO et al., 2007b) e ao inibidor de Entada
scandens (LINGARAJU & GOWDA, 2008), os quais apresentam um Unico sitio reativo e

especifico para tripsina.

Em todas as etapas de purificacdo e nos diversos ensaios realizados para a
determinagdo de atividade inibitoria, a diminuicdo da atividade enzimdtica em resposta a
adi¢do de diferentes quantidades de inibidor foi medida juntamente a uma quantidade
padrdo de enzima e substrato em condi¢cdes Otimas de ensaio. A atividade resultante ¢
comparada com um controle sem a presenca do inibidor, podendo assim construir um
grafico onde determinamos a inibi¢do da atividade enzimatica nas diferentes concentragdes
de inibidor. Desta curva de inibi¢do ¢ possivel obter a quantidade de enzima inibida por
uma determinada quantidade de inibidor. Geralmente, neste tipo de ensaio sdo utilizados
substratos sintéticos cromogénicos, como o BAPNA (Na-Benzoyl-D,L-arginine p-
nitroanilide hydrochloride). Substratos sintéticos sdo utilizados devido sua maior
especificidade, o que permite diferenciar entre atividades proteoliticas individuais (BELITZ
& WEDER, 1990; MELLO, 2005). A hidrolise do BAPNA pela tripsina ocorre na ligagao
entre a arginina e a p-nitroanilida, liberando o cromo6foro p-nitroanilida, que pode entao ser

detectado por anélise colorimétrica a 410 nm.

A eletroforese em SDS-PAGE 12,5 % permitiu acompanhar todos os passos do
processo de purificagdo do inibidor (Figura 11). A analise do EB e do material proveniente
da coluna de afinidade nos permite verificar que um alto grau de pureza foi alcangado, o

que permitiu o prosseguimento dos estudos. Podemos observar através da eletroforese que
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EATI possui uma massa relativa de 20 kDa, mesmo na presenca de 0,1 M de DTT,
indicando a presenca de uma Unica cadeia polipeptidica. Caracteristicas similares de massa
e estrutura sdo reportadas outros inibidores pertencentes a subfamilia Mimosoideae,
isolados de sementes de Inga laurina (MACEDO et al., 2007b), Dimorphandra mollis
(MACEDO et al., 2000; MELLO et al., 2001), Archidendron -ellipticum
(BHATTACHARYYA et al., 2006) e Derris trifoliata (BHATTACHARYYA & BABU,

2009).

O sequenciamento N-terminal revelou homologia entre EATI-1 e outros inibidores
tipo Kunitz além da presenca de substitui¢des altamente conservadas (Tabela 4). Os
inibidores de Acacia confusa, Enterolobium contortisiliquum, Propolis juliflora,
Adenanthera pavonina, Leucaena leucocephala, Bauhinia variegata e Glicine max foram
aqueles que apresentaram a maior identidade sequencial. A busca realizada com base na
composicao global de aminoacidos veio a corroborar os resultados anteriormente descritos,
revelando uma alta similaridade entre EATI e os inibidores de Psophocarpus
tetragonolobus, Erythrina variegata, Bauhinia bauhinoides, Acacia confusa ¢ de sementes
de Leucaena glauca. Com base nos resultados obtidos através de ensaios de caracterizagdao
in vitro, andlise da composi¢do de aminoacidos € homologia N-terminal, podemos concluir
que EATI pertencente a familia Kunitz de inibidores de serinoprotease. Estes resultados
sustentam a teoria de Norioka ef al. (1988), de que existe uma relagdo entre a evolugao das

subfamilias encontradas na familia Fabaceae e as familias de inibidores nelas encontradas.

A elucidagdo da especificidade dos IP ¢ sem duvida, uma das mais importantes

formas utilizadas para o esclarecimento dos mecanismos de a¢do e do controle sobre
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atividade enzimatica (WENZEL & TSCHESCHE, 1995; MELLO, 2005). Diferentes perfis
de inibigdo foram observados para enzimas do tipo tripsina extraidas de diferentes espécies
de lepidopteros (Figura 22), o que nos permite deduzir que a natureza quimica e estrutural
do sitio reativo de EATI permita que este estabeleca interagdes com os sitios ativos
presentes em enzimas do tipo tripsina. Tripsinas geralmente clivam ligagdes peptidicas
internas da extremidade C-terminal de aminodcidos dcidos, como arginina e lisina (BIRK,
2003). No6s sugerimos, portanto, que EATI possua um residuo arginina ou lisina na posicao
P, localizada em seu sitio reativo. Esta posicdo especifica determina a afinidade de uma
enzima pelo inibidor. E sabido, por exemplo, que a quimotripsina cliva preferencialmente
ligagdes peptidicas na extremidade C-terminal de residuos tirosina, fenilalanina, triptofano

e leucina (BIRK, 2003).

A partir da extrapolagdo da curva de titulagdo frente a tripsina ¢ possivel visualizar
uma estequiometria de inibi¢do do tipo 1:1 (inibidor:enzima), indicando inibi¢do do tipo
competitiva tipica dos inibidores da familia Kunitz (RICHARDSON, 1991; MACEDO et
al., 2000; MACEDO et al., 2007). Através do plot de Dixon (1953) podemos calcular o Ki
de EATI para tripsina. O valor encontrado foi de 1,75 x 10° M e demonstra uma alta
afinidade de EATI pela tripsina (Figura 13). Outros inibidores Kunitz apresentaram valores
de Ki similares (MACEDO et al., 2007b; CHAUDHARY et al, 2008;

BHATTACHARYYA et al., 2009).

Nos inibidores Kunitz cldssicos, como no inibidor de soja STI, duas pontes
dissulfeto sdo localizadas sobre a superficie da proteina, o que as tornam altamente

acessiveis ao solvente, mas a contribuicdo destas estruturas na manuten¢do de sua
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funcionalidade estd na dependéncia de caracteristicas individuais de cada proteina
(HANSEN et al., 2007). Assim, a andlise das diferencgas estruturais nessa posi¢do pode
contribuir para compreender o significado das pontes dissulfeto para a estabilidade e

especificidade dos IP.

Com o intuito de conhecer o comportamento de EATI em diferentes condigdes de
temperatura, pH e concentracdes de DTT, ensaios de estabilidade foram realizados. EATI
mostrou uma grande estabilidade a uma ampla faixa de pH (Figura 18), além de apontar
uma apreciavel termo estabilidade, com a manutencdo de sua atividade inibitoria
praticamente inalterada até 70 °C (Figura 17). Estes resultados s3o comuns para inibidores
da familia Kunitz (MACEDO et al., 2007b; GARCIA et al., 2004; MELLO et al., 2001).
Contudo, diferentemente da maioria deles, o inibidor reduzido com 0,1 M de DTT ndo
apresentou alteragdo em sua atividade inibitéria ou afinidade pela tripsina (Figura 16).
Podemos destacar alguns inibidores que apresentam caracteristica similar, sdo eles ETI,
DMTI e PrTI, isolados por Lehle et al. (2004), Mello et al. (2001) e Chaudhary et al.

(2008), respectivamente.

Estudos tém examinado o papel das pontes dissulfeto na estrutura e no
desenovelamento de STI (TETENBAUM & MILLER, 2001). Eles mostraram que a
redu¢do das pontes dissulfeto neste inibidor resulta na completa inativacdo proteica,
evidenciando o papel crucial destas pontes na estabilizacdo da estrutura necessaria a
manutengdo da atividade inibitoria (TETENBAUM & MILLER, 2001; HANSEN et al.,
2007). Contrariamente, dados cristalograficos do inibidor de E. caffra (ETI) obtidos por

Onesti et al. (1991) mostram que as pontes dissulfeto deste inibidor estdo afastadas dos

70



residuos que constituem seu sitio reativo e ainda concluiram que a estabilizagdo do sitio
reativo de ETI ¢ feita por pontes de hidrogénio diferentemente da maioria dos inibidores
classicos do tipo Kunitz. Assim como observado para ETI, EATI reduzido com 0,1 M de
DTT apresentou uma drastica reducdo em sua estabilidade, tanto térmica quanto em relacao
ao pH (Figura 17 e 18), sugerindo uma vital importancia do estado de oxidacdo para a

estabilidade da proteina mas ndo para sua atividade inibitoria.

Um segundo e importante papel possivelmente exercido pelas pontes dissulfetos foi
estudado por Zakharova et al. (2008). Neste trabalho eles avaliaram a importancia da ponte
dissulfeto formada entre os residuos cysl4 e cys38 do inibidor de tripsina bovino. Esta
ponte estd presente em posi¢do andloga em inibidores vegetais e aparentemente reduz a
flexibilidade dos “loops” (“loop”-40 e “loop”-80) que contém estes residuos através de
ligagdes cruzadas. Para tanto, foram construidas 3 variantes do inibidor com substituigdes
dos residuos cisteina citados acima. Todas as trés variantes foram clivadas mais
rapidamente pela tripsina do que a do tipo selvagem, em intervalos de tempo até¢ 10.000
vezes mais rapidos, indicando que a restri¢do covalente normalmente imposta pela ponte

dissulfeto contribua para a notavel resisténcia a hidrolise apresentada pelos inibidores.

Dicroismo circular ¢ uma técnica espectroscopica amplamente utilizada para a
avaliagdo da conformacdo e estabilidade de proteinas em diferentes condigdes como
temperatura, forga iénica e presenca de solutos e pequenas moléculas (CORREA &
RAMOS, 2009). E utilizado principalmente para estudar estruturas secundérias de
proteinas. O espectro obtido de uma proteina tipica constituida apenas de a-hélices

apresenta 2 bandas negativas de magnitudes semelhantes, a 222 ¢ 208 nm, e uma banda
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positiva a 190 nm (Figura 20). J& o espectro de uma proteina constituida apenas de
estruturas tipo folhas-f apresenta, em geral, uma banda negativa entre 210-220 nm e uma
banda positiva entre 195-200 nm. Contudo, o espectro para proteinas [ sdo mais
diversificados que aqueles apresentados por proteinas constituidas por o-hélices, pois as
folhas-B podem estar presentes em sentido paralelo, antiparalelo ou entdo apresentando
conformagdes mistas, podendo ainda estarem torcidas de maneiras aleatérias (CORREA &

RAMOS, 2009).

A concentracdo do inibidor utilizada para os estudos de DC foi estabelecida por
apresentar uma boa relacdo sinal/ruido. O espectro obtido assemelhasse ao apresentado por
inibidores da familia Kunitz que tém sido caracterizados como proteinas que apresentam
uma estrutura secundaria caracterizada por folhas-f interligadas através de dobramentos
randomicos (LIAO et al., 2007; YOSHIZAKI et al., 2007, BHATTACHARYYA &
BABU, 2006; ARAUJO et al., 2005). A pequena representatividade de o-hélices nos
espectros de EATI nativo corrobora as predi¢des geradas através dos algoritmos
SELCON3, CONTIN CDSSTR, apontando virtualmente a auséncia deste tipo de estrutura
em EATI (Tabela 5). Este padrao espectral especifico assemelha-se ao de SBTI, um dos
inibidores de tripsina isolado de soja, que pertence a classe de proteinas B-II. B-II ¢ uma
subclasse de proteinas B onde os residuos de aminoacidos formam estruturas folhas-f3
irregulares (YOSHIZAKI et al., 2007). Com o objetivo de observar possiveis alteragdes
estruturais provocadas pela reducao de EATI, o espectro do inibidor incubado com 1 mM
de DTT foi coletado (Figura 20). Interessantemente, notou-se um aumento de o-hélices

seguida da reducdo de folhas-f (Tabela 5). Devemos salientar que a reducdo do inibidor
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ndo alterou sua atividade inibitoria. Deste modo, ¢ conveniente deduzir que durante o
processo de reducdo das pontes de dissulfeto em EATI, as regides proximas a elas sofreram
ligeiras perturbacdes, haja vista a perda da rigidez estrutural imposta por elas. Este fato
pode provocar um fendmeno conhecido por reorganizagdo estrutural. Durante o processo de
reorganizacdo de uma cadeia polipeptidica, estruturas secundarias do tipo a-hélices e
folhas-f sdo formadas na maioria dos casos (TAMURA & JIRGENSONS, 1980). Gruen et
al. (1984) sugerem que a notdvel estabilidade dos inibidores Kunitz exista devido
consideravel presenca de estruturas em folhas-f plissadas, com pouca ou nenhuma estrutura
regular. Esta molécula compacta ¢ estabilizada principalmente por interagcdes hidrofobicas.
No caso de EATI reduzido, esta hipdtese poderia ser aplicada, fato que determinaria sua
menor estabilidade térmica e a variagdes de pH. A reducdo de estruturas do tipo folhas-} e
o aparecimento de o-hélices poderiam causar um enfraquecimento da estrutura fortemente

estabilizada levando em ultima analise a diminui¢ao da estabilidade antes vista.

EATI mostrou-se extremamente estavel frente a incubagdo com 8 M de ureia
durante 4 horas. A Unica mudanga de grande magnitude observada foi na inversdo da
elipticidade a 200 nm (Figura 20). Mesmo assim, a estrutura predita para esta situacdo foi
de um ganho estrutural frente a diminui¢do de estruturas ndo ordenadas, associada ao
aumento no contetido de folhas-f e um aparecimento discreto de a-hélices (Tabela 5). Esta
¢ uma segunda caracteristica marcante desta classe de proteinas, a resisténcia a agentes
caotropicos, como ja descrita para diversos inibidores, dentre eles o inibidor de
Psophocarpus tetragonolobus (GRUEN et al., 1984), o qual apresentou uma elevada

similaridade com EATI, baseado na composi¢do global de aminoacidos. Estudos de
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desnaturac¢ao de STI por cloreto de guanidina conduzidos Leach & Fish (1977) concluiram
que o desenovelamento completo deste inibidor acontece apds 14 dias de incuba¢do com 6
M deste agente caotropico. J4 a investigacdo realizada por Edelhoch & Steiner (1963)
mostrou que 9 M de ureia apenas perturbou ligeiramente a organizagao estrutural de STI e
o desenovelamento do inibidor s6 foi alcangado quando incubado em elevadas

temperaturas.

Inibidores de protease tém sido utilizados para aumentar a resisténcia de plantas
transgénicas a insetos-praga devido seu pequeno tamanho, abundancia, estabilidade além da
alta especificidade para uma determinada classe de enzimas digestivas de insetos
(MACEDO et al, 2010b). O melhor entendimento do efeito de EATI sobre a atividade
proteolitica de diferentes insetos in vitro possibilita estudar sua atividade e sugerir estudos
mais aprofundados frente a espécie mais susceptivel. Muitos estudos tém sido realizados
nesta area, direcionando a a¢do de IP, ja4 que estes possuem a capacidade de reduzir o
desenvolvimento e sobrevivéncia de uma gama de insetos. Muitas pesquisas estdo sendo
realizadas com o intuito de verificar a eficacia deste papel bioldgico, trazendo assim

contribui¢des para a agricultura (JOUANIN et al., 1998, RAMOS, 2008).

A atividade digestiva de enzimas do tipo tripsina foi amplamente reportada entre
espécies de insetos e sua especificidade assemelha-se a tripsinas de vertebrados (TERRA &
FERREIRA, 1994; LAM et al., 2000; PILON et al., 2006). Entretanto, tripsinas de ambos
os grupos podem diferir em pH 6timo, peso molecular, sensibilidade a ions, ponto
isoelétrico e sensibilidade a inibidores vegetais (BIRK, 2003). De acordo com Pilon et al.

(2006), a inibi¢do entre tripsinas de pode diferir, indicando que perturbagdes no processo
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digestivo dos insetos quando em contato com IP necessita de selecdo anterior de inibidores

adequados para as proteases do inseto estudado.

A representacdo da atividade individual de cada classe de enzima para o processo
total de digestdo nos insetos analisados varia grandemente, podendo ser um dos fatores que
corroboram a diferenca no padrdo de inibi¢do observado (Figura 20). Outro importante
aspecto que deve ser levado em consideragdo ¢ a adaptacdo que alguns insetos apresentam a
determinados inibidores, adquiridos ao longo de milhares de anos da interacdo inseto-
planta. Este resultado acabou levando alguns insetos a tornarem-se consumidores
especializados de determinadas espécies vegetais pelos mecanismos adaptativos adquiridos,
responsaveis pelo processo de detoxificacdo ou de insensibilidade ao inibidor sintetizado
pela espécie. Multiplas isoformas de tripsinas tém sido reconhecidas e o sequenciamento
desta familia multigénica em insetos ¢ um recente foco de atengdo (GRAF et al., 1991;
BOWN et al., 1997, MAZUMDAR-LEIGHTON et al., 2000; MAZUMDAR-LEIGHTON
& BROADWAY, 2001; DE LEO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005). As proteases
induzidas, incluindo tripsinas, explicam o desenvolvimento de resisténcia dos insetos a IP
presentes em plantas nativas ou transgénicas (JONGSMA et al., 1995; BROADWAY,
1995, 1996; BOWN et al., 1997; BRITO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005). Com o
passar do tempo, estas respostas adaptativas tornaram-se constitutivas, conferindo assim
uma resisténcia permanente. Em S. frugiperda, por exemplo, Brioschi et al. (2007)
identificaram 10 isoformas de quimotripsinas e 5 isoformas de tripsinas, todas elas
expressas em diferentes intensidades e situagdes, revelando o potencial de adaptacgdo
apresentado por esta espécie. Esta caracteristica deve ser levada em consideracdo no

momento do desenho de ensaios que avaliem o potencial de um inibidor no combate a uma
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determinada praga. A possibilidade de inibidores isolados de espécies vegetais

filogeneticamente distantes da cultura atacada exercerem efeito inseticida ¢ muito maior.

A curva de inibicdo obtida para as proteases de H. zea aponta esta espécie como
uma possivel candidata aos ensaios in vivo com EATI incorporado em dieta artificial, haja
vista o alto grau de inibigdo obtido. Através dos resultados do ensaio, vimos que as enzimas
larvais de H. zea perdem cerca de 40 % de sua atividade proteolitica na presenca de 0,03 pg
de EATI, e a partir de 0,18 pg a inibigdo ¢ superior a 90 %. Nossos resultados também
apontam S. frugiperda e H. virescens como interessantes alvos de estudo. Contudo,
devemos ter em mente que os resultados in vitro podem nao ser indicativos que garantam o
éxito dos resultados esperados in vivo, j& que um maior periodo de contato com o inibidor
pode desencadear respostas adaptativas, sobrepujando o efeito inseticida desejado, como
descrito anteriormente (GIRARD et al., 1998; BOWN et al., 2004; OPPERT et al., 2005;

BRIOSCHI et al., 2007).
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VII - CONCLUSOES

Diante o exposto, podemos concluir que um novo inibidor de tripsina, o primeiro na

espécie E. acaciifolia, foi isolado e caracterizado.

e Com base em caracteristicas fisico-quimicas podemos classifica-lo como

pertencente a familia Kunitz de inibidores de serinoprotease.

e Este apresentou uma incomum manutencdo de sua atividade inibitéria mesmo
quando reduzido com 0,1 M de DTT, sugerindo que suas pontes dissulfeto nao
estejam envolvidas na estruturagdo de seu sitio reativo, mas atuando na manutenc¢ao

de sua estrutura frente a condi¢des adversas, como varidveis de temperatura e pH.

e EATI mostrou-se uma ferramenta de investigagdo da atividade inseticida, baseado
em ensaios in vitro, resultado que revela sua aplicabilidade em estudos
aprofundados, almejando sua utilizacdo para o beneficio de cultivares contra o

ataque de pragas agricolas.
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VIII - PERSPECTIVAS FUTURAS

Baseado nos resultados de atividade inibitéria obtidos in vitro, pretendemos
incorporar o inibidor em dieta artificial e avaliar sua atividade bioldgica in vivo sobre o
desenvolvimento de diferentes pragas agricolas. Esperamos obter a sequéncia primaria de
aminoacidos deste novo inibidor. Associado a isso, iniciaremos trabalhos de cristalografia
de proteina, na tentativa de cristalizarmos o inibidor EATI. Estudos futuros, somados aos
dados obtidos neste trabalho, permitirdo determinar seu mecanismo de agao e aludir seu uso
como ferramenta biotecnologica, amenizando os problemas relacionados ao uso sistematico
de inseticidas quimicos, reduzindo as perdas nas lavouras e proporcionando beneficios de

modo geral a populagdo.
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