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ABREVIACOES

AD — digestibilidade aparente

ApTI — inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina
BApNA — N-a Benzoyl-D-L-Arginine p-Nitroanilide
BBI — inibidor de soja do tipo Bowman-Birk

Bt — Bacillus thuringiensis

CCII - inibidor de cisteino proteinase de milho

CDI - inibidor de aspartato proteinase catepsina-D de tomate
CpTI — inibidor de tripsina de feijao

CM - custo metabolico

Cry — proteina entomotoxica de Bacillus thuringiensis
DEAE — dietilaminoetil

EB — extrato bruto

ECD - eficiéncia de conversao do alimento digerido
ECI — eficiéncia de conversao do alimento ingerido
IM — intestino médio

IP — inibidor de proteinase

kDa - kilodalton

MW — massa molecular relativa

OCI - inibidore de cisteino-proteinase de arroz
PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida

PCI — inibidor de carboxipeptidase de batata

PI-II - inibidor de tripsina de batata

PIN-2 — inibidor de serino-proteinase de batata

RIP — proteina inativadora de ribossomo

SDS — dodecil sulfato de sodio

SKTI — inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz
TLCK — N-a-tosyl-L-lysine choromethyl ketone
TRIS — hidroximetil aminometano

UR — umidade relativa
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RESUMO

As plantas sintetizam inibidores de proteinases (IPs) como um dos mecanismos
de defesa contra o ataque de insetos-praga e patdgenos. Os IPs sdo polipeptidios habeis
em se ligar as enzimas proteoliticas localizadas no intestino médio dos insetos,
impedindo sua atividade proteolitica por inibicdo competitiva. Esse processo leva a uma
redugdo da disponibilidade de aminoacidos para a sintese protéica, e desta maneira, a
uma reducao no crescimento e desenvolvimento por parte do inseto. Portanto, os IPs sdao
considerados fatores anti-metabdlicos. Heliothis virescens (Fabr., 1781) (Lepidoptera:
Noctuidae) ¢ uma mariposa, cujas larvas atacam principalmente culturas em campo
como: alfafa, algoddo, soja e fumo. Entretanto, ocasionalmente podem atacar também
culturas como couve, alface, ervilha, pimentdo, guandu, abdbora e tomate. Neste
trabalho, um inibidor purificado das sementes de Adenanthera pavonina L.
(Mimosaceae) — ApTI foi utilizado em dietas artificiais, e através de bioensaios seu
potencial inseticida contra H. virescens foi determinado. A inibicdo in vitro de
proteinases do inseto por ApTI sugerem que o inibidor possua efeitos anti-metabdlicos
quando ingeridos pelas larvas . Entretanto, a ingestdo de ApTI ndo resultou em uma
reducdo significativa no crescimento e desenvolvimento do inseto. Nao sendo
observadas diferengas na mortalidade larval, no ganho de peso e no tempo de
desenvolvimento larval e pupal. A fim de estudar a adaptagdo das lagartas a presenca do
inibidor, a atividade das proteinases intestinais das larvas que se alimentaram em dietas
livres do inibidor e alimentadas em dieta contendo o inibidor a 0,4% foi comparada
através de ensaios enzimaticos e eletroforese em géis de atividade enzimatica. As larvas
de quarto instar alimentadas em dieta contendo ApTI apresentaram um aumento de
cerca de duas vezes na atividade triptica, confirmado por ensaios enzimaticos e na
eletroforese de atividade. Além disso, a atividade triptica das larvas que se alimentaram
em dieta com ApTI ¢ menos sensivel a inibi¢do por ApTI, indicando que novas enzimas
mais resistentes ao inibidor foram produzidas. Estes resultados sugerem que as larvas de
H. virescens foram capazes de se adaptarem fisiologicamente ao inibidor pela
superproducdo de enzimas do tipo tripsina existente e pela producao de um novo tipo de

enzima do tipo tripsina que ¢ menos susceptivel a acdo inibitoria de ApTI.
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ABSTRACT

Proteinase inhibitor proteins (PIs) are one of the defensive chemicals produced
by plants against pests and pathogens. PIs are polypeptides that are able to bind to insect
midgut proteolytic enzymes, rendering them inactive by competitive inhibition. This
process leads to a limitation of essential amino acids in protein synthesis, and thus, to
reduction in growth and development. Therefore, PIs are known as antinutritional
factors. The tobacco budworm, Heliothis virescens (Fabr., 1781) (Lepidoptera:
Noctuidae) is a polyphagous insect larvae that is principally a field crop pest, attacking
such crops as alfalfa, cotton, soybean and tobacco. However, it sometimes attacks such
vegetables as cabbage, lettuce, pea, pepper, pigeon pea, squash, and tomato, especially
when cotton or other favored crops are abundant. In this report, the pure inhibitor from
seeds of Adenanthera pavonina L. (Mimosaceae) — ApTI was monitoring by an insect
bioassay its insecticidal activity toward H. virescens. The in vitro inhibitions of
proteinases activities by ApTI suggest that ApTI would have a potential antimetabolic
effect when ingested by insect larvae. However, chronic ingestion of ApTI did not result
in a significant reduction of growth and development of tobacco budworm. No
differences in larval mortality, weight gain, larval and pupal developmental time were
observed. To study this adaptation, the midgut proteinases of H. virescens larvae reared
on artificial PI-free diet and on a diet containing ApTI at 0.4% were compared by using
enzymatic assays and polyacrilamide gel electrophoresis. The fourth instar larvae reared
on a diet containing ApTI showed a 2-fold increase in tryptic activity, as confirmed by
BApNA as substrate and by activity in gels. In addition, the tryptic activity in ApTI-fed
larvae was less sensitive to ApTI, indicating that novel proteolytic form resistant to
ApTI was induced in larvae reared on a diet containing this inhibitor. These results
suggest that H. virescens larvae were able to physiologically adapt to inhibitor by
overproduction of an existing trypsin-like enzyme and production of a new type of

trypsin-like enzyme that is less susceptible to inhibitory action of ApTI.
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1-INTRODUCAO

Insetos do género Heliothis sao grandes causadores de danos na agricultura, das
80 espécies conhecidas 3 sdo as principais responsaveis por danos: H. armigera, H. zea
e H. virescens. Esse género pode causar uma reducdo superior a 90% na produgio de
algodao quando nenhuma medida de controle ¢ tomada (PEDIBHOTLA ef al., 1999).

Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) conhecida como “lagarta da maga
do algodoeiro” ¢ uma praga que ataca culturas economicamente importantes como: soja,
algodoeiro, milho, feijoeiro, cana-de-agucar, sorgo, lentilha, pepino, pimentdo, além de
plantas ornamentais e hortalicas (BARBER, 1937; HAMBLETON, 1944; METCALF et
al., 1962; KINCADE et al., 1967; KOGAN et al., 1978; FITT, 1989).

A lagarta da maca do algodoeiro tornou-se uma praga de importancia econdmica
a partir de 1960, por ter desenvolvido resisténcia a varios inseticidas (BOTTRELL &
ADKISSON, 1977). Atualmente hé registro de que essa praga possui resisténcia a todos
os inseticidas convencionais registrados (MARTIN et al., 1995), inclusive as proteinas
CryA(b) e CryA(c) do Bacillus thuringiensis (TABASHNICK, 1994).

Dessa forma estratégias alternativas a utilizagdo de inseticidas convencionais
necessitam ser desenvolvidas, dentre elas destaca-se a utilizagdo de inibidores vegetais
de enzimas digestivas. Apesar de inimeros estudos in vitro identificarem inibidores de
proteinases em diferentes familias de plantas e seus efeitos sobre as enzimas digestivas
de insetos, os efeitos in vivo nem sempre correspondem com os testes in vitro
(ABDEEN et al., 2005; GIRARD et al., 1998a; GIRI et al., 1998; TELANG et al.,
2005). Devido a esse fato surgiu a necessidade de testes que possam indicar os
inibidores mais eficientes para cada praga (HAQ et al., 2004).

O presente trabalho teve como objetivo testar o efeito do inibidor de tripsina
presente nas sementes de Adenanthera pavonina (ApTl) sobre H. virescens, visto que as
enzimas do tipo tripsina sdo majoritarias nesse inseto (JOHNSTON et al., 1995), e que
esse inibidor além de bem caracterizado apresentou propriedades inseticidas

(RICHARDSON et al., 1986; MACEDO et al., 2004).



1.1 - Cenario atual

De acordo com dados fornecidos pelo Banco Mundial, a populagdo mundial era
em torno de 5.8 bilhdes de pessoas no ano de 2002, com um crescimento anual esperado
em torno de 1.5%. Atualmente a populacdo ultrapassa 6 bilhdes de pessoas e mais de
230 milhdes de toneladas de proteina por ano sdo necessarios para manter essa
populagdo. Considerando que grande parte das proteinas provém de animais, o alimento
necessario para manter animais de consumo humano ¢ também aumentado (CARLINI
et al.,2002). Em paises subdesenvolvidos a fome ¢ conseqiiéncia de uma explosdo no
crescimento populacional, o qual acontece sem correspondente aumento na producao de
alimento e pastagens para animais de consumo. Em 1961, a area cultivavel per capita
era de 0,44 ha, atualmente caiu para 0,26 ha e, baseado em projegdes até o ano de 2050
diminuird ainda mais, ficando em torno de 0,15 ha de érea cultivavel per capita
(CARLINI et al., 2002).

Concomitantemente com a explosdo populacional e redugdo na disponibilidade
de terras para cultivo em paises pobres, ha uma tendéncia em substituir a proteina
animal do alimento por proteina de origem vegetal, a qual possui um custo melhor. Até
0 momento, as proteinas podem corresponder a mais de 40% do peso seco de sementes
de alguns legumes. Porém essa produtividade da agricultura pode ser reduzida em torno
de 45% pela perda, antes ou depois da colheita devido ao ataque de uma variedade de
pragas, como os insetos, nematoides, fungos, doencas causadas por virus e bactérias, e
competicao por ervas daninhas (OERKE et al., 1994; CARLINI et al., 2002). Além dos
danos causados por insetos na agricultura, ratos e nematoides causam uma perda
adicional durante o transporte e infestacdo das culturas com doengas causadas por
patogenos. Durante o armazenamento fungos podem predar sementes de diversas
culturas (SCHUCH et al., 2006), como no caso da soja a perda anual pode representar
20% causada por fungos e bactérias (http://www.cnpso.embrapa.br) . Por todo o mundo
mais de 200 doengas de plantas conhecidas sdo transmitidas por insetos, ratos e
nematoides. Essas perdas representam cerca de 100 bilhdes de dolares anualmente,
sendo o maior prejuizo causado por artropodes e os métodos disponiveis atualmente
para proteger as culturas dependem de compostos quimicos que agridem o ambiente e

reduzem apenas cerca de 7% a perda (OERKE et al., 1994; CARLINI et al., 2002).



Esses fatos justificam a necessidade de pesquisas e desenvolvimento de abordagens
alternativas para esse problema

Visto que as areas de cultivo sdo finitas, a produtividade agricola deve ser
aumentada concomitantemente com o aumento da populacdo mundial. Nao ha duvidas
que a ciéncia do DNA recombinante e a construgdo de organismos transgénicos
mudardo drasticamente aspectos de nossas vidas. Em relacdo a agricultura, culturas com
alta produtividade, resistentes a pragas além de nao danosas ao meio ambiente serdao
construidas para melhorar o valor nutricional e/ou para a produc¢ao de vacinas contra
uma variedade de doencas serdo alcancadas e tecnicamente possiveis (CARLINI et al.,
2002).

A ponto de partida dessa nova agricultura foi estabelecida a cerca de 20 anos
com a introducao de uma cultura de tabaco codificando uma proteina entomotdxica da
bactéria Bacillus thuringiensis (ANDREWS et al., 1987; VAECK et al., 1987). Hoje em
dia alguns produtos contendo Bt estdio no mercado nos Estados Unidos

(www.aphis.usda.gov), bem como em outros paises. Apesar do tremendo impacto dessa

nova tecnologia, existem algumas duvidas a respeito da bioseguranga das proteinas Bt
para mamiferos (VAZQUEZ-PADRON et al., 1999, 2000), bem como algumas
questdes nao resolvidas relacionadas ao impacto ecoldgico dessa nova classe de
bioinseticida.

Esses problemas sdao geralmente mal interpretados pelos consumidores, os quais
tém dificuldades em aceitar os produtos assim denominados “Frankenstein”, na visao
popular sdo antinaturais principalmente por transpor a barreira das espécies. Uma
estratégia alternativa seria utilizar os proprios mecanismos de defesa das plantas, por
exemplo, através da manipulagdo da expressao de proteinas de defesa endogenas, ou
pela introducao de gene que confira resisténcia a insetos derivado de outra planta. Nesse
contexto, intimeros diferentes genes que codificam proteinas toxicas tém sido
introduzidos no genoma de culturas com intuito de oferecer resisténcia a insetos e
patogenos. Muitas dessas plantas estdo sendo testadas em campo ou aguardando
liberacdao para comercializacdo (PEFEROEN, 1997; SCHULER et al., 1998; HILDER
& BOULTER, 1999; JOUANIN et al., 1998; HAQ et al., 2004; PEREIRA et al., 2000).



1.2 - Proteinas vegetais toxicas envolvidas na defesa de plantas

As plantas possuem sofisticados mecanismos de defesa, os quais sdo
concentrados nas sementes, € isso se deve porque a semente € o veiculo de propagagao e
sobrevivéncia da espécie. Os tecidos das sementes podem acumular constitutivamente
ou apods indu¢do uma ampla variedade de compostos de defesa que conferem resisténcia
contra predadores fitofagos e infeccdo por virus, bactéria, fungos, nematoides, etc. As
proteinas de plantas mais conhecidas supostamente envolvidas no mecanismo de defesa
de plantas sdo lectinas, RIPs (Proteinas Inativadoras de Ribossomo) do tipo I e II,
glicohidrolases, arcelinas (OSBORN et al.,, 1988), quitinases (COHEN, 1993),
canatoxina (CARLINI & UDEDIBIE, 1997), formas modificadas de proteinas de
reserva (SALES et al., 2000) e os inibidores de enzimas proteoliticas — IPs (RYAN,
1990; CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991; BARBIERI et al., 1993; PEUMANS & VAN
DAMME, 1995; KOIWA et al., 1997; HAQ et al., 2004; MACEDO et al., 2004;
PEREIRA et al., 2006). Mas para se obter sucesso com a utilizacao de IPs ¢ necessario
conhecer o perfil digestorio do inseto, saber quais tipos enzimaticos estdo presentes e
em quais intensidades. Dessa forma ¢ possivel desenvolver estratégias de controle mais

eficientes e que dificultem o aparecimento de resisténcias.

1.3 - Enzimas Digestivas de Insetos

Para um eficiente manejo de controle de pragas através do uso de inibidores de
proteinases, ¢ imprescindivel saber o tipo de enzima presente no intestino dos insetos e
pragas (HAQ et al., 2004). Enzimas proteoliticas catalisam a clivagem das ligacdes
peptidicas em proteinas, elas sdo classificadas de acordo com seu mecanismo de catalise
e do aminoacido presente no centro ativo: (1) Serino proteinase, com uma serina e
histidina; (2) Cisteino proteinase, com uma cisteina; (3) Aspartato proteinase, com um
grupo aspartato, ¢ (4) Metaloproteinase, com um ion metalico (Zn*", Ca*" ou Mn*")
(NEURATH, 1984; LAWRENCE & KOUNDAL, 2002).

As duas principais classes de proteinases no sistema digestivo de insetos
fitéfagos sdo as serino e cisteino proteinases. MURDOCK et al. (1987) realizaram um
elaborado estudo sobre as enzimas presentes no intestino médio de varios insetos da

ordem Coleoptera. A maioria dos Lepidopteros possui as serino proteinases como as



principais enzimas digestivas, enquanto que os Coledpteros possuem principalmente

cisteino proteinases (HAQ ef al., 2004). Em Heteroptera foram identificadas proteinases

do tipo catepsina-D (HOUSEMAN & DOWNE, 1983; LAWRENCE & KOUNDAL,

2002) e em Sternorryncha (Aphididea) proteases do tipo cisteino foram majoritarias

(LEE et al., 1999; FAN &WU, 2005) (Tabela 1).

Tabela 1: Proteases majoritarias de insetos

Ordem Inseto Classe Referéncias
Enzimatica
Coleoptera Tribolium castaneum Serino/Cisteino MURDOCK et al.,1987
Coleoptera  Callosobruchus chinensis Cisteino LEE & ANSTEE, 1995
Coleoptera Anthonomus grandis Serino/Cisteino  FRANCO et al., 2004
Coleoptera  Leptinotarsa decemlineata Cisteino MURDOCK et al.,1987
Coleoptera Tetraopes Serino KOIWA et al., 2000
tetraophthalamus
Coleoptera Diabrotica virgifera Cisteino KOIWA et al., 2000
Coleoptera Lema trilineata Cisteino MURDOCK et al., 1987
Coleoptera  Callosobruchus maculatus ~ Serino/Cisteino CAMPOS et al., 1989; KITCH &
MURDOCK, 1986

Lepidoptera Manduca sexta Serino HEGEDUS et al., 2003
Lepidoptera Mamestra configurata Serino HEGEDUS et al., 2003
Lepidoptera Anagasta kuehniella Serino NEGREIROS et al., 1991
Lepidoptera Ostrinia nubialis Serino HOUSEMAN et al., 1989
Lepidoptera Spodoptera littoralis Serino LEE et al., 1995
Lepidoptera Spodoptera exigua Serino JONGSMA et al., 1996
Lepidoptera Sesamia nonagrioides Serino WOLFSON & MURDOCK, 1990

Diptera Mayetiola destructor Serino SHUKLE et al., 1985

Diptera Stomoxys calcitrana Serino HOUSEMAN et al., 1987
Heteroptera Anasa tristis Cisteino HOUSEMAN et al., 1983
Heteroptera Coriscus pilosilus Cisteino HOUSEMAN et al., 1983
Homoptera Nilaparvata lugens Cisteino LEE et al., 1999
Heteroptera Riptortus clavatus Cisteino MCMANUS et al., 1994

Adaptado por HAQ et al., 2004.



1.3.1 - Classificacao

As enzimas digestivas dos insetos sdao conhecidas como hidrolases e
classificadas de acordo com o substrato que degradam: corpos protéicos sao
desmembrados por proteases e a total degradacdo dos carboidratos ¢ gerada pela agdo
das carbohidrases.

As proteases (peptideo-hidrolases) incluem as proteinases (endopeptidases) e as
exopeptidases. Proteinases sdo divididas em subclasses com base no mecanismo
catalitico: serino, cisteino, aspartato e metalo-proteinases. Por sua vez, as exopeptidases
incluem enzimas que hidrolisam aminoacidos da extremidade N-terminal
(aminopeptidases) ou da extremidade C-terminal (carboxipeptidases) da cadeia
polipeptidica; ocorrem ainda enzimas que sao especificas para desmembrar dipeptideos,

como as dipeptideo-hidrolases (TERRA & FERREIRA, 1994; FAN & WU, 2005).

Serino-proteinases:

As enzimas do tipo serino-proteinases sdo assim chamadas por apresentarem um
aminoacido serina no seu sitio ativo. Esse aminodcido apresenta propriedades especiais
que permitem a ligagdo do substrato e a catalise do mesmo.

Dentre as serino proteinases destacam-se as tripsinas € quimotripsinas que sao
importantes enzimas digestivas presentes praticamente em todos os organismos Vvivos
(GEOFFROY et al., 1990). Para os insetos elas sdo responsaveis por cerca de 95% da
protedlise (JOHNSTON, 1995).

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

As quimotripsinas sdo enzimas que clivam cadeias protéicas, preferencialmente,
em aminoacidos aromaticos, na regido carboxi — terminal. As quimotripsinas assim
como as tripsinas, apresentam uma taxa similar de distribuicdo entre os insetos.
Também apresentam algumas similaridades com as quimotripsinas dos vertebrados

(JANY et al., 1978 e 1983; WARD, 1975).



Um terceiro tipo enzimatico da familia das serino-proteinases ¢ as elastases.
Com a caracterizacdo enzimatica do trato digestivo de Heliothis virescens, JOHNSTON
et al. (1995) demonstraram trés tipos de atividades protéicas. Os dois tipos de maior
atividade eram as enzimas como as tripsinas € quimotripsinas, enquanto que o terceiro
tipo de proteinase encontrada, com menor nivel de atividade, era semelhante as
elastases. Acredita-se que esses trés tipos enzimaticos evoluiram de um ancestral
comum e, por esse motivo, sejam estruturalmente semelhantes e apresentam o mesmo
mecanismo de agdo, diferindo pronunciadamente na especificidade do substrato.
Helicoverpa armigera também apresenta como principais atividades proteoliticas,
tripsinas e quimotripsinas (CHRISTELLER et al., 1992; JOHNSTON et al., 1991 e
BOWN et al., 1997).

Os dois principais tipos de enzimas do ventriculo médio (Figura 4) da lagarta H.
virescens trabalham em um pH oOtimo alcalino, em torno de 10. Vérios estudos
identificam este pH para serino-proteinases de outros insetos da ordem Lepidoptera
(WARD, 1995; JOHNSTON et al., 1991; PURCELL et al., 1992; FAN & WU, 2005).

A especificidade das tripsinas de insetos contrasta, em algumas caracteristicas,
com as mesmas dos vertebrados (LEMOS & TERRA, 1992; JOHNSTON et al., 1995).
As tripsinas dos insetos ndo necessitam da presenca de ions célcio para serem ativadas
ou estabilizadas, ao contrario dos vertebrados. PURCELL ef al. (1992) destacaram que
as tripsinas dos insetos sao sensiveis aos inibidores naturais, enquanto as tripsinas dos

vertebrados apresentam menos sensibilidade aos inibidores.

1.4 - Inibidores Vegetais de Enzimas Proteoliticas

1.4.1 - Caracteristicas gerais

A protedlise ¢ um processo chave em todos os organismos vivos, sendo dessa
forma extremamente controlado, caso contrario poderia ser muito nocivo ao organismo.
Por esta razdo nao surpreende a inumera quantidade de inibidores de proteinase que
ocorrem naturalmente estudados extensivamente, com intuito de eclucidar suas
propriedades estruturais e funcionais (RICHARDSON, 1991; BODE & HUBER, 1992;
HIBBETTS et al., 1999).



Os inibidores protéicos sdo moléculas geralmente de baixa massa molecular,
sendo a diferenciacdo dada pela especificidade e mecanismo de acdo. A especificidade ¢
uma caracteristica marcante no estudo das interacdes entre enzima ¢ inibidor. Ela ¢
determinada pela termodinadmica das interacdes envolvidas e pela estrutura nativa do
inibidor e da enzima (RICHARDSON, 1991).

A massa molecular dessas moléculas varia entre 6 e 50 kDa, e a grande maioria
dos inibidores apresenta entre 70 e 90 residuos de aminoacidos. Aqueles de massa
molecular relativamente alta, apresenta-se na forma polimérica, associados em dimeros
ou tetrAmeros, cujos mondmeros possuem uma massa molecular minima de
aproximadamente 10 kDa (RICHARDSON, 1991; MACEDO & XAVIER-FILHO,
1993). Os inibidores isolados de sementes, frequentemente, podem apresentar isoformas
com especificidade de acdo e propriedades funcionais similares. Essas isoformas sao
produtos de multiplos alelos de um mesmo “locus” no gene, que podem surgir apos
modificacdo pos-transducional na molécula do inibidor. Protedlises parciais nas regides
C e N-terminais do inibidor que indubitavelmente ocorrem durante os processos de
desenvolvimento e germinagdo de semente, por exemplo, sdo responsaveis pelo
surgimento de algumas destas isoformas (VALUEVA & MOSOLOV, 1999).

Esses inibidores sdo considerados moléculas estaveis, podendo apresentar
resisténcia ao calor, a variagdes de temperatura e de pH, e a protedlise por proteinases
diferentes daquelas ndo inibidas. Esta estabilidade tem sido atribuida em parte as pontes
dissulfeto e outras interacdes ndo covalentes que contribuem significativamente para a
estabilidade dos mesmos (BELITZ & WEDER, 1990).

Os inibidores de enzimas proteoliticas encontram-se amplamente distribuidos
em animais, microorganismos e plantas. Nessa ultima, encontram-se inibidores para

quase todos os tipos de enzimas proteoliticas (FAN & WU, 2005).



1.4.2 - Utilizacao de Inibidores de Proteinases de plantas no combate a insetos

As plantas sdo capazes de reagir contra uma serie de condigdes estressantes via
alteracdo na expressao de genes capazes de adapta-las a nova situagdo. Basicamente,
este processo envolve o acimulo de uma série de proteinas de defesa que incluem os
inibidores de proteinases (IPs) (BALANDIN et al., 1995). Entretanto, os IPs podem
também apresentar um papel fisioldégico na forma de proteina de reserva das sementes
(XAVIER-FILHO, 1992). Os IPs sdo proteinas ou polipeptideos que ocorrem numa
ampla variedade de plantas e apresentam a propriedade de inibir proteinases digestivas
encontradas em insetos fitofagos (PEARCE et al., 1982; BROADWAY et al., 1986;
BROADWAY & DUFFEY, 1986; HILDER et al., 1987; GEOFFROY et al., 1990;
BROADWAY, 1993; GATEHOUSE et al., 1993). O acumulo de IPs nas plantas ¢
regulado por um pequeno peptideo de 18 aminoacidos conhecido como sistemina, que é
capaz de induzir a sintese de IPs a partir de um ferimento na planta (PEARCE et al.,
1991). A sistemina ¢ liberada no local do ferimento sendo transportada ao longo da
planta, ativando a expressao sistémica dos IPs em toda a planta (BISHOP et al., 1984).
Portanto, estas proteinas inibem funcdes cataliticas de enzimas digestivas do trato
intestinal de insetos fitofagos (RICHARDSON, 1981), promovendo uma espécie de
resisténcia ao ataque de insetos.

Subsequentemente a observagdo de MICKEL & STANDISH (1947) do papel de
produtos da soja na protecdo de culturas, o inibidor de tripsina de soja mostrou ser
toxico a larvas de Tribolium confusum. ApoOs estes estudos preliminares, existem
iniimeros exemplos de inibidores de proteinases ativos contra certas espécies de insetos,
tanto em ensaios in-vitro nos quais inibem as proteases do intestino dos insetos, como
in-vivo, utilizados em dietas artificiais (ASHOURI et al., 1998; FRANCO et al., 2003;
GOMES et al., 2005; etc) (Tabela 2).



Tabela 2: Inibidores vegetais testados contra insetos-praga

Inibidor

Inseto alvo

Referéncia

Inibidor de Feijao (CpTI)

Inibidor de tripsina de soja

Inibidor de tripsina de soja

Inibidor de tripsina de soja

Inibidor de tripsina de
Leucaena leucocephala

Inibidor de cisteina de arroz

Inibidor de cisteina de arroz

Inibidor de cisteina de Soja

Inibidor de tripsina de
Dimorphandra mollis
Inibidor de tripsina de
Peltophorum dubium
Inibidor de tripsina de
Adenanthera pavonina
Inibidor de Momordica
charantia

Inibidor de tripsina de soja

Inibidor de cisteina de arroz

BBI

Lacanobia oleracea
(Lepidoptera: Noctuidae)
Lacanobia oleracea
(Lepidoptera: Noctuidae)
Diatraea sacharallis
(Lepidoptera: Pyralidae)
Spodoptera littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae)
Heliothis armigera
(Lepidoptera: Noctuidae)
Callosobruchus chinensis
(Coleoptera: Bruchidae)
Riptortus clavatus
(Heteroptera: Coreidae)
Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae)
Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae)
Anagasta kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae)
Callosobruchus maculatus
(Coleoptera: Bruchidae)
Heliothis armigera
(Lepidoptera: Noctuidae)
Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae)

Phaedon cochleariae

(Coleoptera: Chrysomelidae)

Phaedon cochleariae

(Coleoptera: Chrysomelidae)

GATEHOUSE et al., 1999

GATEHOUSE et al., 1999

POMPERMAYER et al., 2001

MARCHETTTI et al., 2000

NANDEESHA & PRASAD 2001

KURODA et al., 1996

KURODA et al., 1996

KOIWA et al., 1998

MACEDO et al., 2002

MACEDO et al., 2003

MACEDO et al., 2004

TELANG et al., 2003

PAULILLO et al., 2000

GIRARD et al., 1998a

GIRARD et al., 1998a
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Além disso, os inibidores de proteinases por serem produtos primarios, se
tornam excelentes candidatos para a engenharia genética da resisténcia de plantas a
insetos (BOULTER, 1993). Genes de inibidores de plantas sdao particularmente
promissores, sendo primeiramente demonstrado por HILDER et al. (1987) através da
transferéncia de um gene de inibidor de proteinase de Vigna unguiculata em plantas de
fumo, o qual conferiu resisténcia a uma ampla variedade de insetos, incluindo
Lepidopteros como Heliothis e Spodoptera, Coledpteros como Diabrotica e
Anthonomnus, ¢ Ortopteros como Locusta migratoria. Apos esses estudos anteriores
demonstrando sucesso na resisténcia de plantas através da engenharia genética, diversos
outros IPs de diversas plantas tém sido estudados.

A disponibilidade de diversos genes de inimeras fontes de plantas ¢ uma
vantagem, pois dois ou mais genes podem ser transferidos em combinagdo (com
diferentes alvos fisioldgicos) (URWIN ez al., 1998). Inibidores de Proteinase sdo
também reportados ativos contra nematoides, virus, bactérias e fungos; deste modo eles
podem servir como uma protecdo cumulativa em plantas. Além do mais, ndo ha
evidencias que os inibidores de proteinase tenham efeitos toxicos ou deletérios em
mamiferos. Essas vantagens tornam os inibidores de proteinases a escolha ideal para ser

usada no desenvolvimento de culturas transgénicas resistentes a pragas e insetos.

1.4.3 — Classes de Inibidores de Proteinase

Inimeras pesquisas sobre inibidores de proteinase tém fornecido um
entendimento basico sobre o mecanismo de agdo que se aplica a maioria dos inibidores
da familia de serino proteinases e provavelmente aos da familia dos inibidores do tipo
serinico e arpartico. Todos inibidores do tipo serinico de plantas sdo inibidores
competitivos e todos eles possuem um mecanismo de agdo similar proposto por
LASKOWSKI & KATO (1980). A inibicdo ocorre como conseqiiéncia da liga¢do ao
sitio ativo (regido de ligacdo do substrato) da enzima ao sitio reativo na superficie do
inibidor.

Por esta razdo os inibidores comportam-se com alta especificidade, limitando a
proteodlise do substrato por suas enzimas alvo. Na superficie de cada molécula de
inibidor existe pelo menos uma ligagdao peptidica, chamada sitio reativo (OZAWA &

LASKOWSKI, 1966), as quais especificamente interagem com o sitio ativo da
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respectiva enzima. Eles sdo classificados de acordo com o tipo de enzima(s) que inibem
(RYAN, 1990; BODE & HUBER, 2000).

Inibidores de serino proteinase sdo encontrados universalmente no reino
vegetal e tém sido descritos em varias espécies vegetais. Consequentemente, 0 nimero
conhecido e parcialmente caracterizado de inibidores ¢ enorme, sendo descritos em uma
ampla variedade de plantas e representa a classe mais estudada de inibidores. (HAQ et
al., 2004). Eles sdao encontrados em altas concentracdes em sementes de leguminosas e
em quantidades menores em cereais ¢ tubérculos (RICHARDSON, 1991). Espécies
nativas brasileiras tém sido bastante estudadas e suas estruturas determinadas (OLIVA
etal., 1987; SOUZA et al., 1995; TANAKA et al., 1997; FAN & WU, 2005).

Inibidores de serino proteinases sao muito difundidos no reino vegetal, seus
papéis fisioldgicos a regulagdo de proteinases enddgenas durante a dorméncia das
sementes, a mobilizacdo de proteinas de reserva, e a protecdo contra enzimas
proteoliticas de parasitas e insetos, além disso, eles também podem ter papel como
proteinas de reserva. Sao agrupados em 16 familias, baseado na similaridade de sua
seqliéncia e no mecanismo de ligacdo a proteina. Sao inibidores competitivos e,
aparentemente, todos inibem proteinases com um mecanismo similar ao modelo
antigeno-anticorpo (LASKOWSKI & KATO, 1980; RYAN, 1990).

As duas familias de inibidores serino proteinases melhor caracterizadas sdo a do
tipo Kunitz e Bowman-Birk. Inibidores do tipo Kunitz possuem massa molecular entre
18-22 kDa, uma ou duas cadeias polipeptidicas, poucos residuos de cisteina em sua
constitui¢do (normalmente com 4 residuos de cisteina em duas pontes dissulfeto) e um
sitio reativo. Em contraste, os inibidores do tipo Bowman-Birk possuem massa
molecular menor (8-10 kDa), alta concentragdo de residuos de cisteina, e dois sitios
reativos.

Plantas de batata e tomate apresentam duas pequenas familias de genes que
codificam dois inibidores de serino-proteinases, chamados inibidores do tipo I e II. O
inibidor do tipo I inibe proteinases do tipo quimotripsina, enquanto o do tipo II possui
dois sitios de inibigdo, um para tripsina € um outro para quimotripsina (BRYANT et al.,
1976; PLUNKETT et al., 1982; ATKINSON et al., 1993). Nessas plantas, os inibidores
sdo sintetizados nas folhas em resposta a inducdo ao ataque de insetos (ferimento) ou
outro mecanismo de estresse, como infestacao por microorganismos (JOHNSON et al.,

1989; LAWRENCE & KOUNDAL, 2002).
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Cistatinas ou fitocistatinas ¢ a segunda maior classe de inibidores identificadas e
estudadas de inumeras plantas, como: feijdo (FERNANDES et al., 1993), batata
(WALDRON et al., 1993), repolho (LIM et al., 1996), cenoura (OJIMA et al., 1997), e
de sementes de varias culturas como: arroz (ABE et al., 1987), trigo (KURODA et al.,
2001), milho (ABE et al., 1995), soja (MISAKA et al., 1996), etc. Plantas expressando
inibidores desse tipo apresentaram excelentes resultados, provavelmente pelo fato de
que a maioria dos insetos possui essas proteinases em seu sistema digestivo
(OLIVEIRA et al., 2003).

Inibidores de aspartato proteinases sdo relativamente menos estudados, isso ¢
parcialmente devido a sua ocorréncia rara. Tuberos de batata possuem um inibidor de
aspartato-proteinase, denominado Catepsina D (MARES et al., 1989; FAN & WU,
2005), que compartilha consideravel similaridade na seqiiéncia de aminoacidos com o
inibidor de tripsina de soja SKTI. Catepsina D € o tinico inibidor de aspartato proteinase
bem caracterizada de origem protéica.

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

1.4.5 - Inibidores de proteinase causam caréncia de aminoacidos livres

No passado dois modelos forma propostos para explicar os efeitos dos IPs sobre
o crescimento e desenvolvimento de herbivoros. O primeiro mecanismo, baseado em
resultados de experimentos com aves, propunha que a inibicdo que a inibicdo de
proteinases digestivas a digestdo de dietas protéicas, por conseguinte reduzindo a
disponibilidade de aminoacidos essenciais (PEARCE et al., 1979, 1983).

Entretanto, o crescimento de ratos e camundongos foi reduzido pela adi¢do de
inibidores de tripsina, at¢ mesmo quando eles foram adicionados em uma dieta
contendo aminodcidos livres onde a digestdo protéica nao era necessaria (LIENER et
al., 1949). Posteriormente foi mostrado que, embora os IPs tenha um efeito negativo
sobre as taxas de crescimento, a atividade proteolitica ndo diminui in vivo por estas
formulagdes de inibidores. LYMAN & LEPKOVSKY (1957) entdo propuseram um
segundo mecanismo no qual a diminui¢ao do crescimento foi devida a hiperatividade do

pancreas o qual respondeu a inibicao pela sintese de grande quantidade de proteinas
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sensiveis, em um modo compensativo a falta de outras proteinas essenciais. A redugdo
do crescimento em roedores foi entdo causada por um grande incremento na demanda
por aminoacidos a qual ndo poderia ser realizada.

Segundo SCHULER (1998) a inibicao direta das enzimas digestivas dos insetos
ndo ¢ considerado o principal efeito antimetabolico dos inibidores. De acordo com o
autor o fator mais importante poderia ser a hipersecre¢do de enzimas digestivas
causadas pela presenga dos inibidores, resultando numa maior caréncia de aminoacidos

essenciais ao desenvolvimento normal dos insetos.

1.5 - Genes de IPs em combate a insetos e pragas

Inimeros estudos com inibidores de proteases transgénicos demonstram que os
IPs do tipo serinico sdo efetivos contra Lepidopteros (MCMANUS et al., 1994; FAN &
WU, 2005), ao passo que os do tipo cisteina sdo efetivos a alguns Coleopteros
(LECARDONNEL et al., 1999; LAWRENCE & KOUNDAL, 2002). Os Homopteros
(Aphididae) constituem um importante grupo de insetos, ainda que um limitado nimero
de genes que codifiquem toxinas a esses insetos esteja disponivel. Visto que os
Homopteros se alimentam de dieta pobre em proteina (seiva do floema), e ndo
dependem da digestdo de proteinas para seu balango de nitrogénio, a falta de atividade
dos IPs previamente testados ndo ¢ uma surpresa. Entretanto varios resultados obtidos in
vitro salientam o interesse dessa ampla classe peptidica. Inicialmente, um membro dos
inibidores de proteinase do tipo cisteina, oryzacystatina (gene OCI), mostrou uma baixa,
mas significante reducao no crescimento de varias espécies de Homopteros testados in
vitro. Além do mais, plantas transgénicas de guandu (Cajanus cajan) (Leguminosae)
expressando OCI na seiva do floema afetaram o crescimento de Myzus persicae, €
induziu uma significante redugdo na fecundidade desse inseto (RAHBE et al., 2003). As
enzimas e tecidos alvo de OCI foram identificados com sucesso através de
imunolocalizagdo e ensaios enzimaticos com os insetos que se alimentaram com OCI, e
as proteases majoritarias presentes no trato digestivo desses insetos mostraram ser do
tipo cisteina. O inibidor das sementes de ervilha do tipo Bowman-Birk (tripsina e
quimotripsina) mostrou ser toxico a Acyrthosiphon pisum uma praga da ervilha
(RAHBE et al., 2003). Plantas transgénicas expressando IPs como o arroz mostrou

reduzir a predagdo por seus inimigos naturais (Tabela 3).
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Tabela 3: Plantas transgénicas expressando inibidores de proteinases

Gene Planta Inseto alvo Referéncia
CpTI Tabaco Heliothis virescens GATEHOUSE et al.,
(Lepidoptera: Noctuidae) 1993
CpTI Tabaco Spodoptera litura SANE et al., 1997
(Lepidoptera: Noctuidae)
CpTI Algodao Helicoverpa armigera Lletal., 1998
(Lepidoptera: Noctuidae)
CpTI Arroz Chilo suppressalis XU et al., 1996
(Lepidoptera: Pyralidae),
Sesamia inferens
(Lepidoptera: Noctuidae)
CpTI Batata Lacanobia oleracea GATEHOUSE et al.,
(Lepidoptera: Noctuidae) 1997
CpTI Morango Otiorynchus sulcatus GRAHAM et al., 1997
(Coleoptera:Curculionidae)
CpTI Guandu Helicoverpa armigera LAWRENCE &
(Lepidoptera: Noctuidae) =~ KOUNDAL, 2001
SKTI Tabaco Spodoptera litura Mcmanus et al., 1999
(Lepidoptera: Noctuidae)
SKTI Arroz Nilaparvata lugens LEE et al., 1999
(Homoptera: Delphacidae)
Inibidor de Vigna Tabaco Heliothis virescens HILDER et al., 1987
unguiculata (Lepidoptera: Noctuidae)
Inibidor de Vigna Tabaco Spodoptera frugiperda HILDER et al., 1987
unguiculata (Lepidoptera: Noctuidae)
Inibidor de Vigna Tabaco Anthonomus grandis HILDER et al., 1987
unguiculata (Coleoptera:Curculionidae)
Inibidor de Vigna Tabaco Locusta migratoria HILDER et al., 1987
unguiculata (Ortoptera: Acrididae)
Inibidor de tripsina de Arroz Sitophilus oryzae ALFONSO-RUBI et al.,
cevada (Coleoptera: Curculionidag) 2003
Inibidor de tripsina de Gérmen Spodoptera littoralis ALPTETER et al., 1999
cevada (Lepidoptera: Noctuidae)
Inibidor de tripsina de Tabaco Plutella xylostella DeLEO et al., 2001
mostarda (Lepidoptera: Plutellidae)
Inibidor de tripsina de ~ Arabidopsis Mamestra brassicae DeLEO et al., 2001
mostarda (Lepidoptera: Noctuidae)
Inibidor de tripsina de Canola Spodoptera littoralis DeLEO et al., 2001
mostarda (Lepidoptera: Noctuidae)
Oryzacistatina [ Alamo Chrysomela tremulae LEPLE et al., 1995
(Coleoptera: Chrysomelidae)
Oryzacistatina [ Batata Myzus persicae GATEHOUSE et al.,
(Homoptera: Aphididea) 1996

15



Tabela 3 - Continuacao

Oryzacistatina | Batata Leptinotarsa decemlineata ~ LECARDONNEL et al.,
(Coleoptera: Chrysomelidae) 1999
Inibidor de tomate I e 11 Tabaco Manduca sexta JOHNSON et al., 1989

(Lepidoptera: Sphingidae)

Inibidor II de Batata Tabaco Chrysodeisus eriosoma MCMANUS et al., 1994
(Lepidoptera: Noctuidae)

Inibidor II de Batata Arroz Sesamia inferens (Lepidoptera: DUAN et al., 1996

Noctuidae)
Inibidor II de Batata Cana-de-agucar Antitrogus consanguimeus ~ NUTT et al., 1999

(Coleoptera: Scarabaeidae)

Adaptado por HAQ et al., 2004.

1.6 - Resisténcia de insetos a inibidores de proteinases

Inimeros trabalhos t€ém demonstrado a utilizagdo de inibidores de proteinases
como uma estratégia eficiente no controle de pragas (DUAN et al., 1996;
GATEHOUSE et al., 1997; HILDER et al., 1987; MACEDO et al., 2004; FAN & WU,
2005; PILON et al., 2006). Entretanto, até o presente momento foram identificados trés
mecanismos capazes de proporcionar a aclimatacdo dos insetos aos inibidores de suas
plantas hospedeiras. O primeiro mecanismo consiste em um aumento da expressdo da
enzima inibida. BROADWAY & DUFFEY (1986) mostraram que nao hé reducao da
atividade proteolitica das enzimas digestivas de Spodoptera exigua e Heliothis zea, o
que ocorre € a super producdo da enzima sensivel ao inibidor de proteinase. Resultados
semelhantes foram obtidos por BURGESS et al. (1991), LAROCQUE & HOUSEMAN
(1990), MCMANUS & BURGESS (1995). Para Lacanobia oleracea, GATEHOUSE et
al. (1999), mostraram que a atividade proteolitica do tubo digestivo da lagarta era
aumentada de até quatro vezes quando em presenga de SKTI (inibidor de tripsina de
soja do tipo Kunitz).

O segundo mecanismo utilizado pelos insetos ¢ baseado na sintese e/ou secre¢ao
de proteinases menos sensiveis ao inibidor. BOLTER & JONGSMA (1995) observaram
que Leptinotarsa decemlineata quando criadas em dieta & base de plantas de batata,
apresentaram uma atividade proteolitica reduzida em 42%. Entretanto, os autores
observaram um aumento de uma atividade triptica insensivel ao inibidor de cerca de

duas vezes quando comparadas aos insetos controle. O mesmo resultado foi obtido por

16



JONGSMA et al. (1995) e BROADWAY (1996) trabalhando com Spodoptera exigua e
Heliothis zea alimentadas com inibidor do tipo II de batata. Os autores observaram que
as lagartas foram capazes de aumentar de 2,5 a 3 vezes a produg¢do de uma proteinase
pouco sensivel ao inibidor, numa interessante forma de adaptacdo. Mais recentemente,
BOWN et al. (1997), verificaram que Helicoverpa armigera apresentava variantes de
enzimas digestivas pertencentes ao grupo das serino-proteinases. Resultados
semelhantes foram obtidos por GATEHOUSE et al. (1997) demonstrando que H.
armigera apresenta 18 genes que codificam para tripsina e 14 que codificam para
quimotripsinas. O nivel das proteinases do tipo das quimotripsinas foi
significativamente aumentado enquanto que o nivel das tripsinas nao foi alterado devido
a presenga de inibidores. BROADWAY (1995) demonstrou que a exposi¢ao cronica dos
insetos a inibidores de proteinases promove a producdo de enzimas digestivas
parcialmente resistentes. O mecanismo regulatério responsavel pela secrecdo de
diferentes enzimas nao ¢ conhecido, e pode ser um conjunto de fatores indutores, cada
um responsavel pela producdo de uma enzimas ou um grupo de enzimas. Novas
evidéncias da adaptag¢ao dos insetos a presenca de inibidores foram verificadas em um
estudo envolvendo outro inseto polifago (multiplos hospedeiros), a lagarta do cartucho
do milho, Spodoptera frugiperda. Nesse estudo, inibidores de serino-proteinases do tipo
Bowman-Birk e Kunitz de soja foram incorporados em dietas artificiais que foram
utilizadas na alimentagdo das lagartas desde as primeiras fases do desenvolvimento.
Embora os ensaios de inibi¢ao in vitro tenham mostrado uma alta eficiéncia contra as
proteinases da lagarta, os ensaios bioldgicos mostraram que ndo houve alteracdes
significativas no desenvolvimento e metabolismo de lagartas alimentadas em dietas
artificiais contendo esses inibidores. Esse fato levou a investigacdo do mecanismo
responsavel pela aclimatacao dos insetos a presenca dos inibidores. O mecanismo de
aclimatacdo desenvolvido pelas lagartas de S. frugiperda estava relacionado a alteragdo
na expressdo das serino-proteinases. Os resultados mostraram o aparecimento de uma
nova atividade triptica € um aumento significativo na atividade quimotriptica do inseto.
A polifagia do inseto pode ter facilitado o desenvolvimento de proteinases que tenham
reduzido afinidade aos IPs da soja. Como a eficiéncia de um inibidor especifico ¢é
dependente da compatibilidade estrutural do seu sitio reativo com o sitio ativo da

proteinase, ¢ provavel que as enzimas digestivas tenham sofrido alteragdes nos
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aminodcidos que circundam o sitio de ligagdo, resultando em uma fraca interacdo com
os inibidores (PAULILLO et al., 2000).

O terceiro mecanismo consiste na sintese de proteinases que promovem a
degradacao dos inibidores das plantas no limen intestinal dos insetos. MICHAUD
(1997) mostrou que a degradagdo proteolitica de orizacistatina II por proteinases de
Otiorynchus sulcatus, uma praga que ataca cotilédones de plantas ornamentais como
Taxus capitata. GIRI et al. (1998) observaram que H. armigera, além de ser capaz de
produzir enzimas insensiveis ao inibidor, sintetizou proteinases capazes de degradar os
inibidores de sementes de Cicer arietinum. O mesmo mecanismo foi encontrado por
GIRARD et al. (1998a) no trato digestivo de Phaedon cochleariae (Coleoptera).

Apesar dos inibidores ndo apresentar a mesma eficiéncia para todos os insetos,
BALDWIN & PRESTON (1999) propdem que os inibidores sdo eficientes e participam
da defesa direta das plantas, mas sua eficiéncia depende de um conjunto de fatores
abidticos e de outros componentes de defesa secundarios (produgdo de metabdlitos),
além da presenca de inimigos naturais e patdogenos. Na natureza, esse conjunto de

fatores completaria a tolerancia das plantas aos insetos.
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2 - OBJETIVOS
O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do inibidor do tipo Kunitz
encontrado nas sementes de Adenanthera pavonina sobre o desenvolvimento de

Heliothis virescens, pretendeu-se:

e Verificar seu efeito no peso, sobrevivéncia e parametros nutricionais de larvas

de 4° instar;

e Determinar seu efeito na duracdo e viabilidade dos diferentes estagios de

desenvolvimento do inseto;

e Avaliar se houve alteragdes no perfil enzimatico digestério, com intuito de

elucidar uma possivel resposta do inseto ao inibidor presente na dieta.
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3 - MATERIAIS

3.1 - Espécie vegetal

Sementes de Adenanthera pavonina (Mimosaceae) coletadas na cidade de Trés
Lagoas, Estado de Mato Grosso do Sul, foram utilizadas para extragdo do inibidor —
ApTI (MACEDO et al., 2004). Essa espécie vegetal ¢ encontrada naturalmente na India,
porém foi introduzida em alguns paises como: Porto Rico, Cuba, Jamaica, Venezuela,
Costa Rica, Honduras, Estados Unidos e Brasil. Vulgarmente conhecida como Carolina
¢ uma planta decidua que alcanca 6 - 15 metros de comprimento e de 45 centimetros de
diametro. E geralmente ereta de cor marrom escuro e coroa espalhada. Suas flores sdo
pequenas, de cor amarela com pontos marrons e perfumadas, cada flor possui forma de
estrela com cinco pétalas. Suas sementes sdo duras de cor vermelha brilhante e por
serem bonitas sdo usadas como ornamento decorativo.

A madeira ¢ durdvel sendo tteis para construir armarios ¢ produzir materiais
decorativos (BENTHALL, 1946). Estudos nutricionais mostraram que um quarto do
peso da semente ¢ devido ao 6leo e ha uma porcentagem elevada de proteinas e uma
composicdo que favorece a digestibilidade para seres humanos e animais domésticos
(BALOGUM & FETUGA, 1985, BURKILL, 1966). Historicamente a semente foi
usada como medida de peso para joias devido a sua pequena variagdo de peso
(BURKILL, 1966).

Na Polinésia ¢ conhecida como “arvore-alimento”, pois mesmo sendo de
consisténcia dura, as sementes destas arvores sdo torradas e comidas por criangas e
adultos.

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

familia Kunitz (RICHARDSON et al., 1986).
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Figura 1 - Adenanthera pavonina (Carolina): (a) arvore, (b) frutos, (c) fruto e

sementes e (d) sementes (Fotos de H. Lorenzi).
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3.2 - Inseto

Ovos de Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) foram fornecidas do setor
de Biologia do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — (ESALQ), da Universidade de Sao
Paulo (USP).

H. virescens conhecida como “lagarta da maca do algodoeiro” ¢ uma espécie
praga que ocorre nas Américas do Norte e do Sul com populacdes freqiientes em areas
entre latitude 40°N e 40°S. Esta praga ataca culturas economicamente importantes
como: soja, algodoeiro, milho, feijoeiro, cana-de-agticar, sorgo, lentilha, pepino,
pimentdo, além de plantas ornamentais e hortalicas (BARBER, 1937, HAMBLETON,
1944; METCALF et al., 1962; KINCADE et al., 1967; KOGAN et al., 1978; FITT,
1989). Segundo METCALF et al. (1962), a polifagia natural da espécie dificulta a
determinagdo das culturas que ataca. Além da polifagia, FITT (1989) atribui mais trés
caracteristicas que tornam este género uma praga importante: alta mobilidade, alta
fecundidade e uma diapausa facultativa.

H. virescens tornou-se uma praga de importancia econdmica a partir de 1960,
por ter desenvolvido resisténcia a varios inseticidas (BOTTRELL & ADKISSON,
1977). Atualmente ha registro de que essa praga possui resisténcia a todos os inseticidas
convencionais registrados (MARTIN et al., 1995), inclusive as proteinas CryA(b) e
CryA(c) do Bacillus thuringiensis (TABASHNICK, 1994).

Figura 2 — Heliothis virescens: (a) larva e (b) inseto adulto (Fotos: John Capinera).
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4 - METODOS

4.1 - Extracao e purificacdo do inibidor de Adenanthera pavonina (ApTI)

ApTI ¢ inibidor do tipo Kunitz que inibe de forma ndo competitiva enzimas do
tipo tripsina, quimotripsina € papaina e apresenta massa molecular relativa de 21 kDa
(MACEDO et al., 2004), foi isolado através de métodos classicos de purificacdo de
proteinas (cromatografia de exclusdo molecular, cromatografia de troca iOnica e
cromatografia de afinidade em coluna de sepharose tripsina), segundo o método de
RICHARDSON et al. (1986) com algumas modificagdes (MACEDO et al., 2004),

CcoOmo S¢€ seguc.

4.1.1 - Obtencao do extrato bruto

Sementes de Adenanthera pavonina sem tegumento foram moidas e peneiradas
para se obter uma farinha fina, a qual foi submetida a delipidagao com hexano. Cerca de
100 gramas de farinha delipidada foi entdo agitada com 700 ml de tampao fosfato 0,1 M
pH 7,6 por duas horas, e em seguida centrifugada por 30 minutos a 10.000 g. O
sobrenadante foi submetido a precipitagdo com sulfato de amoénio 0 —40% por 12 horas.
Em seguida o material foi homogeneizado e centrifugado novamente por 30 minutos. O
precipitado foi dissolvido em agua destilada, dialisado e liofilizado, obtendo-se o

chamado extrato bruto (EB), o qual foi armazenado a -20 °C para uso posterior.

4.1.2 - Cromatografia de exclusio molecular em coluna de Sephadex G-75

Amostras de 300 mg do EB foram aplicadas em coluna de exclusdao molecular
Sephadex G-75 (2,0 x 50 cm) a qual estava equilibrada com tampao fosfato 0,1 M com
NaCl 0,1 M, pH 7,6. Foram coletadas fragcdes de 3,0 ml em fluxo de 40 ml por hora,
efetuando-se a leitura das mesmas em espectofotdmetro a 280 nm. Em seguida foi

realizado o ensaio antitriptico de acordo com ERLANGER et al. (1961).

4.1.3 - Cromatografia de troca iénica em coluna de DEAE-Sepharose

O pico com atividade antitriptica detectado na Sephadex G-75 apds ser dialisado
e liofilizado foi aplicado em coluna de troca ionica DEAE-Sepharose, equilibrada

previamente com tampao Tris/HCI 0,05 M pH 8,0. Utilizando-se um gradiente salino
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(NaCl de 0 — 10 M) ocorreu a elui¢do, na qual fragcdes de 3,0 ml foram coletadas (fluxo
= 40 ml/h). O perfil cromatografico foi determinado utilizando-se um comprimento de
onda de 280 nm, e o pico de atividade antitriptica foi o primeiro da elui¢cdo, denominado

P1, o qual foi utilizado nos passos posteriores apds didlise e liofilizagao.

4.1.4 - Cromatografia de Afinidade em Sepharose Tripsina

A um gel de Sepharose ativado com brometo de cianogénio foi acoplada a
enzima tripsina, de acordo com as recomendacdes do fabricante (GE). Esta resina foi
equilibrada com tampao fosfato de potassio 0,3 M com NaCl 0,1 M, pH 7,6 e colocada
em coluna de vidro (2 x 5 cm). A fracao P1 proveniente do passo de purificagdo anterior
foi aplicada nessa coluna, fracdes de 3,0 ml foram coletadas até que a absorbancia
permanecesse proximo de zero, subsequentemente o material retido foi eluido com HCl
0,1 M contendo NaCl 0,1 M em fluxo de 40 ml por hora, o qual se referia ao inibidor

(ApTI) que foi detectado através de ensaio de atividade antitriptica.

4.2 - Bioensaio

Para as larvas neonatas foram oferecidas dietas artificiais (PARRA, 1996) com
diversas concentracdes do inibidor (0,2 — 0,8%) e na auséncia do inibidor como
tratamento controle, em tubos de vidro de fundo chato de 2,5 ¢cm de didmetro x 8,5 cm
de altura, fechados com algodao hidréfugo e mantidos a 25 + 2 °C, UR 60 £+ 10%,

fotofase de 14 horas, tendo apenas uma larva para cada tubo com dieta.

| i

Figura 3: Dieta artificial segundo PARRA (1996).
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4.2.1 - Efeito de ApTI — Sobrevivéncia, Peso e Indices nutricionais de larvas de 4°

instar

Ao atingirem o quarto instar de desenvolvimento a sobrevivéncia e o peso médio
das larvas foram determinados (n = 40). Em relacdo aos indices nutricionais, quatro
parametros foram analisados: Eficiéncia de Conversdo do alimento Ingerido (ECI),
Eficiéncia de Conversdao do alimento Digerido (ECD), Custo Metabdlico (CM) e
Digestibilidade aparente (AD), todos se referem ao consumo e utilizagdo do alimento, e

foram calculados de acordo com PANIZZI & PARRA 1991, como se segue:

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

ECI = B x 100
I

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

ECD = B x 100
I-F

CM - ¢ o inverso do ECD, representa a percentagem do alimento metabolizado em
energia para manutengao dos processos vitais.

CM = 100 - ECD

AD - representa a percentagem do alimento ingerido que ¢ efetivamente assimilado
pelo inseto. E uma aproximagio da tomada real de nutrientes através das paredes do

intestino.

AD = I-F x 100
I

Onde,

B = peso médio das larvas
I = alimento consumido
F = alimento ndo digerido + produtos de excrecao

I-F = alimento assimilado

25



4.2.2 - Efeito de ApTI no desenvolvimento de Heliothis virescens

Dietas contendo ApTI a 0,4 ¢ 0,8%, bem como dietas sem a presenga do inibidor
(dieta controle) foram utilizadas, cada tubo continha uma larva (como descrito no item
4.2) e foram avaliados os seguintes parametros: (1) Duracdo da fase larval, (2) Peso
pupal, (3) Viabilidade Pupal, (4) Duragdo da fase pupal e (5) Emergéncia. Objetivou-se

avaliar se a presenga do inibidor alteraria o desenvolvimento e viabilidade dos insetos.

4.3 - Dissecacio das larvas de Heliothis virescens

Larvas de quarto instar foram imobilizadas em gelo e dissecadas em NaCl 250
mM. Os intestinos médios (Figura 4) foram cirurgicamente removidos das larvas com a
utilizagdo de pingas, a regido do intestino retirada foi a posterior ao proventriculo e
anterior aos tubulos de Malphigui. Os intestinos médios obtidos foram homogeneizados
e centrifugados a 17.000 g por 10 minutos a 4 °C, os sobrenadantes obtidos (IM) foram
imediatamente utilizados como fonte das enzimas para os ensaios enzimaticos, € quando

necessario foram armazenados a -20 °C.

Papo . Proventriculo Membrana peritrofica
Carmarn o Fermite a passagem de aimenbos
ATIMAT BAAFET decompottos, enzimas o agua

dio alimento

Exdfags
Faringe
Boca U B
Ceco gastrico i | Espaco :  |[Tobulos de Malpighi
Processa a digestdo fnal e : ectoperitrofico| ! Grgios excrotores.
a abzorcio dos almentos H 3 semelhantes a0t rins
Intesting anterior.. : e i, .. ; e @ pOStarior

Figura 4: Diagrama do intestino de inseto.
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4.4 - Preparacio das fezes

As fezes das larvas de quarto instar alimentadas em dieta controle e dieta
contendo ApTI a 0,4% apos a separagao foram estocadas a — 8 °C. Para utiliza¢do nos
ensaios, foram homogeneizadas em tampao Tris 0,1 M pH 8,0 e centrifugadas a 17.000
g por 10 minutos, a 4 °C, e os sobrenadantes foram imediatamente utilizados nos

ensaios bioquimicos como fonte das enzimas para os ensaios enzimaticos.

4.5 - Determinacio da atividade enzimatica do tipo tripsina

A atividade de enzimas do tipo tripsina foi determinada pela hidrélise do
substrato especifico BApNA (N-a Benzoyl-D-L-Arginine p-Nitroanilide). IM e fezes
(20 pg de proteina) das larvas alimentadas em dieta controle e dieta contendo ApTI a
0,4% foram incubados com tampado Tris 0,1 M pH 8,0 por 10 minutos antes da adi¢do
de 1 mM do substrato. Apos a adi¢do do substrato a reagdo ocorreu por 20 minutos a 37
°C e posteriormente foi parada com a adi¢do de acido acético (30%, v/v). A absorbancia
resultante foi determinada a 410 nm e a atividade enzimética foi determinada em nmol
BApNA hidrolisado/minuto/pg proteina. Esse experimento foi realizado em triplicatas

com seus apropriados brancos.

4.6 - Efeito de ApTI na atividade proteolitica endégena

O efeito de ApTI na atividade proteolitica foi determinada para verificar a
sensibilidade das larvas ao inibidor apds contato com o mesmo nas dietas artificiais e
dessa forma inferir se houve uma aclimatacao do inseto. Esse ensaio foi realizado com
tampao Tris 0,1 M pH 8,0 e como substrato BApNA a 1 mM. ApTI (1-6 pg) foi
incubado com as enzimas totais do intestino médio — IM (20 pg) a 37 °C por 15 minutos
antes da adi¢do do substrato. Apds a adicdo do substrato a reagdo ocorreu por 20
minutos a 37 °C e posteriormente foi parada com a adi¢do de acido acético (30%, v/v).
A absorbancia resultante foi determinada a 410 nm e a atividade enzimatica foi
mensurada em nmol BApNA hidrolisado/minuto/ug proteina. Esse experimento foi

realizado em triplicatas com seus apropriados brancos.
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4.7 - Analise eletroforética das enzimas das larvas de 4° instar de H. virescens

Eletroforese em PAGE — SDS (10%) contendo gelatina 0,1% foi realizada para a
analise da atividade enzimdtica do IM das larvas de 4° instar alimentadas em dieta
artificial controle e com ApTI a 0,4%. Amostras de IM (2 pg proteina) contendo 10 pl
de Tampao Tris 0,05 M pH 8,0 foram incubadas por 30 minutos a 37 °C. Para analisar a
atividade das enzimas do tipo tripsina, amostras foram incubadas com um inibidor
especifico — TLCK (N-a-tosyl-L-lysine choromethyl ketone) nas mesmas condi¢des
descritas acima. A corrida ocorreu a 5 °C e em seguida o gel foi lavado com solugao 2,5
% de Triton X-100 por 30 minutos sob agitacdo constante para remover o SDS, apos
isso o gel foi incubado em tampao Tris 0,05 M pH 8,0 por 2 horas para atividade

enzimatica. Para o coramento foi utilizado Cromassie brilliant blue R-250.

4.8 - Analise estatistica

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

bioquimicos foram submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Efeito de ApTI na sobrevivéncia, peso e nos indices nutricionais das larvas de

4° instar de Heliothis virescens

Nao houve diferencas significativas estatisticamente na sobrevivéncia das larvas
de quarto instar de H. virescens alimentadas em dietas artificiais. A taxa de
sobrevivéncia das larvas que se desenvolveram em dieta sem a presenga do inibidor foi
de 85% aproximadamente, enquanto que as larvas alimentadas com dietas contendo
ApTI (0,2; 0,4 e 0,8%) obtiveram uma taxa de sobrevivéncia em torno de 86% (Figura

5).
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Figura 5: Sobrevivéncia das larvas de 4° instar de Heliothis virescens
alimentadas em dietas artificiais contendo ApTI em diversas

concentracoes.
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Em relacdo ao peso médio das larvas de quarto instar ndo foi observada alteracdes
significativas, o peso médio das larvas alimentadas em dieta controle foi de 395 mg e
das larvas alimentadas em dieta contendo ApTI a 0,4% foi de 415 mg aproximadamente

(Figura 6). A figura 6 ilustra o efeito do inibidor no ganho de massa das larvas de H.

virescens.
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Figura 6: Peso médio das larvas de 4° instar de Heliothis virescens
alimentadas em dietas artificiais contendo ApTI em diversas

concentragoes.
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Figura 7: Foto ilustrando o efeito de ApTI no peso larval de

Heliothis. virescens. [A] Larva alimentada em dieta controle [B]
Larva alimentada em dieta contendo ApTI 0,2% [C] Larva
alimentada em dieta contendo ApTI 0,4% [D] Larva alimentada

em dieta contendo ApTI 0,8%. Barra =3 cm.
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Os indices nutricionais, que se referem ao consumo e utilizagao do alimento nao
foram alterados devido a presenca do inibidor, os quatro pardmetros analisados
apresentaram taxas similares (Tabela 4). Indicando que as eficiéncias em utilizar o
alimento no ganho de massa corporal, bem como o custo metabdlico ndo foram

alteradas na presenca do inibidor.

Tabela 4: Eficiéncia de Conversao do alimento Ingerido (ECI), Eficiéncia de Conversao
do alimento Digerido (ECD), Custo Metabodlico (CM), Digestibilidade Aparente (AD)
das larvas de Heliothis virescens alimentadas em dietas artificiais contendo ApTI ou na

sua auséncia.

Indices nutricionais Controle ApTI0,2% ApTI04% ApTI 0,8%

ECI (%) 21,34+245 19,09 +4,56 24,26+3,41 20,33 +10,61
ECD (%) 46,60 +£9,17 42,87+7,86 48,55+2,94 44,77 +8,19
CM (%) 53,40+9,17 57,13+7,86 51,45+294 5523 +8,19
AD (%) 52,75+3,77 58,02+6,32 49,09 +5,05 50,68 +7,49
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5.2 - Efeito de ApTI no desenvolvimento de Heliothis virescens

Esses experimentos foram realizados com intuito de avaliar se o inibidor
interferia nos estagios de desenvolvimento do inseto, apesar de nao ter alterado o peso e
a sobrevivéncia das larvas de quarto instar. Em relacdo ao desenvolvimento do inseto
nenhum dos parametros analisados foi modificado, a duragdo da fase larval (Figura 8) e
pupal (Figura 12) mensurada em dias, a taxa de pupacdo (Figura 9), o peso das pupas
(Figura 10) e a emergéncia (Figura 13) apresentaram resultados similares entre os
tratamentos, indicando que o inibidor nao interfere em nenhum estagio de

desenvolvimento do inseto.

_20- -
(V)]
I T
© 15-
c
4y} J
|
P
@ 10-
LL
CU -
©
S 5-
On
©
2 ]
e
0 = : :

0 0.4 0.8
ApTI (%, p/p)

Figura 8: Duracao da fase larval de Heliothis virescens alimentadas em

dietas artificiais contendo ApTI em diversas concentragoes.
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Figura 9: Viabilidade pupal de Heliothis virescens alimentadas em dietas

artificiais contendo ApTI em diversas concentracoes.
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Figura 10: Peso das pupas de Heliothis virescens alimentadas em dietas

artificiais contendo ApTI em diversas concentracdes.
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Figura 11: Foto ilustrando o efeito de ApTI no peso das pupas de Heliothis.
virescens. [A] Larva alimentada em dieta controle [B] Larva alimentada em
dieta contendo ApTI 0,2% [C] Larva alimentada em dieta contendo ApTI
0,4% [D] Larva alimentada em dieta contendo ApTI 0,8%. Barra =2 cm.
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Figura 12: Duracdo da fase pupal de Heliothis virescens alimentadas em

dietas artificiais contendo ApTI em diversas concentracdes.
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Figura 13: Emergéncia das pupas de Heliothis virescens alimentadas em

dietas artificiais contendo ApTI em diversas concentragoes.
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5.3 - Determinacio da atividade triptica

Ensaios enzimaticos foram realizados para tentar elucidar os mecanismos pelos
quais as larvas de H. virescens utilizaram para driblar a presenca do inibidor na dieta, ja
que ndo foi observado nenhum efeito negativo no desenvolvimento larval. Extratos
intestinais de larvas de quarto instar foram utilizados como fonte de enzimas (20pg de
proteina), as quais foram incubadas com BApNA por 20 minutos. Foi observado um
aumento de quase 100% na atividade de enzimas do tipo tripsina das larvas alimentadas
em dieta contendo ApTI a 0,4% (Figura 14), sugerindo a resposta dos inseto a presenca

do inibidor de forma a super expressar enzimas do tipo tripsina.
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Figura 14: Atividade triptica das larvas de 4° instar de H. virescens
alimentadas em dietas artificiais contendo ApTI. Foram utilizadas
triplicatas para cada tratamento. Letras iguais nao diferem entrei si

pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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5.4 - Determinacao da atividade antitriptica

Como a resposta de insetos a presenga de inibidor pode ser de vérias maneiras,
foi pré-incubada as enzimas das larvas e H. virescens com diversas concentragcdes de
ApTI por 15 minutos antes da adicdo do substrato, seguindo os mesmos parametros
descritos anteriormente. Nesse ensaio pode-se observar que as enzimas presentes nas
larvas alimentadas em dieta contendo ApTI a 0,4% eram 13% menos sensiveis
(inibidas) por ApTI em relagdo as enzimas das larvas alimentadas em dieta controle
(Figura 15), demonstrando que além da super expressao de enzimas (Figura 14),

enzimas insensiveis foram expressas.
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Figura 15: Inibi¢do das enzimas das larvas de 4° instar de H. virescens,
utilizando ApTI como inibidor. Foram utilizadas triplicatas para cada
tratamento. Letras iguais ndo diferem entrei si pelo teste de Tukey ao nivel

de 5%.
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5.5 - Atividade enzimatica em SDS-PAGE contendo gelatina 0,1%

Para confirmacao e melhor visualizacao dos resultados obtidos nos itens 4.2 ¢
4.3 um gel de atividade enzimatica (zimograma) foi realizado, amostras de enzimas (2
ng) foram aplicadas na eletroforese, na auséncia ou presenca do inibidor (ApTI). Apds a
corrida o gel foi lavado com solu¢do Triton X-100 para remog¢do do SDS e
subsequentemente incubado para atividade enzimadtica e corado. Nesse experimento fica
visivel a super expressdao enzimatica das larvas que se alimentaram em dieta contendo

ApTI (linha 3) e também a menor sensibilidade ao inibidor (linha 5) (Figura 16).

Figura 16: SDS-PAGE contendo gelatina 0,1%.
[1] Padroes de MM [2] IM Controle [3] IM ApTI
0,4% [4] IM Controle + 2ug ApTI [5] IM ApTI
0,4% + 2ug ApTL.
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6 - DISCUSSAO

Inibidores de proteinases de uma ampla variedade de plantas e animais reduzem
o crescimento e a sobrevivéncia de varios insetos quando adicionados em dietas
artificiais (JOHNSTON et al., 1995; CHRISTELLER et al., 1992; DeLEO et al., 2001,
MACEDO et al., 2002; GOMES et al., 2005) e também diminuem a fertilidade e
fecundidade dos insetos adultos (DeLEO & GALLERANI, 2002; TELANG et al.,
2003; TAMHANE et al., 2005). Recentemente um inibidor de tripsina presente nas
sementes de Peltophorum dubium reduziu em 50% o ganho de peso de Anagasta
kuehniella (Lepidoptera) quando presente a 1% em dieta artificial (MACEDO et al.,
2003).

A identificagdo de novos inibidores de proteinase, os quais sejam eficazes no
combate a insetos-alvo requer o prévio conhecimento dos tipos de proteases presentes
no intestino do inseto. No caso de Heliothis virescens JOHNSTON et al. (1995)
demonstrou que havia trés tipos de atividades enzimaticas, sendo a atividade de enzimas
do tipo tripsina € quimotripsina majoritarias.

De acordo com esses dados, no presente trabalho foi utilizado um inibidor do
tipo Kunitz (ApTI) que inibe de forma ndo competitiva enzimas do tipo tripsina,
quimotripsina e papaina, e apresentou propriedades inseticidas. ApTI utilizado a 0,5%
em dietas artificiais causou mortalidade de 50% e reduziu o ganho de peso em 40% das
larvas de quarto instar de Callosobruchus maculatus (MACEDO et al., 2004).

A presenca do inibidor na dieta (até a concentragdo utilizada) ndo afetou o
desempenho de Heliothis virescens, sugerindo que o inibidor nao tem efeito em nenhum
estagio de desenvolvimento do inseto. Resultados similares foram obtidos por DeLEO
& GALLERANI (2002) quando utilizaram plantas transgénicas de fumo expressando o
inibidor de tripsina de mostarda contra o lepidoptero Spodoptera littoralis; a presenca
do inibidor ndo causou mortalidade e diminuicdo no ganho de peso das larvas, e
também nao alterou o tempo de duragdo do estagio larval, a viabilidade e peso das
pupas.

Da mesma forma, os indices nutricionais ndo apresentaram taxas diferentes, a
eficiéncia no consumo e utiliza¢do do alimento foi semelhante em todos os tratamentos.
Trabalhando com Heliothis virescens alimentado com fumo transgénico expressando o
inibidor de serino-proteinase de batata (PIN-2), BRITO (2000) obteve resultados

semelhantes, a presenca do inibidor ndo diminuiu o ganho de peso, a sobrevivéncia, ndo
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atrasou o desenvolvimento do inseto e por conseqiiéncia, os indices nutricionais nao
foram alterados, apenas uma pequena variagdo na sobrevivéncia das pupas foi
observada.

Viérios trabalhos na literatura tém demonstrado que os insetos apresentam a
capacidade de se aclimatarem as plantas transgénicas ou dietas artificiais contendo
inibidores de proteinase (BRITO et al., 2001; HAQ et al., 2004; FAN & WU, 2005;
PILON et al., 2006). Basicamente sao quatro os mecanismos empregados.
Primeiramente, pode ocorrer a superexpressao de proteinases nativas (BROADWAY,
1996) de forma a fornecer uma quantidade de enzimas superior a de inibidor, e dessa
forma ocorrendo a digestdao do alimento.

O segundo mecanismo ¢ a sintese de proteinases insensiveis ao inibidor.
Resultados recentes t€ém demonstrado que alguns insetos polifagos apresentam uma
grande familia multigénica responsavel pela sintese de dezenas de proteinases do tipo
das tripsinas e quimotripsinas (JONGSMA et al., 1995; GATEHOUSE et al., 1997,
BROADWAY, 1997).

O terceiro mecanismo foi observado em larvas de coledpteros (GIRARD et al.,
1998), e em lagartas de Helicoverpa armigera (GIRI et al., 1998) as quais
desenvolveram a capacidade de clivar os inibidores via proteinases digestivas, esse
mecanismo além de reduzir os efeitos antinutricionais dos inibidores utiliza-os como
fonte de aminoécidos.

Finalmente um quarto mecanismo foi recentemente observado em lagartas de H.
virescens alimentadas com discos foliares de plantas transgénicas ou ndo transformadas
de fumo. Neste caso, os resultados indicam que as lagartas sdo capazes de formar
complexos de alto peso molecular (oligdmeros) com as proteinases do tipo das tripsinas,
o que impediria o acesso do inibidor (BRITO et al., 2001).

O fato de H. virescens ser um inseto polifago (FITT, 1989) sugere que, durante a
sua historia evolutiva, as lagartas tiveram contato com diferentes espécies e géneros
vegetais os quais, apresentavam uma ampla gama de inibidores de proteinase. Este
contato proporcionou o desenvolvimento de mecanismos adaptativos que sobrepdoem o
efeito nocivo dos inibidores, além disso, esse inseto se alimenta de folhas de fumo, as
quais possuem pelo menos 6 inibidores induzidos por injiria (PEARCE et al., 1993)
demonstrando mais uma vez sua capacidade em driblar a presenca de inibidores. Assim
sendo, tornou-se de suma importancia um estudo bioquimico das enzimas digestivas das

lagartas a fim de fornecer subsidios ao entendimento dos resultados.
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Primeiramente foi detectada uma atividade de enzimas do tipo tripsina duas
vezes maior no intestino médio das larvas que se alimentaram em dieta que continha o
inibidor, demonstrando a resposta do inseto a presenca do inibidor, superexpressando
enzimas. O préoximo passo foi avaliar se essas enzimas superexpressas eram nativas ou
apresentavam uma maior insensibilidade ao inibidor.

Foi detectado em ensaio antitriptico que a inibi¢do por ApTI das enzimas do
intestino médio das larvas foi aproximadamente 13% maior nas larvas controle,
sugerindo a presenca de enzimas insensiveis ao inibidor nas larvas que tiveram contato
com o mesmo durante seu desenvolvimento. Esses resultados sdo comprovados e
melhor visualizados em gel de atividade enzimatica que foi realizado, no qual podemos
observar uma maior atividade enzimatica, além de uma menor inibi¢do quando as
amostras foram incubadas com o inibidor (ApTI), além disso o que chama a atencao ¢
uma banda de atividade em torno de 30 kDa presente nos insetos que se alimentaram de
ApTI, e ndo esta presente nos insetos controle, a qual foi inibida por ApTI, sugerindo
ser uma enzima do tipo tripsina.

BRITO et al. (2001) demonstraram em seu trabalho que H. virescens aclimata-se
a presenca de inibidores de protease através da sintese de enzimas tripsina
aparentemente menos sensiveis aos inibidores. Resultado semelhante foi observado em
outro lepidoptero, Spodoptera exigua aclimatou-se a fumo expressando um inibidor de
tripsina de cevada (LARA et al., 2000), assim como outros intimeros trabalhos
demonstram essa aclimatagdo aos inibidores (CLOUTIER et al, 2000;
LECARDONNEL et al., 1999; ABDEEN et al., 2005).

A expressao de enzimas insensiveis ao inibidor ¢ possivel devido a familia
multigénica presente em lepiddpteros responsavel pela sintese das proteinases
(GATEHOUSE et al., 1997). Além disso, uma pequena variacdo em uma enzima pode
resultar em uma proteinase insensivel, essas mudancas nao necessariamente precisam
ser no sitio ativo da enzima, mas podem ser na regido ligante, o que de qualquer forma
poderia resultar em diferentes afinidades (TELANG et al., 2005).

Devido a essa capacidade dos insetos em se aclimatarem a presenga dos
inibidores diversos trabalhos t€ém demonstrado que larvas de insetos substituem enzimas
inibidas por outras proteases insensiveis, essas larvas podem, além disso, exibir uma
taxa de ingestdo aumentada além de se desenvolverem mais rapido que as larvas

controle (GIRARD et al., 1998b; CLOUTIER et al., 1999; ABDEEN et al., 2005).
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Conclui-se, portanto, que ApTI ndo alterou a sobrevivéncia e o peso das larvas
de quarto instar e ndo atrasou o desenvolvimento do inseto até a fase adulta, porém
modificou o padrao de enzimas presentes no intestino médio, sendo possivelmente
enzimas do tipo tripsina, as quais possibilitaram o desenvolvimento aparentemente
normal das larvas mesmo na presenc¢a do inibidor.

Essas observacdes sugerem alternativas, como o uso combinado de mais de um
inibidor, efetivos contra diferentes classes enzimaticas, o que levaria a um aumento na
resisténcia das plantas e dificultaria aos insetos a expressao de proteases insensiveis a
diversas familias de inibidores ao mesmo tempo, como trabalhos recentes demonstram o
sucesso dessa abordagem. ABDEEN et al. (2005) expressou em tomate o inibidor de
tripsina (PI-II) e de carboxipeptidase (PCI) de batata e testaram contra dois insetos,
Heliothis obsoleta e Liriomyza trifolii, em ambos 0s casos obtiveram sucesso,
aumentando a resisténcia da planta aos insetos quando os inibidores foram expressos em
homozigose. Em outro trabalho BRUNELLE et al. (2005) expressaram em Escherichia
coli dois inibidores fusionados, o inibidor de aspartato proteinase catepsina-D de tomate
(CDI) e o inibidor de cisteino proteinase de milho (CCII). O hibrido demonstrou manter
as propriedades inibitorias, inibindo com mesma intensidade enzimas do tipo das
cisteinas e asparticas, além de diminuir em mais de 50% o consumo do alimento e o

crescimento das larvas de Leptinotarsa decemlineata.
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7 - CONCLUSOES

+ ApTI nao alterou O desenvolvimento de

Heliothis virescens até a fase adulta,

+ Porém modificou o padrdo de enzimas presentes

no intestino médio,

+ Ocorrendo superexpressdo de enzimas do tipo

tripsina,

+ Além da expressdo de enzimas 1insensiveis a

ApTI.
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