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RESUMO

Insetos fitopatégenos e outros animais utilizam enzimas digestivas tais como as amilases e
proteases para processar nutrientes obtidos de plantas necessdrios ao seu desenvolvimento. A
broca-da-cana Diatraea saccharalis € a principal praga da cana-de-acgicar no Brasil e em outros
paises da América do Sul. Plantas sintetizam uma variedade de moléculas incluindo inibidores de
proteinases (IPs) para se defenderem contra o ataque de insetos. Os IPs sao polipeptidios habeis
em se ligar as enzimas proteoliticas localizadas no intestino médio dos insetos, tornando-as
inativas por inibi¢do competitiva. Esse processo leva a uma reducdo da disponibilidade de
aminodcidos para a sintese protéica, e desta maneira, uma reducdo no crescimento e
desenvolvimento. A predominancia de enzimas digestivas do tipo serino-proteinases na broca-da-
cana motivou a descoberta de IPs com a capacidade de reduzir seu processo digestivo. Neste
trabalho, um inibidor purificado das sementes de Adenanthera pavonina — ApTI foi utilizado em
bioensaios, e sua atividade toxica sobre D. saccharalis foi determinada. A ingestdo de ApTI
resultou em uma reducdo significativa na sobrevivéncia e peso larval. Para examinar o efeito da
proteina sobre o inseto, a atividade das proteinases intestinais das larvas que se alimentaram em
dieta livre do inibidor e alimentadas em dieta contendo o inibidor a 0,05% foi comparada através
de ensaios enzimaticos e eletroforese em géis de atividade enzimadtica. As larvas de quarto instar
alimentadas em dieta contendo ApTI apresentaram uma diminuicdo na atividade triptica do
intestino e das fezes, confirmado por ensaios enzimaticos € na eletroforese de atividade. Os
resultados de utilizacdo da dieta apresentaram reducdo na eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido (ECI) e do alimento digerido (ECD) e aumento no custo metabdlico (CM). Além disso, a
atividade triptica das larvas que se alimentaram em dieta com ApTI foi sensivel a inibicdo por
ApTI. Esses resultados sugerem que ApTI possui efeitos anti-metabdlicos quando ingeridos por

D. saccharalis.
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ABSTRACT

Phytophatogous insects and other animals use digestive enzymes, such as amylases and
proteinases to process the nutrients obtained from the plants necessary for their development. The
sugarcane borer Diatraea saccharalis is the major pest of sugarcane in Brazil and other South
American countries. Plants synthesize a variety of molecules, including proteinase inhibitors
(PIs), to defend themselves against attack by insects. Pls 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. The predominance of sugarcane-borer digestive serine proteinases
has motivated the discovery of PIs with the ability to reduce the digestion process. In this report,
the pure inhibitor from seeds of Adenanthera pavonina — ApTI was used in bioassay and its toxic
activity on D. saccharalis was determined. The ingestion of ApTI did result in a significant
reduction in larval survival and weight. To examine the protein effects on insect, the midgut
proteinases of D. saccharalis larvae reared on artificial PI-free diet and on a diet containing ApTI
at 0.05% were compared by using enzymatic assays and polyacrilamide gel electrophoresis. The
fourth instar larvae reared on diet containing ApTI showed a decrease in tryptic activity of gut
and faeces, as confirmed by enzymatic assays and by polyacrilamide gel eletrophoresis. The
results from dietary utilization experiments realized with D. saccharalis larvae presented a
reduction in efficiency of conversion of ingested food (ECI) and digested food (ECD) and an
increase in metabolic cost (CM). In addition, the tryptic activity in ApTI-fed larvae was sensitive
to ApTI. These results suggest that ApTI have a potential antimetabolic effect when ingested by

D. saccharalis.



I- INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de cana-de-agicar e também o maior
exportador mundial de acicar, com participacdo crescente no mercado livre nos dltimos anos
(GUANZIROLI, 2006). De acordo com HERRERA (2005) as exportagdes brasileiras de actcar
demonstraram um desempenho marcante durante os anos 90, passando de um volume proximo a
1,7 milhdes de toneladas no inicio da década, para 14,5 milhdes de toneladas na safra de
2003/2004.

No Estado de Sdao Paulo esta cultura sofre o ataque de indmeros insetos-pragas, os quais
se constituem muitas vezes, em fatores limitantes a produgdo sucro-alcooleira. Dentre estes,
destaca-se a broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794), que é uma das pragas mais
importantes da cultura da cana-de-acticar no Brasil, ndo s6 pelos danos econdmicos que ocasiona
a agroindustria sucro-alcooleira, mas também pelas dificuldades de controle devido ao seu hédbito
alimentar (VENDRAMIM, 1987).

Embora, ja ha alguns anos, seu controle venha sendo realizado de forma bioldgica,
especialmente através do parasita Cotesia flavipes (DEGASPARI et al., 1987), recentemente
novas estratégias vém sendo testadas com o objetivo de reduzir os danos causados pelos insetos-
pragas. A engenharia genética aliada ao estabelecimento de protocolos eficientes de
transformacgdo genética da cultura tem propiciado alternativas importantes ao controle das pragas.
Dentre os genes que codificam proteinas com propriedades antimetabdlicas aos insetos,
destacam-se os inibidores de proteinase (POMPERMAYER, 2000).

Inimeros estudos demonstraram que os inibidores de proteinase, presentes em dietas
artificiais ou em plantas transgénicas, sdo capazes de interferir no crescimento e desenvolvimento
de um grande ndmero de insetos (RYAN, 1990). Ensaios biolégicos nos quais inibidores sdo
incorporados em dietas artificiais de insetos, fornecem uma valiosa informag¢ao sobre os tipos de
inibidores com potencial para serem usados como fatores de resisténcia na manipulagcdo genética
e programas de melhoramento de plantas (JOHNSON et al., 1993).

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito do inibidor de tripsina de sementes de
Adenanthera pavonina (ApTI) sobre D. saccharalis, visto que as enzimas do tipo tripsina sao

majoritarias nesse inseto (JOHNSTON et al., 1995), visando a producdo de plantas transgénicas



de cana-de-agucar expressando o inibidor de tripsina (ApTI), a fim de auxiliar no controle desta

praga.

1 - Insetos e danos econdomicos.

Com o aumento calculado da populagdo mundial de 10 bilhdes de pessoas para as
proximas quatro décadas, uma prioridade imediata na agricultura € atingir a producao méaxima de
graos e de outros produtos agricolas seguindo o conceito de manejo sustentdvel. Estima-se que hd
perdas de 10 a 20 % nas principais produgdes agricolas devido a presencga de insetos herbivoros,
o que € um fator significante na limita¢ao da producao de alimento (FERRY et al., 2004).

Dentre os grdos cultivados, os graos de leguminosas ocupam o terceiro lugar atrds de
cereais e sementes oleaginosas na produ¢do mundial (POPELKA et al., 2004). Milho (Zea mays),
trigo (Triticum aestivum), soja (Glycine max) e principalmente as variedades de feijao (por
exemplo, Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris) sao os grados que representam uma grande
parte da fonte protéica na alimentagdo humana e de animais (DURANTI & GIUS, 1997). O
armazenamento adequado destes poderia permitir a manutencdo de estoques estratégicos e
reguladores além da comercializacdo posterior.

A cultura do feijao-de-corda (Vigna unguiculata) é freqiientemente mantida em regides
tropicais, subtropicais € semi-aridas, cuja semente é considerada uma importante fonte protéica
(SINGH & NTARE, 1985). Essa cultura € um exemplo cldssico de perda na producdo durante o
armazenamento prolongado, no qual os grdos sdo extensivamente atacados por insetos,
inviabilizando-os ao plantio além do consumo humano ou animal (MACHUKA et al., 2000).

Além dos insetos serem considerados os maiores causadores das perdas na producdo, eles
podem agir de forma indireta, pois existe a possibilidade de atuarem como vetores de vdarios
outros microorganismos fitopatégenos, como por exemplo, fungos, agravando assim a perda da
producdo (HILDER & BOULTER, 1999).

Insetos pertencentes as ordens Coleoptera e Lepidoptera representam os principais
responsaveis pelos danos causados no campo e no armazenamento de culturas de importancia
socio-econdmica. Os coledpteros da familia Bruchidae sdo de maior importancia em relagdo a

infestacao de feijoes, sendo mencionados como as principais espécies de predadores dos graos



estocados: Acanthoscelides clandestinus (Most), Zabrotes subfasciatus (Borh) e Callosobruchus
maculatus (Fabr) (SINGH & NTARE, 1985). Esta ultima representa a principal praga de Vigna
unguiculata durante o seu armazenamento (SALES et al., 1992; MACEDO et al., 1993;
FERNANDES et al., 1993). HALL et al., (1997) revelaram que Callosobruchus maculatus,
conhecido como gorgulho ou caruncho do feijao-de-corda, freqiientemente danifica de 50 a 100%
das sementes estocadas num periodo de 3 a 6 meses, em condi¢des de infestagdes severas. A
infestacdo dos graos ocorre com maior intensidade em climas quentes e areas tropicais, onde os
problemas comecam no campo.

Em relacdo aos lepidopteros podemos citar alguns exemplos de espécies que afetam
culturas importantes. Esta ordem agrupa as mariposas e borboletas, cujos adultos nao podem
consumir materiais solidos, sendo os danos causados pelas larvas, que possuem aparato
mastigador. As larvas das espécies do género Helicoverpa (Lepidoptera: Noctuidae) sdao
consideradas pestes na Asia, Austrilia e nas Américas. Elas causam perdas em muitas culturas
importantes tais como de algodao, grao-de-bico, milho, tomate e girassol (VOLPICELLA et al.,
2003).

Outro exemplo de lepidoptero é Diatraea saccharalis, a broca-da-cana que foi descrita
pelo naturalista Fabricius em 1794, sob o nome de Phalaena saccharalis, um inseto-praga da
cana-de-acicar na América do Sul. Os prejuizos causados por esta praga sdao bastante
significativos em sua ampla distribuicio nos canaviais brasileiros (PARANHOS, 1987;
CAMARA & OLIVEIRA, 1993).

Ao eclodirem, as larvas medem mais ou menos Imm de comprimento, sendo que, a
cabega tem o comprimento 1,5 vezes o didmetro do corpo (VALSECHI et al., 1976). Apds a
eclosdo, as larvas permanecem no colmo, onde completam o desenvolvimento larval. A partir do
terceiro més apds o plantio, quando ocorre a formacdo dos primeiros internédios, os danos
tornam-se significativos. Inicialmente os danos sdo observados em brotos ou perfilhos novos, que
tém sua gema apical afetada pelas larvas da praga, resultando na morte da gema, secamento das
folhas mais novas e, posteriormente, seca € morte do broto ou perfilho atacado. Este sintoma é
conhecido como “cora¢do morto” e permite visualizar a condic¢do inicial de infestacdo de um
canavial. Pode ocorrer a morte da gema apical nos colmos em desenvolvimento, causando o

secamento das folhas e induzindo a brota¢do das gemas laterais e enraizamento aéreo, fatos que



contribuem negativamente na producdo e na qualidade da matéria-prima (VALSECHI et al.,
1976).

Outro tipo de dano é causado pela praga no interior do colmo, escavando galerias e
alimentando-se dos tecidos da planta. As galerias longitudinais nos colmos provocam a perda em
acucar, porém as galerias circulares escavadas nos colmos causam a quebra das canas, o que
interfere de maneira mais significativa na producdo e no teor de agicar (HAYWARD, 1943;
GALLO, 1968; VALSECHI et al., 1976). Através dos orificios abertos pelas larvas, ocorre a
penetracdo de fungos dos géneros Fusarium e Colletotrichum, que causam a podridao vermelha

(HAYWARD, 1943; VALSECHI et al., 1976; BASTOS, 1987).

2 - Proteinas vegetais toxicas envolvidas na defesa de plantas.

As plantas possuem sofisticados mecanismos de defesa, especialmente concentrados nas
sementes, e isso se deve porque a semente € o veiculo de propagagdo e sobrevivéncia da espécie.
Os tecidos das sementes podem acumular constitutivamente ou em algumas sementes apos
inducdo uma ampla variedade de compostos de defesa que conferem resisténcia contra
predadores fit6fagos e infec¢@o por virus, bactéria, fungos, nematoéides, etc.

Os inibidores de proteinases (IPs) estao entre os compostos envolvidos no mecanismo de
defesa de plantas. Os IPs tém sido isolados e caracterizados de um grande nimero de organismos,
incluindo animais, microorganismos e plantas (VALUEVA & MOSOLOYV, 2004). Nas plantas os
inibidores concentram-se principalmente nos 6rgaos de reserva, tais como sementes e tubérculos,
mas um ndmero crescente de IP vem sendo encontrado em outros tecidos como, folhas, flores e
raizes (BRZIN & KIDRIC, 1995; SIN & CHYE, 2004).

Outras proteinas de plantas supostamente envolvidas no mecanismo de defesa de plantas
sdo lectinas, proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs), glicohidrolases, arcelinas, quitinases,
canatoxina e formas modificadas de proteinas de reserva, tais como as vicilinas (CARLINI &
GROSSI-DE-SA, 2002).

Para se obter sucesso com a utilizacao de IPs é necessério conhecer o perfil digestivo dos
insetos. Dessa forma € possivel desenvolver estratégias de controle mais eficientes e que

dificultem o aparecimento de resisténcias.



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).

As enzimas digestivas dos insetos sao conhecidas como hidrolases e classificadas de
acordo com o substrato que degradam. As proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacOes
peptidicas. Estas proteases (peptideo-hidrolases) incluem as endopeptidases e as exopeptidases.

As exopeptidases sdo enzimas que hidrolisam aminodcidos da extremidade N-terminal
(aminopeptidases) ou da extremidade C-terminal (carboxipeptidases) da cadeia polipeptidica.

As endopeptidases sd@o conhecidas por proteinases. Estas proteinases sdo divididas em
subclasses com base no mecanismo catalitico: serino, cisteino, aspartato e metalo-proteinases. As
duas principais classes de proteinases no sistema digestivo de insetos fitéfagos sdo as serino e
cisteino-proteinases

A maioria dos lepidOpteros possui as serino-proteinases como as principais enzimas
digestivas, enquanto que os coledpteros possuem principalmente cisteino-proteinases (HAQ et

al., 2004).

Serino-proteinases:

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

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

As enzimas do tipo tripsina clivam cadeias protéicas, preferencialmente, na regido

carboxi-terminal de aminodcidos bdsicos 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
aminodcidos aromadticos, na regido carboxi — terminal. As quimotripsinas, assim como as
tripsinas, apresentam uma taxa similar de distribuicdo entre os insetos.

Segundo POMPERMAYER (2000), as larvas de Diatraea saccharalis dependem de
enzimas do tipo tripsina em uma maior extensao do que enzimas do tipo quimotripsina, ou seja,
estes dados sugerem que inibidores de tripsina podem ser mais efetivos do que inibidores de

quimotripsina nesta espécie.

4 - Inibidores de proteinases.

Os inibidores de proteinases sdo macromoléculas que estdo amplamente distribuidas em
animais, microorganismos e principalmente em plantas (RICHARDSON, 1991; BIRK, 1994),
onde sdo encontrados inibidores para quase todos os tipos de enzimas proteoliticas (SAMPAIQO et

al., 1996).

4.1 - Caracteristicas gerais dos inibidores de proteinases.

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

Os inibidores protéicos s@o moléculas geralmente de baixa massa molecular, sendo a
classificacdo dada pela especificidade e mecanismo de acdo. A especificidade € uma
caracteristica marcante no estudo das interacdes entre enzima e inibidor. Ela é determinada pela
termodindmica das interagdes 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 aminodcidos. 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).

Esses inibidores sdo considerados moléculas estdveis, podendo apresentar resisténcia a
variacOes 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 interagdes ndo
covalentes que contribuem significativamente para a estabilidade dos mesmos (BELITZ &
WEDER, 1990).

Quatro classes de inibidores de proteinases foram estabelecidas de acordo com suas
atividades especificas: inibidores de proteinases serinicas; de proteinases cisteinicas; de
proteinases asparticas e de metalo-proteinases.

O ndimero de inibidores de plantas identificados e isolados € grande, sendo os inibidores
de proteinases serinicas, os que apresentam melhor caracterizacdo (RYAN, 1990). Nos ultimos
anos, entretanto, muitos inibidores de proteinases cisteinicas também foram caracterizados

(OLIVEIRA, et al., 2003).

4.2 - Inibidores de proteinases serinicas.

Inibidores de serino-proteinase sdo encontrados universalmente no reino vegetal e t€ém
sido descritos em vdrias espécies. Conseqiientemente, o 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 sdo encontrados em
altas concentracdes em sementes de leguminosas e em quantidades menores em cereais e
tubérculos (RICHARDSON, 1991). Espécies nativas brasileiras t€ém sido bastante estudadas e
suas estruturas determinadas (OLIVA et al., 1987; SOUZA et al., 1995; TANAKA et al., 1997,
FAN & WU, 2005).



Os inibidores sdo agrupados em familias distintas: Kunitz, Bowman-Birk, Batata I,
Batata II, Abdbora, Superfamilia Cereal, Ragi 1-2, Taumatina e PR-proteinas, baseado na
similaridade de sua seqii€éncia e no mecanismo de ligacdo a proteina.

Indmeras pesquisas sobre inibidores de proteinase tém fornecido um entendimento
basico sobre o mecanismo de a¢do que se aplica a maioria dos inibidores da familia de serino-
proteinases.

Todos inibidores do tipo serinico de plantas sdo inibidores competitivos e todos eles
possuem um mecanismo de acdo similar proposto por LASKOWSKI & KATO (1980). A
inibicdo ocorre como conseqiiéncia da ligacdo ao sitio ativo (regido de ligacdo do substrato) da

enzima ao sitio reativo na superficie do inibidor.

4.2.1 Adenanthera pavonina

Adenanthera pavonina é uma espécie vegetal encontrada originalmente na India, porém
foi introduzida em alguns paises como: Porto Rico, Cuba, Jamaica, Venezuela, Costa Rica,
Honduras, Estados Unidos e Brasil.

Estudos nutricionais mostraram que um quarto do peso da semente € devido ao 6leo e ha
uma porcentagem elevada de proteinas e uma composi¢ao que favorece a digestibilidade para
seres humanos e animais domésticos (BALOGUM & FETUGA, 1985, BURKILL, 1966).

Na Polinésia € conhecida como “drvore-alimento”, pois mesmo sendo de consisténcia
dura, as sementes destas arvores sdo torradas e comidas por criancgas e adultos. Pertence a familia
das Leguminosas, plantas reconhecidas na literatura por possuirem uma grande quantidade de
inibidores de proteinases digestivas de insetos (RICHARDSON et al., 1986).

Em relacdo a distribuicdo dos inibidores em plantas, sabe-se que as angiospermas
dicotiledoneas englobam o maior nimero de espécies contendo estas macromoléculas, merecendo
destaque as familias Leguminosae e Solenaceae; enquanto que entre as monocotiledoneas, os
inibidores estdo mais amplamente distribuidos na familia Gramineae (RYAN, 1981). Apesar
desta ocorréncia generalizada, a quantidade de inibidores é extremamente varidvel, mesmo entre
espécies do mesmo género, e até mesmo entre variedades de uma mesma espécie (XAVIER-

FILHO et al., 1989).



5 - Aspectos da nutricao e digestao de insetos.

Os insetos t€ém como exigéncias nutricionais bdsicas aminodcidos, vitaminas e sais
minerais (nutrientes essenciais) e carboidratos, lipideos e esterdides (nutrientes ndo essenciais),
os quais devem ser adequadamente balanceados, especialmente na relagdo proteina: carboidratos.
O consumo e a utilizacdo de alimento constituem condi¢do bdsica para o crescimento, O
desenvolvimento e a reprodu¢do. Desta forma, a quantidade e qualidade do alimento consumido
na fase larval afetam a taxa de crescimento, o tempo de desenvolvimento, peso do corpo,
sobrevivéncia, bem como influenciam a fecundidade, longevidade, movimentacdo e capacidade
de competicao de adultos (PARRA, 1991).

A criacdo de insetos, sob condi¢Oes controladas, é necessdria para a realizacdo de
pesquisas em muitos campos da Entomologia, sendo que informagdes bdsicas da biologia e
comportamento de insetos t€ém servido como guia para o desenvolvimento de certos tipos
controle (PARRA, 1979).

No Brasil desde 1970 sdo utilizadas “dietas artificiais” para a criagdo da broca da cana-de-
acucar em laboratorio, onde os componentes sdo dosados de tal forma que permitem o
fornecimento de nutrientes essenciais ao desenvolvimento da fase larval de D. saccharalis. Esses
nutrientes sdo homogeneizados e estabilizados em uma mistura de consisténcia apropriada, que
fornece o desenvolvimento dos insetos (ARA(JJ 0O, 1987).

A digestdo € realizada por uma série de enzimas que atuam em seqii€éncia e vao reduzindo
os polimeros presentes no alimento (principalmente amido e proteinas) a fragmentos de tamanho
cada vez menor. O desempenho de cada estidgio de vida do inseto depende basicamente do
sucesso do estdgio anterior em obter, sintetizar e acumular as substincias nutricionais em
quantidades apropriadas (PARRA, 1991).

De acordo com a Figura 1, que € um diagrama geral do canal alimentar de um inseto
proposto por TERRA & FERREIRA (1994), o intestino anterior € constituido pela boca (onde
encontramos as glandulas salivares quando presentes em sua cavidade), faringe, esdfago e o
papo. O proventriculo € um 6rgdo de trituracdo em alguns insetos; e em muitos deles, atua como
uma vélvula que controla a entrada do alimento na porcdo do intestino médio que é o local

principal da digestao e absorc¢ao de nutrientes.



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

agua e ions, terminando no anus.

Fapo Proveniricule Membrana periivifica
ZEmara de Orgln Permite a passagem de alimentas
armamenagzer do Yiabihatg decompostos, enmmas & 4zua

Ceco gasirico ; !Tﬂ]mlus de Malpighi
Processa a digestio final e Espaco | Orglos excretores,
aahsorcio dos alimentos E'E':t_ugej‘t_“{i"_. i semelhantes ans rins

inteztine anterior lintestino médic intestine posterior

Figura 1: Diagrama do intestino de inseto (adaptado de Terra & Ferreira, 1994).

Formada de proteinas, glicoproteinas e microfibrilas de quitina numa matriz
proteoglicana, a membrana peritréfica, separa o alimento do epitélio que reveste o intestino
médio. Ela estd presente em muitos insetos e sua formacao, geralmente € devida a distensdo do
intestino causada pela ingestdo de alimento (LEHANE, 1997). As principais fun¢des atribuidas a
membrana peritrofica s@o: protecdo contra danos mecanicos, uma barreira fisica contra
microorganismos, compartimentalizagdo dos eventos digestivos atuando como uma barreira de
seletividade para enzimas digestivas e produtos da digestdo € no mecanismo de conservacao

enzimatica (PETERS, 1992; LEHANE, 1997; TERRA, 2001).
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Em 1979, TERRA et al. estudaram o processo digestivo de larvas de Rhynchosciara
americana; e relataram que a tripsina € encontrada no contetido luminal, nos espagos endo e
ectoperitréfico. Conseqiientemente, a tripsina secretada por células € capaz de atravessar a MP. J4
as aminopeptidases ndo sdo encontradas dentro da MP (espago endoperitréfico) e sim no espago
ectoperitréfico, logo elas ndo atravessam a MP. A amilase tem uma distribuicdo similar a da
tripsina, enquanto que a maltase estd restrita as células do IM, principalmente as do ceco
intestinal. Com base nessas observacdes, foi proposto que a digestao inicial ocorre dentro da MP
pela acdo de enzimas como amilase e tripsina. A digestdo intermedidria ocorre no conteido
luminal fora da MP, envolvendo enzimas como a amilase e a aminopeptidase e, a digestdo final
ocorre na superficie das células do intestino médio, principalmente nas células do ceco intestinal

sob acdo de aminopeptidases e maltase.

6 - Efeitos dos IPs sobre o desenvolvimento e metabolismo dos insetos.

Os inibidores de proteinases reduzem a atividade proteolitica de enzimas digestivas para
um grande nimero de espécies de insetos pragas de importincia econdmica (CHRISTELLER &
SHAW, 1989; WOLFSON & MURDOCK,1987).

MACEDO et al., (2003) mostraram que quando larvas de Anagasta kuehniella se
alimentam de dietas artificiais contendo uma concentracdo de 1,6% de inibidor de tripsina de
sementes de Peltophorum dubium, ocasiona uma reducdo de 66% do peso e 56% na
sobrevivéncia deste inseto.

O crescimento de algumas espécies de insetos € significativamente reduzido pela ingestao
cronica destes inibidores incorporados em dietas artificiais (BROADWAY & VILLANI, 1995;
JOHNSON et al., 1993). Assim € possivel que a presenca de inibidores de proteinases limite o
consumo de algumas plantas por alguns insetos herbivoros (BROADWAY, 1997).

Estudos desenvolvidos por STEFFENS er al. (1978), sobre os efeitos dos inibidores de
tripsina de soja no crescimento e metamorfose de Ostrinia nubilalis (Hiibner), revelaram que a
incorporacdo de 2 a 5% (p/v) do inibidor do tipo Kunitz na dieta artificial inibiu o crescimento

larval e atrasou a pupacdo dos insetos, embora ndo tenha impedido a conclusio do ciclo vital.
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SHUKLE & MURDOCK (1983), estudaram os efeitos do inibidor de tripsina do tipo
Kunitz sobre o crescimento de larvas de Manduca sexta e revelaram que esse inibidor, quando
incorporados na dieta na concentracdo de 5% (p/v) promoveu atraso no desenvolvimento larval.

Em um trabalho sobre inibidores de proteinases com lagartas de Spodoptera exigua,
BROADWAY & DUFFEY (1988) compararam os efeitos de dois IPs (inibidor de tripsina de soja
e inibidor de proteinase de batata do tipo II). Quando incorporados a dieta artificial, nas
concentracoes de 0,04375 a 2,5 mg de inibidor por mL de dieta, ambos reduziram
significativamente o crescimento € o desenvolvimento das lagartas. A ingestdo crOnica dos
inibidores ocasionou elevacdo significativa nos niveis de atividade triptica. Segundo os autores,
essa superproducdo de proteinases decorrentes da presenca de inibidores teve um efeito na
disponibilidade de aminoacidos necessdrios a sintese de proteinas essenciais, 0 que resultou na
inibi¢do do crescimento larval.

ELDEN (1995) estudou os efeitos do inibidor de proteinase do tipo Bowman-Birk sobre o
crescimento e desenvolvimento de Hypera postica (Coleoptera: Curculionidae), observando uma
redu¢do no consumo na quantidade de folhas consumidas pelas lagartas.

Os efeitos do inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz, SBTI, sobre o crescimento e
proteinases digestivas de Spodoptera litura foram estudados por Mc MANUS & BURGESS
(1995). Ensaios in vitro do inibidor com cada uma das enzimas em seu pH 6timo revelaram que o
inibidor foi muito efetivo para retardar a atividade de tripsinas e apresentou um leve efeito sobre
a atividade de elastase e quimotripsina e, foi completamente ineficaz sobre as aminopeptidadases.
A incorporagdo do inibidor SBTI na dieta de lagartas recém eclodidas, nas concentracdes de 0,2 e
0,5% (p/v), retardou a taxa de crescimento quando comparada com lagartas que se alimentaram
somente de dieta artificial sem o inibidor. O atraso no crescimento resultou em diferencas de peso
que foram observadas durante todo o periodo de ensaio, sendo correlacionadas a concentracio do
inibidor. A andlise das proteinases digestivas dessas lagartas demonstrou que somente a atividade
das tripsinas foi estimulada significativamente, quando alimentadas em dieta contendo SBTI.

Existem intimeros outros exemplos de inibidores de proteinases ativos contra certas
espécies de insetos, tanto em ensaios in vifro, 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).
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7- Biotecnologia de plantas

O controle genético ou o uso de plantas transgénicas poderia trazer uma contribui¢do
significante para a agricultura sustentdvel, além de ser um importante componente do programa
de manejo integrado (HAQ et al., 2004; FERRY et al., 2004). A engenharia genética de plantas
trabalha para que um gene responsdvel por uma determinada caracteristica, que foi identificado,
1solado, seqiienciado, clonado e expresso, tornando possivel o melhoramento de plantas através
da transformacdo genética (HILDER & BOULTER, 1999).

A identificac@o das proteinas responsaveis pela defesa vegetal e a utilizacdo de seus genes
para criar plantas resistentes sdo a chave no melhoramento vegetal e no aumento da producdo
agricola (LAWRENCE & KOUNDAL, 2002; HAQ et al., 2004; FERRY et al., 2004). Na
producdo de plantas resistentes a insetos, a partir de proteinas vegetais, duas grandes classes sdo
utilizadas para conferir essa resisténcia: lectinas e inibidores de enzimas digestivas. Grande parte
destas pesquisas concentra-se na expressao de inibidores de proteinases em plantas transgénicas
(JONGSMA & BOLTER, 1997; SCHULER et al., 1998). Inibidores de proteinases serinicas e
cisteinicas tém sido capazes de inibir o crescimento e desenvolvimento de algumas espécies de
inseto, principalmente aquelas pertencentes as ordens Lepidoptera e Coleoptera. SCHULER et al.
(1998) relataram que pelo menos quatorze genes diferentes foram introduzidos em plantas, os
quais sdo em sua grande maioria inibidores de proteinases serinicas de diferentes familias, tais
como, Fabaceae, Solanaceae e Poaceae, atuando principalmente contra lepidopteros.

A primeira transferéncia de gene bem sucedida para outra espécie vegetal, foi realizada
em 1987, por HILDER et al. O gene, isolado de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), codifica um
inibidor de tripsina, o CpTI, que quando incorporado no tabaco (Nicotiana tabacum) produziu
uma espécie transgénica resistente a Manduca sexta, um inseto pertencente a ordem Lepidoptera.
Esse gene também foi utilizado na producdo de espécies transgénicas de arroz e batata, com o
objetivo de tornd-las resistentes a, respectivamente, Seramia inferens e Lacanobia oleracea,
espécies de insetos pertencentes a ordem Lepidoptera (JOUANIN et al., 1998).

Da mesma forma, outros genes também foram transferidos para o tabaco, a maioria

codificando inibidores de proteinases serinicas, sendo na grande maioria, efetivos contra insetos
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da ordem Lepidoptera, como o inibidor de batata II (PotPI-II) atuando sobre os insetos Manduca
sexta e Chrysodeixis eriosoma (JOHNSON et al., 1989; McMANUS et al., 1994).

O sucesso dessa estratégia depende da execucdo de todas as etapas: (1) purificacdo e
estudo das propriedades da proteina de defesa; (2) investigacao da sua atividade in vitro e in vivo
contra patégenos; (3) determinacdo da seqiiéncia parcial ou total de aminodcidos da proteina; (4)
clonagem de cDNAs e DNAs que codificam-na; (5) estudos da expressdo destes genes sob
condi¢des normais de desenvolvimento e sob condi¢des de estresse; (6) estudo da expressao dos
genes transferidos para verificar se estes estdo produzindo as proteinas correspondentes nas
plantas alteradas e (7) verificacdo do aumento da resisténcia nas plantas transgénicas no campo
(GARCIA-OLMEDO et al., 1996).

De LEO et al., (2001), compararam os efeitos da expressdo de um unico inibidor de
proteinase presente em sementes de mostarda (Brassica napus), o MTI-2 (inibidor de mostarda)
em diferentes plantas (Brassica napus, Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabaccum) contra trés
espécies diferentes de lepidopteros: Plutella xylostella, Mamestra brassicae e Spodoptera
littoralis. Nesse estudo, o enfoque ndo foi apenas os efeitos da ingestio de MTI-2 sobre a
mortalidade e variacdo de peso, mas também o contetido e a atividade das proteinases intestinais
dos insetos, parametro importante para determinar o real impacto dessa estratégia de defesa.

Outros indmeros estudos com inibidores de proteases transgénicos demonstram que os IPs
do tipo serinico sdo efetivos contra lepidopteros (McMANUS et al., 1994; FAN & WU, 2005). O
conhecimento detalhado das interacdes enzima-inibidor e da resposta dos insetos frente a
exposicdo aos inibidores de proteinases € importante, caso esta estratégia de protecdo obtenha

SucCesso.

8 - Adaptacao de insetos aos inibidores de proteinases.

Indmeros trabalhos t€ém demonstrado a utilizacao de inibidores de proteinases como uma
estratégia eficiente no controle de pragas (HILDER et al., 1987; DUAN et al., 1996;
GATEHOUSE et al., 1997, MACEDO et al., 2004; FAN & WU, 2005; PILON et al., 2006).
Entretanto, até o presente momento foram identificados trés mecanismos capazes de proporcionar

a adaptacdo dos insetos aos inibidores de suas plantas hospedeiras. O primeiro mecanismo
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consiste em um aumento na expressao da enzima inibida. BROADWAY & DUFFEY (1986)
mostraram que ndo ha redugdo da atividade proteolitica das enzimas digestivas de Spodoptera
exigua e Heliothis zea, o que ocorre é a super producdo da enzima sensivel ao inibidor de
proteinase. Para Lacanobia oleracea, GATEHOUSE et al. (1999), mostraram que a atividade
proteolitica do tubo digestivo da larva era aumentada até quatro vezes quando em presenca de
SKTI (inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz).

O segundo mecanismo utilizado pelos insetos € baseado na sintese e/ou secrecdo de
proteinases menos sensiveis ao inibidor. JONGSMA et al. (1995) e BROADWAY (1996)
trabalhando com Spodoptera exigua e Heliothis zea alimentadas com inibidor do tipo II de batata,
observaram que as larvas foram capazes de aumentar de 2,5 a 3 vezes a producdo de uma
proteinase pouco sensivel ao inibidor, numa interessante forma de adaptacao.

O terceiro mecanismo consiste na sintese de proteinases que promovem a degradacio dos
inibidores das plantas no ldmen intestinal dos insetos. MICHAUD (1997) mostrou que a
degradacdo 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. (1998) no trato digestivo de Phaedon
cochleariae (Coleoptera).

Apesar dos inibidores ndo apresentarem 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 secunddrios, 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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II - OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do inibidor de tripsina encontrado
nas sementes de Adenanthera pavonina sobre o desenvolvimento de Diatraea saccharalis,

pretendeu-se:
e Incorporar a proteina isolada de sementes de A. pavonina (ApTI) em dietas artificiais e
fornecé-las a D. saccharalis como tnica fonte de alimentacdo e estudar o efeito sobre o

mesmo;

e Verificar seu efeito no peso, sobrevivéncia e pardmetros nutricionais de larvas de quarto

instar;

e Avaliar se houve alteracdes no perfil enzimatico digestivo, com intuito de elucidar uma

possivel resposta do inseto ao inibidor presente na dieta.
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III - MATERIAIS E METODOS

1 - Espécie vegetal.

As sementes de A. pavonina (Mimosaceae) foram coletadas na cidade de Trés Lagoas,
Estado do Mato Grosso do Sul sendo utilizadas para extragdo do inibidor de tripsina de A.

pavonina (ApTI) (MACEDO et al., 2004).

Figura 2 - Adenanthera pavonina: arvore, fruto e sementes. (Foto:www.rainforestmagic.com.au).

2 - Inseto.

As larvas de Diatraea saccharalis (Figura 3) foram fornecidas pelo setor de Biologia do

Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) da Universidade de Sao Paulo (USP).
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Figura 3: Diatraea saccharalis: larva e inseto adulto. (Foto: www.ars.usda.gov e

www.viarural.com.ar).

3 - Extracao e purificacao do inibidor de Adenanthera pavonina (ApTI).

ApTI € inibidor do tipo Kunitz que apresenta massa molecular relativa de 21 kDa. Este
inibidor foi isolado através de métodos cldssicos de purificagdo de proteinas (cromatografia de
exclusdo molecular e cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose Tripsina), segundo o
método de RICHARDSON et al. (1986) com algumas modificagdes (MACEDO et al., 2004),

coOmo Sse€ segue.

3.1 - 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 delipida¢do 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
precipitacdo 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 dgua
destilada, dialisado e liofilizado, obtendo-se o chamado extrato bruto (EB), o qual foi

armazenado a -20 °C para uso posterior.
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3.2 - Cromatografia de exclusao molecular em coluna de Sephadex G-75.

Amostras de 300 mg do EB foram aplicadas em coluna de exclusdo 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 fragdes de 3,0 mL em fluxo de 40 mL por hora, efetuando-se a leitura das
mesmas em espectofotometro a 280 nm. Em seguida foi realizado o ensaio antitriptico de acordo

com ERLANGER et al. (1961).

3.3 - 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 recomendagdes 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 fracdo P1 proveniente do passo de purificacao anterior foi aplicada nessa coluna, fra¢des
de 3,0 mL foram coletadas até que a absorbancia permanecesse proxima de zero. Posteriormente
o material retido foi eluido com HCI 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 - Bioensaio.

Para as larvas neonatas foram oferecidas dietas artificiais (Tabela 1) com concentragdes
crescentes do inibidor (0,025-0,05%) e sem 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 hidr6fugo e
mantidos a 25 + 2 °C, UR 60 + 10%, fotofase de 14 horas. Cada tratamento foi composto por 15

repeti¢des contendo 5 larvas neonatas em cada tubo (N=75).

Tabela 1: Dieta artificial para D. saccharalis (Lepidoptera, Crambidae) (HENSLEY &
HAMMOND, 1968).
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Componentes Quantidade

Sacarose 9 ¢
Caseina S4 ¢
Sais Wesson 18 ¢
Germe-de-trigo S4 ¢
Acido ascérbico 72 ¢
Nipagin (Metilparahidroxibenzoato) 2,7¢g
Cloreto de colina 1,8 ¢
Aureomicina 10g
Formaldeido (37,2%) 2 mL
Solucdo vitaminica * 20 mL
Agar 36¢g
Agua 450 mL
Solugdo vitaminica*
Niacinamida lg
Pantotenoto de célcio lg
Riboflavina 05¢g
Tiamina 025¢g
Piridoxina 0,25 ¢g
Acido félico 0,1¢
Biotina 0,02 ¢
Vitamina B12 (1000 mg/ mL) 2 mL

* Em 1000 mL de dgua destilada

5 - Efeito de ApTI — Sobrevivéncia, peso e indices nutricionais de larvas de quarto instar.

Ao atingirem o quarto instar de desenvolvimento a sobrevivéncia e o peso médio das
larvas foram determinados. Apds o periodo de alimentagdo, a dieta restante e as fezes produzidas
pelas larvas foram pesadas para a realizacdo dos estudos de consumo e utilizacdo de alimento.
Em relacdo aos indices nutricionais, quatro parametros foram analisados: Eficiéncia de
Conversao do alimento Ingerido (ECI), Eficiéncia de Conversdao do alimento Digerido (ECD),
Custo Metabdlico (CM) e Digestibilidade Aparente (AD), todos se referem ao consumo e
utilizacdo do alimento, e foram calculados de acordo com PANIZZI & PARRA (1991), como se

segue:
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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 - representa a percentagem do alimento metabolizado em energia para manutencdo dos

processos vitais.
CM = 100 - ECD

AD - representa a percentagem do alimento ingerido que é efetivamente assimilado pelo inseto.

E uma aproximacdo da tomada real de nutrientes através das paredes do intestino.

AD

I-F x 100

Onde,

B = peso médio das larvas

I = alimento consumido

F = alimento ndo digerido + produtos de excre¢cdao

I-F = alimento assimilado
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6 - Obtencao das enzimas do fluido intestinal de D. saccharalis.

Larvas de quarto instar foram imobilizadas em gelo e dissecadas em NaCl 250 mM. Os
intestinos médios foram cirurgicamente removidos das larvas com a utiliza¢do de pingas, a regido
do intestino retirada foi a posterior ao proventriculo e anterior aos tibulos de Malpighi. Os
intestinos médios obtidos foram homogeneizados e centrifugados a 18.000 g por 10 minutos a 5
°C, os sobrenadantes obtidos (IM) foram imediatamente utilizados para os ensaios enziméaticos, €

quando necessario foram armazenados a -20 °C.

7 - Preparacao das fezes.

As fezes das larvas de quarto instar alimentadas em dieta controle e dieta contendo ApTI
a 0,025-0,05% apds a separacdo foram estocadas a —8 °C. Para utilizacdo 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.

8 - Determinacao da atividade enzimatica do tipo tripsina.

A atividade de enzimas do tipo tripsina foi determinada pela hidrélise do substrato
especifico BApNA (N-a Benzoyl-D-L-Arginine p-Nitroanilide). IM e fezes (20 pg de proteina)
das larvas alimentadas em dieta controle e dieta contendo ApTI a 0,05% foram incubados com
tampao Tris 0,1 M pH 8,0 por 10 minutos antes da adi¢cdo de 1 mM do substrato. Apés a adi¢ao
do substrato a reacio 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
enzimadtica foi determinada em nmol BApNA hidrolisado/minuto/ug proteina. Esse experimento

foi realizado em triplicatas com seus apropriados brancos.

9 - Efeito de ApTI na atividade proteolitica endégena.

22



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. 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 a 37 °C por 15 minutos antes da adi¢do do substrato.
Ap6s a adicao 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.

10 - Analise eletroforética das enzimas de D. saccharalis.

Eletroforese em PAGE — SDS (10%) contendo gelatina 0,1% foi realizada para a andlise
da atividade enzimética do IM das larvas de quarto instar alimentadas em dieta artificial controle
e com ApTI a 0,05%. Amostras de IM (2 pg de proteina) contendo 10 ul 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¢Oes descritas acima. A corrida ocorreu a 5 °C e em
seguida o gel foi lavado com solucao 2,5 % de Triton X-100 por 30 minutos sob agitacio
constante para remover o SDS, apds isso o gel foi incubado em tampao Tris 0,05 M pH 8,0 por 2
horas para atividade enzimatica. A coloracao do gel, apds a corrida foi feita em uma solucao de

Coomassie Blue R-250.

11 - 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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IV - RESULTADOS

1 - Efeito de ApTI no desenvolvimento de D. saccharalis.

1.1 - Sobrevivéncia larval.

A percentagem de sobrevivéncia das larvas de Diatraea saccharalis alimentadas com
dieta artificial em auséncia ou presenca de ApTI (0,025 e 0,05%) foi estimada apds 24 dias de
fornecimento dessa dieta (figura 4). O niimero de larvas sobreviventes (n=75) na dieta sem ApTI
foi estimado como 100% (controle). Foi possivel verificar uma redugdo significativa de 28% na

sobrevivéncia das larvas que foram alimentadas com dieta contendo ApTI 0,05% (p/p).
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Figura 4: Sobrevivéncia das larvas de Diatraea saccharalis alimentadas em dieta artificial

contendo ApTI. Letras iguais ndo diferem entre si. (ANOVA, p<0,05).
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1.2 - Peso médio larval.

A percentagem do peso médio das larvas de Diatraea saccharalis alimentadas com dieta
artificial em auséncia ou presenca de ApTI (0,025 e 0,05%) foi estimada apds 24 dias de
fornecimento dessa dieta (figura 5). O peso médio de larvas sobreviventes na dieta sem ApTI foi
estimado como 100% (controle). Foi possivel verificar uma reducao significativa de 44,3% no

peso médio das larvas que foram alimentadas com dieta contendo ApTI 0,05% (p/p).
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Figura 5: Peso médio das larvas de Diatraea saccharalis alimentadas em dieta artificial contendo

ApTIL. Letras iguais ndo diferem entre si. (ANOVA, p<0,05).
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2 - Analises do consumo e utilizacao de alimentos.

2.1 - Dieta consumida pelas larvas de quarto instar.

A percentagem de dieta consumida pelas larvas de Diatraea saccharalis alimentadas com
dieta artificial em auséncia ou presenca de ApTI (0,025 e 0,05%) foi estimada apds 24 dias de
fornecimento dessa dieta (figura 6). A dieta consumida pelas larvas sobreviventes na dieta sem

ApTI foi estimado como 100% (controle). Nao foi possivel verificar nenhuma alteracao.
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Figura 6: Dieta consumida (mg) por larva de Diatraea saccharalis alimentadas em dieta artificial

contendo ApTI. Letras iguais ndo diferem entre si. (ANOVA, p<0,05).
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2.2 - Fezes produzidas pelas larvas de quarto instar.

A percentagem de fezes produzidas pelas larvas de Diatraea saccharalis alimentadas com
dieta artificial em auséncia ou presenca de ApTI (0,025 e 0,05%) foi estimada apds 24 dias de
fornecimento dessa dieta (figura 7). A quantidade de fezes produzidas pelas larvas sobreviventes
na dieta sem ApTI foi estimado como 100% (controle). Foi possivel verificar uma reducao
significativa de 43,7% na quantidade de fezes produzidas pelas larvas que foram alimentadas

com dieta contendo ApTI 0,05% (p/p).
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Figura 7: Fezes produzidas (mg) por larva de Diatraea saccharalis alimentadas em dieta

artificial contendo ApTI. Letras iguais ndo diferem entre si. (ANOVA, p<0,05).
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2.3 - Indices nutricionais.

Os indices nutricionais relacionados na tabela 2 mostram que as larvas alimentadas com
dieta contendo ApTI a 0,05% sofreram a influéncia do inibidor no seu metabolismo quando

comparadas as larvas alimentadas em dieta controle.

Tabela 2: Eficiéncia de Conversdao do alimento Ingerido (ECI), Eficiéncia de Conversdao do
alimento Digerido (ECD), Custo Metabdlico (CM), Digestibilidade Aparente (AD) das larvas de
Diatraea saccharalis alimentadas em dietas artificiais contendo ApTI ou na sua auséncia. Letras

iguais nao diferem entre si. (ANOVA, p<0,05).

Indices nutricionais Controle ApTI 0,05%
ECI (%) 49,88+4,09 a 20,85+2,97 b
ECD (%) 76,05+7,30 a 24,82+5.30 b
AD (%) 65,68+2,40 a 75,92+1,40 a
CM (%) 23,94+7,30 a 75,1845,30 b
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3 - Determinacao da atividade triptica.

3.1 - Dosagem da atividade triptica do intestino médio.

Ensaios enzimdticos foram realizados para avaliar se houve alteragdes no perfil
enzimatico digestivo, ja que foi observado um efeito negativo no desenvolvimento larval. Os
resultados obtidos revelaram que as larvas de Diatraea saccharalis alimentadas com ApTI 0,05%
apresentaram uma reducdo significativa na atividade triptica de 49% quando comparado as larvas

alimentadas com dieta controle (Figura 8).
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Figura 8: Atividade triptica do fluido intestinal das larvas de 4° instar de Diatraea saccharalis
(n=3) alimentadas em dieta artificial com e sem ApTI. Letras iguais ndo diferem entre si

(ANOVA, p<0,05).
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3.2 - Dosagem da atividade triptica das fezes.
Os resultados obtidos revelaram que as larvas de Diatraea saccharalis alimentadas com

ApTI 0,05% apresentaram uma reducdo significativa de 46,6% na atividade triptica quando

comparado as larvas alimentadas com dieta controle (figura 9).
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Figura 9: Atividade triptica das fezes das larvas de 4° instar de Diatraea saccharalis (n=3)
alimentadas em dieta artificial com e sem ApTI. Letras iguais ndo diferem entre si (ANOVA,

p<0,05).
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4 - Determinacao da atividade proteolitica endégena.

A figura 10 mostra a atividade enzimatica residual (%) do fluido intestinal das larvas de
D. saccharalis alimentadas com dieta controle (sem ApTI) e com dieta contendo ApTI (0,025 e
0,05%) em presenga de quantidades crescentes de ApTI (2-6 ug). A atividade residual do fluido
intestinal foi analisado através da hidrélise do substrato BapNA e as proteinases dos insetos
alimentados ou ndo com ApTI revelaram-se igualmente sensiveis a acdo das diferentes

quantidades de ApTI.
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Figura 10: Efeito inibitério de ApTI sobre atividade triptica de intestinos médio de larvas de
quarto instar de Diatraea saccharalis. A atividade foi monitorada utilizando-se BApNA como

substrato e leitura 410nm.
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5 - Eletroforese do fluido do intestino médio e dos residuos de fezes das larvas de D.

saccharalis.

A figura 11 mostra uma eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presenca de
SDS, com gelatina 0,1% para andlise da atividade enzimatica do fluido do IM e das fezes das
larvas de quarto instar alimentadas com dieta artificial sem ApTI (controle) e com ApTI 0,05%
em presenca de auséncia de TLCK, um inibidor especifico de tripsina. A seta indica a revelacdo
de bandas correspondentes a atividade triptica. Os resultados mostram maior atividade triptica
nas amostras de IM de larvas alimentadas na auséncia de ApTI do que nas larvas alimentadas em

presenca de ApTI. Perfil semelhante foi obtido para as amostras das fezes.

21 KDa

Figura 11: PAGE-SDS (12,5%) com gelatina a 0,1%, do .M. e das fezes das lavas de quarto
instar. 1: .M. das larvas alimentadas em dieta controle; 2: .M. das larvas alimentadas em dieta
contendo controle incubado com TLCK; 3: I.M. das larvas alimentadas em dieta contendo ApTI;
4: ILM. das larvas alimentadas em dieta contendo ApTI incubado com TLCK; 5: fezes das larvas
alimentadas em dieta controle; 6: fezes das larvas alimentadas em dieta controle incubado com
TLCK; 7: fezes das larvas alimentadas com dieta contendo ApTI; 8: fezes das larvas alimentadas

em dieta contendo ApTI incubado com TLCK.
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V - DISCUSSAO

Entre os vérios tipos de estresse bidticos que as plantas sofrem, o ataque de insetos € um
dos principais causadores de prejuizos as colheitas. Controlar estes insetos geralmente requer o
uso de inseticidas quimicos, que sdo toxicos para o homem e animais domésticos e prejudiciais
ao meio-ambiente. O uso de pesticidas quimicos tem sido o principal meio de controle de insetos
durante as décadas recentes. Devido ao uso indiscriminado destes pesticidas e ao processo de
adaptacdo de insetos, os pesticidas estdo sendo considerados inadequados e ineficientes. A
descoberta de inibidores de proteinases de plantas que afetam as enzimas digestivas dos insetos,
chama a atencdo para a possibilidade da utilizacio dessas enzimas como alvo no

desenvolvimento de novas técnicas de controle (RYAN, 1990).

Para verificar a aplicabilidade da acdo inseticida de inibidores de proteinases, sao
utilizados métodos que envolvem ensaios de inibi¢do in vitro das proteinases presentes no trato
digestivo do inseto pelos inibidores alvo do estudo e testes de alimentagdo de insetos com dietas
artificiais contendo a proteina de estudo e numa fase mais avangada, a producdo de plantas
transgénicas, onde o aumento de sua resisténcia a a¢ao deletéria de uma determinada praga seria

decorrente da transferéncia de genes codificantes de inibidores de proteinases.

Em geral, os inibidores de serino-proteinases sdo efetivos contra insetos da ordem
Lepidoptera, ja que estas sdo as enzimas majoritdrias detectadas no intestino médio destes insetos
(MAZUMDAR-LEIGHTON & BROADWAY, 2001). Neste estudo, o inibidor de tripsina de
sementes de Adenanthera pavonina (ApTl) foi testado in vivo contra as larvas de Diatraea

saccharalis, uma praga nociva ao desenvolvimento adequado de cana-de-actcar.

O estudo da atividade toxica de ApTI foi verificado a partir da incorporagdo do inibidor
purificado em dietas artificiais de D. saccharalis, com a finalidade de avaliar os parametros de

crescimento e desenvolvimento do inseto.

A presenca de ApTI 0,05% na dieta artificial reduziu significativamente a sobrevivéncia e
o peso médio das larvas de D. saccharalis em 28% e 44% respectivamente, quando comparado

ao controle (Figuras 4 e 5). Resultados similares foram obtidos por MACEDO et al. (2004)
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mostrando que ApTI quando incorporado em dietas artificiais a um nivel de 0,5% reduz o peso e
a sobrevivéncia respectivamente em 40% e 50% de larvas de Callosobruchus maculatus. O
inibidor de tripsina e quimotripsina (BTCI) demonstrou um efeito in vivo contra Anthonomus
grandis (FRANCO et al., 2002). A alimentacdo de Helicoverpa armigera por duas geragdes com
dietas artificiais contendo varias doses de dois inibidores de extratos de folhas de Capisicum
annum demonstrou alto potencial de inibicdo em relacdo ao peso e ao desenvolvimento larval de
Helicoverpa armigera (TAMHANE et al., 2005). MACEDO et al. (2003) quando alimentaram as
larvas de Amnagasta kuehniella com dieta contendo 1% do inibidor de Peltophorum dubium

observaram uma reducao de 50% no peso larval.

Em relacdo aos efeitos do inibidor no consumo de dieta e na quantidade de fezes
produzidas (Figuras 6 e 7, respectivamente), verificou-se que as larvas alimentadas com ApTI
0,05% consumiram a mesma quantidade de dieta que as larvas controle, porém, eliminaram

menor quantidade de fezes.

Os resultados obtidos nos ensaios in vivo refletem nos valores dos indices nutricionais
(Tabela 2). O indice de eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) representa a
habilidade do inseto em transformar o alimento ingerido em biomassa. Uma diminui¢do do ECI
indica que uma maior quantidade de alimento estd sendo utilizada para energia e pouco estd
sendo convertido em biomassa (KOUL er al., 2003). O indice de eficiéncia de conversdo do
alimento digerido (ECD) € a estimativa da conversdo do alimento que foi assimilado, ou seja,
ECD diminui a medida que a propor¢do de alimento digerido é metabolizado para gerar energia
(WHEELER & ISMAN, 2001). Na dieta contendo ApTI 0,05%, os indices ECI e ECD foram
menores, significando portanto, que nesta dieta, menor quantidade de alimento foi utilizado para
a producio de biomassa do inseto, o que justifica menor peso larval e a menor produgdo de fezes
nos insetos alimentados com o inibidor. O custo metabdlico (CM) das larvas alimentadas com
dieta contendo ApTI 0,05% foi maior do que aquele das larvas alimentadas com dieta controle,
pois provavelmente, uma quantidade maior de energia proveniente da dieta tenha sido utilizada

no processo de degradacdo do inibidor presente.
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Em relacdo a atividade enzimadtica das larvas de quarto instar tratadas com dietas contendo
ApTI mostrou-se decréscimo a atividade triptica do intestino médio e das fezes, confirmado pelo
ensaio triptico utilizando BApNA como substrato (Figuras 8 e 9) e por atividade em gel de
eletroforese (Figura 11). O inibidor a 0,05% causou uma inibicdo de 49% das enzimas tripsina-
like do intestino médio das larvas de D. saccharalis (Figura 8). Isto seria responsdvel pelo maior
efeito de ApTI sobre o desenvolvimento das larvas de D. saccharalis, uma vez que o sistema
digestivo destas larvas € constituido principalmente de enzimas proteoliticas serinicas do tipo
tripsina e quimotripsina. Devido a este efeito inibitério da atividade enzimatica do intestino

médio, o peso e a sobrevivéncia das larvas foram afetados.

Esses resultados estdo de acordo com aqueles observados para SKTI, capaz de inibir a
atividade proteolitica de véarios lepiddpteros, tais como Agrotis ipsilo, Helicoverpa zea, Heliothis
virenscens, Croriste occidentalis e coledpteros, tais como, o Anthonomus grandis (PURCELL et
al., 1992). MACEDO et al. (2002) isolou um inibidor de tripsina (DMTI-II) de sementes de
Dimorphandra mollis que foi toxico para as larvas de Callosobruchus maculatus. GARCIA et al.
(2004) mostrou uma inibicdo das proteases intestinais de D. saccharalis in vitro por PDTI,
sugerindo que este inibidor pode afetar o crescimento e a sobrevivéncia deste inseto quando
incorporado em sua dieta. O inibidor CaTI inibiu as enzimas tripsina-like de Anthonomus
grandis e Spodoptera frugiperda, além de causar alta mortalidade, atraso no desenvolvimento e
deformidades das larvas (GOMES et al., 2005).

SRINIVASAN et al. (2005) mostrou que havia um decréscimo no peso médio das larvas
de Helicoverpa armigera, bem como uma inibi¢do das enzimas tripsinas deste inseto, quando as
larvas eram alimentadas em dietas contendo o inibidor de tripsina de Cicer arietinum.
POMPERMAYER (2000) demonstrou que um inibidor de soja do tipo Kunitz foi eficiente contra
a atividade proteolitica das enzimas tripsinas das larvas de D. saccharalis. Esses resultados
também foram obtidos para H. armigera (JOHNSTON et al., 1991) e Spodoptera frugiperda
(PAULILLO et al., 2000).

A figura 10 mostra o ensaio de incubagdo de crescentes concentracdes de ApTI com o IM
de larvas alimentadas com dieta artificial. O resultado sugere que as enzimas das larvas
alimentadas com dieta artificial quer em auséncia ou presenca de ApTI continuam sensiveis a

acao do inibidor quando incubado no ensaio.
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Numerosos inibidores de plantas, efetivos contra enzimas digestivas de insetos, sdo
conhecidos (BODE & HUBER, 2000; FRANCO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002). O papel
destes inibidores como componentes defensivos contra predadores foi estudado inicialmente em
1947 quando MICKEL & STANDISH, observaram que as larvas de alguns insetos foram
incapazes de se desenvolver em produtos de soja. Um posterior trabalho mostrou que inibidores
de tripsina foram toxicos para larvas de Tribolium confusum (besouro da farinha) (LIPKE et al.,
1954). Seguindo estes estudos varios grupos de pesquisadores investigaram essas proteinas como
candidatas para novas estratégias de controle de pragas. Muitos excelentes trabalhos tém sido
publicados relatando os beneficios econdmico e ambiental de colheitas transgénicas resistentes a
insetos praga (FERRY et al., 2006; JAMES 2005). Uma abordagem bem sucedida foi produzir
plantas que expressam, por exemplo, inibidores de tripsina que conferem resisténcia contra
insetos (HILDER et al., 1987). Essa abordagem beneficiard o conhecimento sobre as
propriedades que diferem entre os grupos de insetos e a distribuicdo das enzimas digestivas dos
insetos que determinam se as enzimas alvo no processo digestivo sdo ou nao susceptiveis aos
inibidores de proteases.

Evidéncias bioquimicas e moleculares disponiveis indicam que alguns insetos, tais como,
Spodoptera littoralis, se adaptam a presenca de inibidores de proteases devido a uma super
producdo de enzimas digestivas existentes (DE-LEO et al., 2001), visto que, S. frugiperda
consegue se adaptar ao inibidor de proteinase de soja por mudanca da expressdo da atividade
triptica e quimotriptica (PAULILLO et al., 2000). Outros insetos ainda podem seletivamente
induzir a produgdo de proteinases insensiveis ao inibidor, como observado no besouro do
Colorado, Spodoptera exigua, e outras espécies de insetos (BOLTER & JONGSMAN, 1995;
CLOUTIER et al., 2000). A protedlise digestiva mediada por fragmentagdo proteolitica direta é
outra estratégia usada pelos insetos para minimizar os efeitos adversos das proteinas de defesas
de plantas na digestdo alimentar e obtencdo de nutrientes (MICHAUD et al., 1995; ZHU-
SALZMAN et al., 2003). Recentes trabalhos sugerem que insetos podem sobrepujar os efeitos
deletérios dos inibidores de proteinases por sintetizar diferentes proteinases que sdo insensiveis
aos inibidores (PAULILLO et al., 2000; BRITO et al., 2001; VOLPICELLA et al., 2003).
Nossos resultados sugerem que D. saccharalis nao consegue se adaptar ao inibidor, pelo menos

até o quarto instar da primeira geracdo. Larvas de quarto instar tratadas em dietas contendo ApTI
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mostraram decréscimo no desenvolvimento de D. saccharalis. Em adicdo, grande parte da
atividade triptica das larvas alimentadas com ApTI foi sensivel ao inibidor, indicando que o
mesmo apresenta uma atividade toxica em relagdo a D. saccharalis. Estudos adicionais de ApTI

sdo requeridos para confirmar o potencial biotecnoldgico de ApTI contra a broca-da-cana.
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VI - CONCLUSOES

ApTI influencia o desenvolvimento e conseqiientemente reflete na reducdo do

crescimento da populacido da broca-da-cana;

ApTI quando incorporados em dietas artificiais reduzem o peso médio larval e a

sobrevivéncia das larvas de Diatraea saccharalis;

As enzimas de tripsina de Diatraea saccharalis sdo efetivamente inibidas por ApTI;

Esses resultados sugerem que ApTI apresenta grandes possibilidades de ser utilizado na

obtencdo de variedades de plantas resistentes a esta praga, mas ainda serdo necessarios

estudos posteriores para melhor entender o seu mecanismo de acao.
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