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Resuwmo-

Este estudo descreve a purificacdo e a caracterizagdo parcial de uma nova proteina
de sementes de Pouteria torta, pertencente a familia Sapotaceae. A proteina foi
purificada pela combinagao de filtragdo em gel, cromatografias de troca ionica e fase
reversa. PAGE-SDS da proteina purificada resultou em uma Unica banda de 14 kDa e
aglutinou eritrocitos humanos e animais. A atividade de lectin-like foi melhor inibida
pelas glicoproteinas fetuina, asialofetuina, heparina, orosomucoide e ovoalbumina. A
proteina mostrou um contetido de carboidrato de 22 %, estabilidade entre 37- 60 °C e
pH 5.0-10.0. Pouterin teve um conteudo relativamente extenso de aminoacidos como

Asx, Glx e Leu, e também um numero alto de residuos de Cys.

Pouterin inibiu o crescimento dos fungos Fusarium oxysporum, Colletotrichum
musae ¢ da levedura Saccharomyces cerevisiae. A proteina lectina-like foi avaliada em
relagdo ao seu papel inseticida sobre C. maculatus (Coleoptera) e A. kuehniella
(Lepidoptera). A incorporacdo de pouterin em dieta artificial (0,12 %) causou 50 % de
mortalidade das larvas de Callosobruchus maculatus, enquanto que a 0,08 % pouterin
produziu uma EDsy. Pouterin ndo produziu efeitos significativos na sobrevivéncia
larval de A. kuehnuella; entretanto, a uma ca 1 %, produziu uma reducao de 71, 4 % no
peso médio larval. Os resultados de utilizagdo da dieta realizados com larvas de A.
kuehniella apresentaram uma reducdo em ECI, ECD e AD, e um aumento no CM.
Pouterin aumentou os niveis de atividade triptica no intestino médio e nas fezes das

larvas de A. kuehniella.

A citotoxicidade de pouterin em linhagens celulares tumorigénicas e nado
tumorigénicas também foram investigadas. Nos verificamos que as células tumorais
HeLa, Hep-2 e HT-29 foram altamente sensiveis a citotoxicidade de pouterin de
maneira dose-dependente, enquanto células Vero nao tumorigénica foram relativamente
resistentes a proteina. Dentre as linhagens de células tumorais, células HeLa mostraram
uma maior susceptibilidade a citotoxicidade de pouterin, exibindo um aumento tempo-
dependente na dosagem de LDH e um valor de ICsop de 5 pg/mL. Alteragdes
morfolégicas como arredondamento, retracdo citoplasmatica e condensacdo da
cromatina, consistente com morte celular apoptoética foram observados. A inducdo de

apoptose foi demonstrada pela fragmentacdo de DNA como detectado pelo TUNEL.
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Além disso, células Hela incubadas com pouterin mostraram rompimento do

citoesqueleto de actina.

Andlise em western blot revelou que pouterin provocou um aumento na expressao
da p21, indicando parada do ciclo celular. Estudos subseqiientes forneceram evidencias
de que a apoptose pode ser parcialmente explicada pela ativacdo da sinalizagdo do
receptor 1 TNF (TNFR1). Interessantemente, uma diminui¢ao tempo dependente da
expressao da subunidade do fator nuclear kappa B p65 (NFxB), concomitante com a
dowregulacao do inibidor da proteina 1 da apoptose (IAP1) foram observados,
sugerindo que a apoptose mediado pelo TNF ¢ a via predominante induzida por pouterin

em células Hel a.

Nossos resultados sugerem que pouterin ¢ uma proteina lectina-like com ampla
aplicabilidade biologica, e pode ser uma ferramenta para produzir plantas transgénicas
mais resistentes a patogénos e insetos utilizando técnicas de biologia molecular.
Finalmente, desde que as células Hela, Hep-2 e HT-29 foram altamente sensiveis a
citotoxicidade induzida pela lectina-like, futuras investigagdes sdo necessarias, pois suas
propriedades podem ser uma ferramenta util, importante nos estudos da terapia contra o

cancer humano.
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Abstract

This study describes the purification and characterization of a novel protein from
the seeds of Pouteria torta, belong to the Sapotaceae family. The protein was purified
by a combination of gel filtration, ion-exchange and reverse phase chromatographies.
SDS-PAGE of the purified protein resulted in a single protein band of 14 kDa and
agglutinated human and animal erythrocytes. The lectin-like activity of pouterin was
best inhibited by glycoproteins such as fetuin, asialofetuin, heparin, orosomucoid and
ovoalbumin. The protein showed a carbohydrate content of 22 %; stability between 37
and 60 °C and at pH 5.0-10.0. Pouterin had a relatively large content of amino acids

such as Asx, Glx and Leu, and there were also a high number of Cys residues.

Pouterin inhibited the growth of the fungi Fusarium oxysporum and
Colletotrichum musae and of the yeast Saccharomyces cerevisiae. The lectin-like
protein was tested for anti-insect activity against C. maculatus (Coleoptera) and A.
kuehniella (Lepidoptera). The incorporation of pouterin into an artificial diet (0.12%)
caused 50% mortality in larvae of the insect Callosobruchus maculatus, whereas 0.08 %
Pouterin produced an EDsy. Pouterin did not produce significant effects on survival of
A. kuehnuella larvae; however, at a ca 1 %, it produced a 71.4 % reduction in the
average weight of the larvae. The results from dietary utilization experiments realized
with A. kuehniella larvae presented a reduction in ECI, ECD and AD, and an increase in
CM. Pouterin increased the level of trypsin activity in larval midgut and faeces of A.

kuehniella.

The cytotoxicity of pouterin in tumourigenic and non-tumourigenic mammalian
cell lines also was investigated. We found that HeLa, Hep-2 and HT-29 tumor cells
were highly sensitive to pouterin cytotoxicity in a dose-dependent manner, whereas
non-tumourigenic Vero cells were relatively resistant to the protein. Among the tumor
cell lines, HeLa cells showed the highest susceptibility to pouterin cytotoxicity,
exhibiting a time-dependent increase in LDH leakage and an ICsy value of 5 pg/mL.
Morphological alterations such as rounding, cell shrinkage and chromatin condensation,
consistent with apoptotic cell death were observed. Apoptosis induction was
demonstrated by DNA fragmentation as detected by terminal dUTP nick-end-labeling
(TUNEL). Furthermore, HeLa cells incubated with pouterin showed disruption of the

actin cytoskeleton.
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Western blot analysis revealed that pouterin caused increased expression of p21,
thus indicating cell cycle arrest. Subsequent studies provided evidence that apoptosis
may be partially explained in the activation of the TNF receptor 1 (TNFR1) signalling.
Interestingly, a time-dependent decrease of the expression of p65 nuclear factor kappa B
(NFxB) subunit, concomitant with a downregulation of the inhibitor of apoptosis
protein 1 (IAP1) was observed, suggesting that TNFR-mediated apoptosis is the

predominant pathway induced by pouterin in HeLa cells.

Our results suggest that pouterin is a lectin-like protein with wide biological
application and could be a tool for the molecular biology. The transformation of the
genes coding for this lectin-like could be useful in the development of insect resistance
in important agricultural crops. Finally, since Hela, Hep-2 and Ht-29 cells were highly
sensitive to lectin-like-induced cytotoxicity, pouterin merits further investigation due to

its properties can be a useful tool in therapy against human cancer.
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Capitulo-I

Atividade fungicida e inseticida de uma
proteina lectina-like de sementes de

Pouteria torta.



1. Introducdo

1.1. Aspectos Gerais

Com o aumento proeminente da populagdo mundial para cerca de 10 bilhdes
habitantes nas proximas quatro décadas, ha uma necessidade imediata para que uma
agricultura ambientalmente sustentavel alcance uma produ¢do maxima de alimentos e
de outros produtos a um custo efetivo (Ferry et al., 2004). Perdas na producdo da
agricultura devido a pragas e doengas sdo estimadas em aproximadamente 37 % da
produ¢do mundial, sendo que 13 % sdo causadas por insetos (Gatehouse et al., 1992).
Adicionalmente, os danos causados por insetos herbivoros, acaros, fungos e nematdides
causam perdas adicionais a produgdo por carrear e infectar a lavoura com doencas
causadas por patdégenos. Mundialmente, mais de 200 doencas de plantas sdo

transmitidas por estes patdgenos (Haq et al., 2004).

A necessidade do aumento na demanda da producdo que leva a intensificacdo no
uso da lavoura tem aumentado os danos causados por essas pragas € consequentemente
o seu controle (Macedo et al., 2007). At¢é o momento, a prote¢do da lavoura conta
predominantemente com o uso de agroquimicos ambientalmente toxicos que sdo
também deletérios a saude humana. Ao invés de usar pesticidas quimicos em larga
escala, outras alternativas tem sido exploradas, baseadas na interdisciplinaridade,
“tecnologia e ciéncia orientando sistemas” e sdo benéficos em termos de agricultura
sustentavel (Haq et al., 2004). Estes sistemas sustentaveis diminuirdo a entrada de
energia e quimicos, € ndo produzirdo produtos nocivos, com residuos de pesticidas

(Boulter, 1993).

Para alcancar este objetivo, ¢ necessario aumentar a resisténcia das plantas a
patdgenos e insetos através do programa “Integrated Pest Management” (IPM) que
inclui uma combinacdo de estratégias de controle tais como o uso de pesticidas, rotagao
da lavoura, saneamento do campo. O controle genético ou o uso de plantas transgénicas,
expressando genes inseticidas, poderiam ter uma contribuicao significativa para a

agricultura sustentavel e ser um importante componente para [PM.

O controle corrente conta predominantemente com o uso de plantas transgénicas
que expressam diferentes endotoxinas do Bacillus thuringiensis (Bt) (Zhao et al., 2003).

Entretanto, para combater a grande variedade de pragas e insetos, as plantas precisam



fortalecer seus mecanismos de defesas. As plantas sintetizam uma variedade de
moléculas para se defender contra o ataque de insetos e patogenos (Bate et al., 1998).
Dentre estes mecanismos de defesas quimicas, os chamados componentes secundarios,
como metabolicos terpénicos, fenois, alcaldides, e glicosideos cianogénicos, sdo de
grande importancia, mas tem sido reportado que proteinas estdo envolvidas no sistema

de defesa de muitas plantas (Uchoa et al., 2006).

Lectinas e proteinas lectinas-like representam uma classe destas moléculas, assim
como inhibidores de enzimas digestivas, quitinases e vicilinas. A principal caracteristica
dessas lectinas ¢ a sua habilidade de interagir com carboidratos e combinar com glico-
componentes da superficie celular. A atividade inseticida e fungicida dessas proteinas
contra um grande niimero de espécies de insetos e fungos tem sido documentada
(Carlini and Grossi-de-Sa, 2002, Macedo et al., 2003, Vasconcelos and Oliveira, 2004).
Esta caracteristica representa um potencial para uso de lectinas e proteinas lectina-like
de plantas como agentes inseticidas e fungicidas naturais contra pragas que restringem o

aumento na producao das lavouras.
1.2. Lectinas de plantas

Lectinas de plantas ¢ um grupo heterogéneo de proteinas classificadas com base
em sua habilidade de se ligar de maneira reversivel e bem definida a agucares simples e
ou/carboidratos complexos (Pandey et al., 1985). Uma das ultimas defini¢des bem
estabelecidas deste grupo de proteinas foi realizada por Peumans et al. (1998), onde
definiu lectinas como proteinas, com no minimo um dominio ndo catalitico, que ligam

reversivelmente a mono ou oligassacarideos especificos.

Sua habilidade em aglutinar células ¢ uma caracteristica fisiologica reconhecida
que depende de sua especificidade e de sua elevada afinidade de ligacdo a carboidratos
particulares na superficie celular (Mejia and Prisecaru, 2005). A atividade
hemaglutinante de lectinas tem sido geralmente a base de sua detec¢do e purificagdo, e

leva o seu uso para estudar varias fungdes biologicas (Riidiger et al., 1997, 1998).

Lectin-like sdao proteinas que possuem propriedades de lectinas, ou seja, dominios
de ligacdo a carboidratos, entretanto nao podem ser classificadas como lectinas
verdadeiras, uma vez que partilham caracteristicas similares com proteinas de outras
classes. Nesse sentido, por exemplo, os genes para as lectinas (PHA-E e PHA-L), o

inibidor de alfa-amilase (aAl) e as lectin-like (Arcelinas) de Phaseolus vulgaris sao



todos relacionados (lectin-related), sendo membros de uma familia multigénica de
lectina. E suposto que estes genes homologos surgiram através de duplicagdes e
divergéncia de um gene ancestral. Isto permitiu que diversas proteinas dentro dessa
familia apresentassem diferentes propriedades bioldgicas na defesa de plantas
(Chrispeels & Raikhel, 1991; Sparvoli et al., 2003). De uma maneira geral, as lectins-
like apresentam baixa atividade hemaglutinante e sao inibidas por glicoproteinas (Fabre

et al., 1998).

Assim como as lectinas de plantas, as proteinas lectina-like tem mostrado serem
um grupo de proteinas bioativas encontradas em plantas, e por este motivo, essas
proteinas tém sido isoladas de sementes de plantas. Proteinas lectina-like de plantas
como arcelina-1, uma proteina inseticida isolada de sementes de Phaseolus vulgaris e
Labramin, uma proteina fungicida com atividade de lectina-like e estruturalmente
homologa com inibidores de tripsina do tipo Kunitz, presentes em sementes de
Labramia bojeri foram recentemente purificadas e caracterizadas (Fabre et al., 1998,
Macedo et al., 2004). Troncoso et al. (2003) demonstraram que PDTI, um inibidor de
tripsina de sementes de Peltophorum dubium, com atividade de lectina-like, apresenta

efeito toxico sobre linhagens de células tumorais.
1.3. Proteinas de defesa vegetal e seus efeitos fungicidas

Devido a sua especificidade, lectinas ligantes de quitina podem estar incluidas na
funcao de defesa das plantas contra fungos. Essas lectinas tém sido isoladas de diversas
fontes, incluindo bactérias, insetos, plantas e mamiferos (Campos-Oliva et al., 2001;
Van Dellen et al.,, 2002, Van den Berg et al., 2002). Muitas lectinas apresentam
atividade contra espécies fitopatogénicas, desde que quitina é o componente chave da
parede celular de muitos destes organismos. As lectinas tém mostrado afetar o
crescimento e o desenvolvimento dos fungos, bloqueando a sintese e/ou a deposi¢ao de

quitina e glicoconjugados da parede celular (Selitrennikoff, 2001; Ng, 2004).

Ciopraga et al. (1999) mostraram o efeito da WGA sobre Fusarium graminearum
e Fusarium oxysporum e verificaram que a ligagdo dessas lectinas a parede celular dos
fungos afetou o compartimento interno e o crescimento dos microrganismos, o que pode
ser comprovado pelas mudancas drasticas na morfologia dos fungos, como a lise das
hifas e o extravasamento do contetido celular. Essas observacdes sdo consistentes com o

papel de protecdo contra fungos das lectinas ligantes de quitina, que poderia diminuir o



desenvolvimento da parede celular por se ligar aos polimeros de N-acetilglicosamina,
desestabilizando assim o equilibrio entre a hidrélise e a sintese de quitina da parede

celular dos fungos (Bartniki-Garcia, 1973).

Outras lectinas também apresentam efeitos inibitdrios sobre o crescimento de
fungos; como a lectina de Talisia esculenta (TEL) que inibiu o crescimento dos fungos
Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum e Saccharomyces cerevisae
(Freire et al., 2002). Recentemente, foi demonstrado por Macedo et al. (2004) que uma
proteina lectina-like presente em sementes de L. bojerii (Labramin) inibiu o crescimento
dos fungos Colletotrichum lindemuthianum and Saccharomyces cerevisiae. Ngai et al.
(2007) mostraram que uma lectina isolada de sementes Capsicum frutescens foi capaz
de inibir a germinacdo de esporos Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme e

crescimento hifal nos dois fungos.

Nos ultimos anos diversas proteinas e peptideos antifungicidas t€m sido
encontradas em diferentes espécies de plantas e tradicionalmente estdo ligadas ao
mecanismo de defesa vegetal (Thomma et al., 2002; Ng, 2004). Vicilinas, por exemplo,
uma proteina de reserva de sementes da classe globulina 7S, normalmente de alta massa
molecular, isoladas de diferentes sementes de leguminosas tem mostrado interferir com
a germinagdo de esporos ou conidia de fungos fitopatogénicos, e inibir o crescimento de
levedura e acidificacdo estimulada por glicose (Gomes et al., 1997, 1998a). O
mecanismo pelo qual vicilinas exercem seus efeitos toxicos no crescimento dos fungos
foi proposto baseado na habilidade das vicilinas de se ligarem a parede celular e a

membrana plasmatica dos fungos (Gomes et al., 1998b; Rose et al., 2003).

Um mecanismo similar de agdo ¢ atribuido a proteinas que contem o “dominio de
ligagdo a quitina” (quitinases especificas, heveina, proteinas heveina-like e peptideos de
Amaranthus caudatus), na qual estdo envolvidos no mecanismo de defesa de plantas
contra patogénos (Raikhel et al., 1993; Fernandes and Xavier Filho, 1998; Sales et al.,
2000).

De fato, algumas dessas proteinas, como a heveina (4,7 kDa), uma proteina rica
em cisteina, extraida do latex da Hevea brasiliensis e aglutinina de Urtica dioica (UDA,
8,5 kDa), por serem pequenas podem penetrar na parede celular dos fungos e alcangar a
membrana plasmatica, bloqueando os sitios ativos das enzimas envolvidas na

morfogéneses da parede celular (Koo et al., 1998).



1.4. Papel inseticida das proteinas de defesa vegetal

1.4.1. Danos causados por insetos aos graos armazenados

Dentre os graos cultivados, os graos de leguminosas ocupam o terceiro lugar atras
de cereais e sementes oleaginosas na producdo mundial (Popelka et al., 2004). Milho,
trigo, soja e principalmente as variedades de feijao, tal como Vigna unguiculata e
Phaseolus vulgaris, sdo os graos que representam uma grande parte da fonte protéica na
alimentagdo humana e de animais (Duranti et al., 1997). O armazenamento adequado
destes graos poderia permitir a manutencao de estoques estratégicos e reguladores além

da comercializagao posterior.

A cultura de feijao de corda (Vigna unguiculata) ¢ freqiientemente realizada em
regides tropicais, subtropicais e semi-aridos do mundo (Singh and Rachie, 1985), cujas
sementes sdo consideradas uma importante fonte nutritiva, sendo ricas em proteinas
(23,4 %) e carboidratos (56,8 %) (Kay, 1979). Essa cultura ¢ um exemplo classico de
perda na producdo durante o armazenamento prolongado, pois os grdos sdo
extensivamente atacados por insetos, inviabilizando-os ao plantio e o consumo humano
e animal (Machuka et al., 2000). Quando armazenados, os graos de feijao de corda sdo

severamente danificados pelos bruquideos (Sales et al., 2005).

Insetos pertencentes as ordens Coleoptera e Lepidoptera representam os principais
causadores de danos no campo e no armazenamento de culturas de importancia socio-
econdmica. Os coledpteros da familia Bruchidae sdo as principais pragas de infestacdes
dos feijoes, sendo mencionados como as principais espécies predadoras de graos
estocados: Acanthoscelides clandestinus (Most), Zabrotes subfasciatus (Borth) e
Callosobruchus maculatus (Fabr) (Singh et al., 1985). Este ultimo, Callosobruchus
maculatus representa a principal praga de Vigna wunguiculata durante o seu
armazenamento (Macedo et al., 1993). Hall et al., 1997 reportaram que este inseto,
conhecido como gorgulho ou caruncho do feijao de corda, frequentemente danifica de
50 a 100 % das sementes estocadas num periodo de 3 a 6 meses, em condi¢des de
infestacdes severas. As infestacdes dos graos ocorrem com maior intensidade em climas

quentes e areas tropicais, onde os problemas come¢am no campo.

Em relagdo aos lepiddpteros podem-se citar alguns exemplos de espécies que
afetam culturas importantes. Esta ordem agrupa as mariposas e as borboletas, cujos

adultos ndo podem consumir materiais solidos, sendo os danos causados pelas larvas



que possuem aparato mastigador. Larvas das espécies do género Helicoverpa
(Lepidoptera: Noctuidae) sdo consideradas pragas na Asia, Austrdlia 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).

Um outro exemplo é a espécie cosmopolita Anagasta kuehniella (Lepidoptera:
Pyralidae), predominante em climas temperados, sendo nativa da Europa. Esta espécie
ataca graos e farinhas j4 processados e armazenados, € poucos produtos vegetais secos €
armazenados estdo protegidos desta traca. Estes insetos quando presentes em moinhos
aglutinam a farinha obstruindo o maquinario, causando interrup¢ao da moagem. Pois, os
mesmos podem cobrir as paredes com teias, podendo servir de abrigos a outros insetos

(Pacheco and De Paula, 1995).

Além dos insetos serem considerados os maiores causadores de perdas massivas
na producdo, eles podem agir de forma indireta, pois agem como vetores de varios
outros microorganismos fitopatdgenicos, como por exemplo, os fungos, agravando

assim a perda na producao (Hilder and Boulter, 1999).
1.4.2. Morfofisiologia da digestao dos insetos

No ambiente, os insetos encontram varios fatores bidticos e abidticos, muitos dos
quais sdo potencialmente danosos para eles. Entretanto, o revestimento do seu corpo,
em uma grande extensdo, protege o inseto dos fatores potencialmente perigosos. No
trato digestivo do inseto, os intestinos anteriores e posteriores sdo também protegidos
por uma camada cuticular, cuja fun¢do ¢ desempenhar a digestdo essencial e absor¢ao

dos nutrientes (Wang and Granados, 2001).

A maioria dos estudos sobre os processos digestivos em insetos sugere que eles
poderiam ser agrupados de acordo com o tipo de dieta ingerida. Esta hipdtese ¢ devido a
ocorréncia de diferentes proteinases digestivas no canal alimentar que dependem
principalmente da composicdo quimica da dieta ingerida. Consequentemente, a
adaptacao ao habito alimentar ¢ mais importante que as caracteristicas filogenéticas,
determinando assim os tipos e ndo as quantidades relativas das enzimas presentes no

inseto (Terra and Ferreira, 1994).

De acordo com a Figura 1, pode-se observar um diagrama geral do canal
alimentar de um inseto proposto por Terra e Ferreira (1994). O intestino anterior ¢

constituido pela boca onde encontramos as glandulas salivares quando presente em suas



cavidades, faringe, es6fago e o papo. O proventriculo ¢ um 6rgao de trituracdo em
alguns insetos e em muitos deles, atua como uma valvula que controla a entrada do
alimento na por¢do do intestino médio que € o local principal da digestdo e absorcao de
nutrientes. O intestino médio (IM) consiste de um tubo simples (ventriculo) que pode
sofrer ramificag¢des, dando origem ao ceco gastrico, onde ocorre a produgdo de enzimas,
e a maior parte da digestdo e a absor¢dao dos alimentos. O alimento atacado pelas
enzimas ¢ fracionado no interior da membrana peritréfica. Posteriormente, as particulas
digeridas atravessam essa membrana e seguem, por um sistema de circulacdo, até as

células, que absorvem os nutrientes (Terra et al., 1991).

Na maioria dos insetos, o intestino médio € revestido por uma estrutura quitinosa,
a membrana peritrofica, que separa o conteido luminal em dois compartimentos, o
espaco endoperitrofico € o espaco ectoperitrofico, que permitem a passagem dos
alimentos decompostos, enzimas e dgua. Na regido do esfincter, separando o intestino
médio do posterior, os 6rgaos de excrecao que se ramificam lateralmente sdo os tubulos
de Malpighi. O intestino posterior inclui o ileo e o reto, envolvidos na absor¢ao de agua

e ions, terminando no anus.

Papo ) Proventriculo Membrana peritrofica
Cimara de [ Orgio Permite a passagem de alimentos
armazenagem triturador decompostos, enzimas e dgua

do alimento |

|

| Tubulos de Malpighi
Org:'u::s EXCretores,
semelhantes aos rins

Ceco gastrico
Processa a digestio final e
a absorcio dos alimentos

Espago
ectoperitréfico

Intestino anterior... ’ ... médio... ! ... & posterior

Figura 1: Diagrama geral do canal alimentar de um inseto (Adaptado de Terra and

Ferreira. 1994).

A membrana peritréfica (MP) ¢ um filme que circunda o bolo alimentar de muitos
insetos. Ela ¢ formada por uma rede de quitina e proteinas com a qual enzimas e outros

componentes estdo associados. Este pedaco de estrutura com muco gastrointestinal



ancestral apresenta a fungdo de proteger o intestino médio contra alimentos abrasivos e
microorganismos, mas também apresenta funcdes especificas. Estas fungdes dependem
do fato que a MP compartimentaliza o lamen intestinal dentro do espago
endoperitréfico e ectoperitrofico, incluindo: a prevengdo de ligantes alimentares ndo
especificos para a superficie celular; restrigdo de hidrolases oligoméricas para o espago
ectoperitrofico em Lepidoptera e Diptera, e a prevencao da excrecdo de enzimas

possibilitando a reciclagem de enzimas (Caldeira et al., 2007).

Ocasionalmente, o filme que circunda o alimento pode apresentar uma
consisténcia de gel formando estruturas ndo membranosas conhecidas como gel
peritrofico (GP) (Terra et al., 2001; Terra and Ferreira, 2005). O GP ¢ comumente
encontrado em insetos sem restrigdo na ingestdo alimentar, ou seja, naqueles cuja
alimentagdo baseia-se em substancias de baixo peso molecular, cuja digestdo luminal
torna-se desnecessaria. Poucas Ordens ndo possuem a PM e muitas vezes, a sua
presenga esta associada com a idade do inseto como em Siphanoptera, onde ocorre
apenas no estagio larval, e em borboleta (Lepidoptera) que aparecem em alguns adultos
(Peters, 1992). Nos Coleopteras da familia Bruchidae ndo existe uma membrana bem
definida e acredita-se que esta familia apresente estruturas quitinosas (Firmino et al.,
1996). A presenga de uma membrana distinta em Dermestes maculatus tem sido
confirmada pela detec¢do de quitina nas regides médias e posteriores do intestino médio

(Caldeira et al., 2007).
1.4.3. Efeito inseticida das lectinas de plantas

A atividade inseticida de algumas lectinas de plantas contra espécies de
coleopteras, lepidopteras, homopteras e dipteras tem sido muito bem documentada
(Vasconcelos and Oliveira, 2004). Mais precisamente, a eficicia de lectinas ligantes de
carboidratos, como a aglutinina de Galanthus nivalis (GNA), uma proteina resistente a
protedlise no intestino, capaz de cruzar o epitélio intestinal, transportando-se até a
hemolinfa, sendo também acumulada nos tecidos de insetos (Powell et al., 1998, Fitches
et al., 2001); Devido as suas caracteristicas GNA tem sido recombinada com outras
proteinas na expectativa de obter-se uma proteina com maior nivel de agao, podendo ser
utilizada como uma nova alternativa de reprimir a resisténcia dos insetos. GNA foi
recombinada com sucesso com neuropeptideos de insetos (alostatina de Manduca sexta,

Manse-AS) e neurotoxinas de veneno de aranha (toxina 1Segestria florentina, SFI1)



sendo liberadas na hemolinfa de lepidopteras apds a ingestao oral (Fitches et al., 2002,

2004; Down et al., 2006).

Lectinas como as presentes em sementes de Koelreuteria paniculata (KpLec)
também exibiram efeitos toxicos sobre o desenvolvimento larval de C. maculatus e A.
kuehniella, mostrando uma reducao de 50 % no peso médio larval de C. maculatus a 0,7
% e uma reducdo de 50 % no peso médio larval de A. kuehniella a 0,2 % (Macedo et al.,
2003). A lectina de Talisia esculenta ligante de glicose/manose produziu 90% de
mortalidade quando incorporada a 2 % em dieta artificial para Callosobruchus

maculatus e Zabrotes subfasciatus (Macedo et al., 2002).

Algumas lectinas, como a lectina ligante de galactose presente em folhas de
Bauhinia monandra (BmoLL), tem mostrado efeito distinto a diferentes espécies de
insetos, como foi observado por Macedo et al. (2007), onde mostrou que BmoLL
quando incorporada em dieta artificial e oferecida aos insetos promoveu efeitos
moderados sobre o desenvolvimento da larvas de Anagasta kuehniella, enquanto que
quando BmoLL foi oferecido as larvas de Callosobruchus maculatus e Zabrotes
subfasciatus, duas espécies de coledpteras, foram mais afetadas. A LDsy de BmoLL, aos
dois insetos também apresentaram efeitos diferentes, com 0,5 % e 0,32 % (w/w) para Z.

subfasciatus e C. maculatus, respectivamente.

O mecanismo de agdo destas lectinas ainda ¢ desconhecido, mas pode envolver a
ligacdo de glicoproteinas presentes nas células epiteliais do intestino médio, rompendo
as fungdes celulares. Como foi observado por Sauvion et al. (2004) através de estudos
de microscopia eletronica e imunohistoquimicos, mostraram que Con A induz severas
expansdes celulares das células epiteliais no afidio da ervilha (Acyrthosiphon pisum),
acompanhado pela hipersecrecdo e um afastamento progressivo da membrana apical,
nao sendo observado lise do epitélio, nem perda da integridade das células epiteliais. Os
autores sugerem que diferentes lectinas apresentam modos diferentes de a¢do a nivel

celular.

Outro pré-requisito para a toxicidade das lectinas seria a sua capacidade de
sobreviver ao ambiente proteolitico do intestino médio dos insetos. Dependendo da sua
resisténcia, a protedlise intestinal e sua especificidade aos receptores carboidratos, as
lectinas podem-se ligar a diferentes partes do intestino e causar varias mudangas na

funcdo e morfologia (Puszai et al., 1990). Lectinas inseticidas como TEL e Griffonia
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simplicifolia sdo altamente resistentes a atividade enzimatica digestiva (Zhu-Salzman et

al., 1998, Macedo et al., 2003).
1.4.4. Efeito inseticida de proteinas de defesa vegetal

Além das lectinas de plantas, outras proteinas como as proteinas lectina-like de
planta, como arcelina; proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs), quitinases,
canatoxinas e formas modificadas de proteinas de reserva, como as vicilinas também
estdo envolvidas no complexo mecanismo de defesa vegetal (Carlini and Grossi-de-Sa,
2002). Arcelina, por exemplo, sdo proteinas inseticidas encontradas em feijao comum e
tem mostrado conferir resisténcia contra os bruquideos Zabrotes subfasciatus (Paes et
al., 2000). Estes estudos mostraram que arcelina-1 rompe a estrutura epitelial em
algumas regides do intestino médio de Z. subfasciatus, sendo também detectadas na

hemolinfa deste inseto.

Proteinas de reserva sdo sintetizadas e acumuladas durante o desenvolvimento da
planta. Em sementes de leguminosas ha proteinas de natureza globulinica que conferem
resisténcia a planta contra o ataque de insetos predadores. Vicilina, uma proteina de
origem globulinica, obtida de feijdo caupi (Vigna unguiculata), foi resistente ao
bruquideo Callosobruchus maculatus, evidenciando assim a potencialidade desta
proteina como agente inseticida (Macedo et al., 1993). O mecanismo de agdo desta
proteina nao estd bem estabelecido, mas pode envolver o reconhecimento € uma
interacdo com glicoproteinas e outros constituintes da membrana ao longo do trato
digestivo do inseto (Sales et al., 2001), assim como sua presenca em diferentes 6rgaos

internos de larvas e adultos de C. maculatus (Uchda et al., 20006).

Canatoxina (CNTX), uma proteina toxica isolada de feijao de porco (Canavalia
ensiformis), apresentou efeitos inseticidas sobre duas espécies de insetos,
Callosobruchus maculatus ¢ Rhodnius prolixus (Carlini et al., 1997), onde CNTX
somente foi letal a insetos que apresentavam catepsinas como sua principal enzima
digestiva, como R. prolixus e C. maculatus. Ao contrario, insetos que apresentavam
digestdo baseada em tripsina ndo foram afetados pela digestdio de CNTX.
Subsequentemente, a ativacdo proteolitica de CNTX por catepsina de insetos foi
demonstrada pela interferéncia no efeito toxico com inibidores de enzimas, E-64 e/ou
pepstatina A e pela formagao in vitro de peptideos entomotédxicos (Ferreira-Da Silva et
al., 2000). Follmer et al. (2001) mostraram que esta proteina toxica de C. ensiformis, a

canatoxina, ¢ uma isoforma da urease (JBU) também presente na mesma semente. Além
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disso, eles mostraram que os efeitos biologicos da CNTX eram independentes de sua
atividade ureolitica, assim como o efeito inseticida de JBU foi menos potente que

CNTX (Follmer et al., 2004).

Muitas proteinas que ligam a quitina estdo relacionadas com o mecanismo de
defesa de plantas contra organismos que contem este polissacarideo como constituinte
de sua membrana. Este grupo inclue, lectinas ligantes de quitina, tal como TEL e
KpLec, e proteinas lectina-like tal como arcelina (Macedo et al., 2002, 2003, Fabre et
al., 1998), assim como as vicilinas (Sales et al., 2001). O modo de a¢do dessas proteinas
¢ ainda desconhecido, mas pode interferir com os nutrientes pela ligacdo a quitina na

membrana do intestino médio larval. (Vasconcelos and Oliveira, 2004).
1.5. Plantas transgénicas no controle de pragas

Beneficios ambientais, econdmicos e na saude, envolvendo plantas transgénicas
resistentes a insetos tém sido documentados (James, 2005; Ferry, 2006). Nos Estados
Unidos, seis plantas derivadas da biotecnologia foram plantadas em 2003 (canola,
milho, algodio, papaia, abobora e soja) e produziram 2,4 milhdes de toneladas de
alimentos e fibras. A producdo de plantas transgénicas que expressam as endotoxinas
inseticidas derivadas da bactéria do solo Bacillus thuringiensis (plantas Bt) foram as
primeiras a serem comercializadas em 1996. As expressdes destas toxinas conferem

protecdo contra as pragas (Shelton et al., 2000).

A letalidade de Bt ¢ altamente dependente do ambiente alcalino do intestino do
inseto, uma caracteristica que assegura que estas toxinas ndo estardo ativas em
vertebrados, especialmente em humanos (Nicholson, 2007). Estas proteinas tém sido
comercialmente produzidas, sendo utilizada contra as pragas de algodao, tabaco, batata,
milho e arroz (Shelton et al., 2000). Este método de protecdo a colheitas tem grandes
beneficios devido a sua seguranga ambiental ¢ humana, bem como os baixos custos

(Shelton et al., 2000; Rowe and Margaritis, 2004).

Virios experimentos tém apresentado evidéncias diretas de que as lectinas podem
atuar na protecdo da planta contra insetos predadores e oferecem a possibilidade de
investigar como as lectinas agem em associagdo com outros compostos defensivos
presentes nas plantas (Gatehouse et al., 1998). A habilidade da lectina especifica de

manose de Galanthus nivalis (GNA) em servir como proteina carreadora liberando



12

peptideos inseticidas e proteinas na hemolinfa de larvas de lepidopteras tem sido um

grande sucesso (Fitches, 2002; 2004).

GNA exibe toxicidade a insetos de diferentes ordens, incluindo homoptera,
coledptera, lepidoptera. Linhagens transgénicas expressando GNA tém gerado varias
espécies de plantas geneticamente modificadas tais como: tabaco, cana-de-agucar, arroz,
batata e trigo (Hilder et al., 1987; Allsopp et al., 1996; Rao et al., 1998; Birch et al.,
1999; Stoger et al., 1999). O efeito do consumo GNA pelos insetos varia entre as
espécies devido a diferenca no comportamento alimentar e na digestdo do inseto. Esta
lectina quando expressa em cana-de-agtcar e testada contra dois Lepidopteras, Eoreuma
loftini (Dyar) e Diatraea saccharalis (F.), provocou uma reducao na longetividade das

fémeas adultas de ambas as pragas (Sétamou et al., 2002).

Assim como GNA, outras lectinas também tém mostrado ser inseticidas a insetos
sugadores de seiva. A lectina de folhas de Allium sativum, por exemplo, quando
expressas em plantas de tabaco transgénicas diminui substancialmente a porcentagem de
sobrevivéncia do afidio Myzus persicae (Dutta et al., 2005). A fusdo desta proteina com
CrylAc, por exemplo, pode aumentar o numero potencial de interagdes a nivel

molecular nos insetos alvos.

O sucesso desta estratégia depende da excecucdo de todas as etapas: purificagao e
estudo das propriedades da proteina de defesa; investigagao da sua atividade in vitro e in
vivo contra patogénos; determinacdo da seqiiéncia parcial ou total de aminoécidos da
proteina; clonagem de cDNAs e DNAs que codificam-na; estudo da expressdo destes
genes sob condi¢des normais de desenvolvimento e sob condigdes de estresse; estudo da
expressdo transgénica dos genes transferidos para verificar se estes produzirdo as
proteinas correspondentes nas plantas alteradas e verificagdo do aumento da resisténcia

de plantas transgénicas no campo (Garcia-Olmedo et al., 1996).
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2. Objetivoy

Este trabalho teve por objetivo, fazer um estudo das proteinas de sementes de

Pouteria torta, logo, pretendeu-se:

e [solar e Caracterizar uma proteina lectina-like da familia Sapotaceae, presente

em sementes de Pouteria torta;
¢ Avaliar as seguintes atividades bioldgicas da lectina de P. torta:
- A¢do inibitoria no desenvolvimento de fungos fitopatogénicos e levedura.

- Potencial inseticida sobre C. maculatus e A. kuehniella; assim como o

mecanismo de acdo desta proteina sobre A. kuehniella;
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3. Materiais

3.1. Material Biologico
3.1.1. Planta

Pouteria torta (Mart.) Radlk, conhecida como abiu piloso, ¢ uma espécie
pertencente a familia Sapotaceae. A arvore apresenta cerca de 8 a 14 metros de altura e
30 a 40 centimetros de largura, suas folhas sdo do tipo coridceas, concentrada nas
extremidades dos ramos. P. forta ¢ encontrada na regido Amazonica, até o Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo e Parand, nas florestas semiciduais e pluviais

(Lorenzi, 1992).

A madeira ¢ apropriada para construgdo civil, marcenaria e obras internas de
carpintaria. A arvore floresce durante os meses de outubro e novembro. Os frutos
amadurecem em dezembro e janeiro e sdo comestiveis e muito saborosos. As sementes

sdo retiradas dos frutos através de abertura manual (Figura 2) (Lorenzi, 1992).

Neste trabalho foram utilizados sementes de P. forta, coletadas no municipio de

Trés Lagoas-MS.
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P Fotos Lorenzi, 1992.

Figura 2: Arvore, frutos e sementes de Pouteria torta.
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3.1.2. Os animais
a) Fungos/Levedura.

Linhagem de S. cerevisiae 1038 foram obtidas do Departamento de Biologia,
Universidade Federal do Ceard, Fortaleza-CE, Brasil. Os fungos F. oxysporum e
Colletotricum musae foram amavelmente cedidas pela CNPF/EMBRAPA, Goiania,
GO, Brasil.

b) Insetos.

Para estudo da atividade inseticida da proteina lectina-like de P. forta, foram
utilizados os insetos Callosobruchus maculatus (Coleoptera) e Anagasta kuehniella

(Lepidoptera).

Callosobruchus maculatus Fabricius (Figura 3) ¢ uma praga importante que
ataca principalmente feijoes de varias espécies do género Vigna, principalmente feijoes
caupi (Lienard et al., 1994). Este inseto ¢ uma espécie pertencente a ordem Coleoptera,
da familia Bruchidae. As colonias de C. maculatus usadas foram cedidas pelo Dr. J. H.
R. Santos (Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza-CE,
Brasil). Os insetos foram cultivados a 28 °C e umidade relativa de 65-75% , sendo

alimentados em sementes de um cultivar susceptivel Epace-10.

Figura 3: C maculatus sobre graos de feijao Vigna unguiculata (Foto: P.C.Strikis)

O inseto A. kueniella (Figura 4) ¢ um dos principais predadores de produtos
armazenados como milho (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativum)

e amendoim (Arachis hypogea). Porém ele prefere se alimentar de farinhas, farelos e
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outros produtos deixando-os, na maioria das vezes, improprios para o consumo. O
inseto Anagasta kuehniella Zell pertence a ordem Lepidoptera, familia Pyralidae
(Gullan et al., 1994). As colonias de A. kuehniella foram cedidas pelo Departamento de
Entomologia, ESALQ/USP, Piracicaba (SP), Brasil e mantidas no Laboratorio de
Purificagdo de Proteinas e Suas Fungdes Bioldgicas (LPPFB), Departamento de
Ciéncias Naturais, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Trés Lagoas (MS),

Brazil.

Figura 4: Inseto adulto de A. kuehniella (Foto: Van Waters G. Rogers)
3.2. Reagentes

Todos os reagente utilizados neste trabalho foram de grau analitico e obtido
comercialmente. Reagentes para eletroforese: acrilamida, metilenobisacrilamida,
Temed, SDS, Coomassie Brilliant Blue R-250 e persulfato de aménio foram adquiridos
da Bio-Rad Laboratories (Rachamond, EUA). Os reagentes utilizados para a
determinag¢do da composicdo de aminodcidos foram adquiridos do Sigma Chemical
Company (St. Louis, EUA) e Pharmacia. As resinas utilizadas para cromatografia bem
como os padroes de massa molecular foram adquiridos da Amersham Biosciences-

Pharmacia (Uppsala, Sweden). Os carboidratos foram obtidos da Sigma.
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4. Métodoy

4.1. Caracterizacdo fisico-quimico da proteina lectina-like de sementes de

P. torta.

4.1.1. Purificacao de Pouterin

As sementes de P. torta foram trituradas e moidas em moinho analitico para obter
uma farinha de fina granulacdo. Posteriormente esta farinha foi delipidada com hexano
devido a presenga de lipidios nas sementes. A farinha delipidada foi submetida a uma
extragdo com NaCl 150 mM (1:5 média para razdo de tampao) por 24 h a 4°C e entdo
centrifugada a 10,000 x g por 30 min a mesma temperatura. O sobrenadante (extrato

bruto) foi usado para determinar o conteudo de proteina e atividade hemaglutinante.

O extrato bruto foi diluido em tampao fosfato 100 mM, pH 7.6, contendo NaCl
100 mM e aplicado a uma coluna Sephacryl S-100 (2.5 cm x 40 cm) e equilibrada com
a mesma solugdo. A fracao foi aplicada a uma coluna DEAE-Sepharose (2 cm x 20 cm)
equilibrada com tampao Tris-HCl 50 mM, pH 8.0, e eluido com gradiente linear de
NaCl (0-1.0 M). A fragdo de proteina lectina-like foi aplicada a uma coluna p-
Bondapack Cis (0.78 cm x 30 cm) (Waters 991-PDA system) ¢ as proteinas foram
eluidas com gradiente linear (0-100 %, v/v) de acetonitrila (solvente B) a uma razdo de
fluxo de 2 mL/min. A atividade hemaglutinante de pouterin foi monitorada durante a
purificagdo e sua pureza foi verificada em PAGE-SDS 17 % (Laemmli, 1970). A

proteina purificada foi dializada e liofilizada e, posteriormente, armazenada a —20 ° C.
4.1.2. Dosagem de proteina.

A concentracdo de proteina foi determinada como descrito por Bradford (1976)
usando BSA como padrdo. De acordo com o método, 2,5 mL da solugdo de Bradford
foram adicionados a 100 pLL da amostra. A leitura foi realizada 10 minutos apds o inicio

da reagdo a 595 nm.
4.1.3. Ensaio de hemaglutinacio.

A atividade hemaglutinante de pouterin foi analisada usando placas de
microtitulagdo como previamente descrito por (Wititsuwannakul et al., 1998). Um
volume final de 100 pL, contendo 50 puL de suspensdo a 2 % de eritrécito humano ou

animal previamente lavado 3 vezes em solugdo salina e 50 uLL de uma dilui¢do seriada
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da solugdo de proteinas. Nos demais experimentos, eritrocitos tratados e nao tratados
com tripsina foram utilizados em tampao contendo 10 mM de CaCl,, MnCl,, ou CaCl, +
MnCl,. A atividade hemaglutinante foi determinada apds incubagdo por 1 h a
temperatura ambiente, e o titulo hemaglutinante foi determinado como a maior dilui¢do

que produz hemaglutinagdo completa.
4.1.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

PAGE-SDS foi realizado em gel de poliacrilamida 17 % como descrito por
Laemmli (1970). O gel de separacao da amostra (main gel) foi preparado em tampao
tris/HC1 0,1 M, pH 8,8 contendo SDS 20 %, TEMED (concentrado) e persulfato de
amoénio (100 mg/ml). O gel superior ou de aplicacdo (stancking gel) foi preparado
usando acrilamida/bisacrilamida 5 % em tampao tris/HCl 0,1 M, pH 6,8, SDS 20 %,
persulfato de amonio (100 mg/ml) e TEMED concentrado. A eletroforese PAGE-SDS
foi realizada em um sistema duplo de placas SE 250 Mighty Small (Hoefer Scientific

Instruments, San Francisco, USA).

Para o preparo das amostras, utilizou-se tampao de amostra (tris/HC1 0,1 M, pH
6,8, contendo 10 % de glicerol, 0,02 % de azul de bromofenol e 20 % de SDS). Como
tampao de corrida foi utilizado glicina/tris-HC1 0,18 M, 0,25 M, pH 8,3, contendo 0,1 %
de SDS. A corrida foi realizada a 15 mA, deixando a voltagem livre. Um marcador de

peso molecular foi utilizado como padrao.
4.1.5. Efeito da temperatura e pH.

O efeito da temperatura e pH na atividade hemaglutinante de pouterin foram
determinados pela incubagdo da proteina a varios valores de pH (3-11) e a diferentes
temperaturas (37-100 °C) por 1 h ou a temperatura definida por 30 min. A atividade
hemaglutinante residual foi determinada apds a mistura ter sido ajustada a pH 7,0 ou 37

°C. No minimo trés replicatas foram feitas para cada teste, para confirmar os resultados.
4.1.6. Dosagem de carboidratos totais

O contetido de agucar neutro total da proteina foi estimado colorimetricamente de
acordo com o método phenol/H,SO4 (Dubois et al., 1956), usando D-glicose como

padrao.
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4.1.7. Inibicao da Hemaglutinaciao

Para avaliar a inibicdo da hemaglutinagdo, 25 pL da diluigdo seriada de
glicoproteinas, mono e oligossacarideos, metil monoglicosideos, laminarina, e agarose
em PBS 0,05 M, pH 7,4, foram adicionadas com volume igual ao de pouterin
correspondente a duas unidades de hemaglutinagio (2 HU), e as placas de
microtitulacdo foram incubadas a temperatura ambiente por 1 h. Subseqiientemente, 25
nL da suspensdo de eritrocito humano A Rh+ estabilizados com glutaraldeido foram
adicionados no mesmo tampao, e a inibicdo da hemaglutinagao foi determinada apos 1 h
e 24 h a temperatura ambiente (Imai et al., 1974). A concentracdo inibitoéria minima foi
determinada como concentragdo minima de carboidrato ou glicoproteina capaz de

reduzir a hemaglutinagdo a 50 % (ICs).
4.1.8. Composicio de Aminoacidos.

Andlise de aminoacidos foi realizada no analisador de aminoécidos Pico-Tag
(Water system), como descrito por Henrikson and Meredith (1984), onde a identificagdo
dos aminoacidos foram determinadas através da cromatografia em HPLC do produto
final feniltiocarbamil do aminoécido, proveniente da derivatizagdo dos aminoécidos
obtidos de hidrolise 4cida. Estas formas de cromoéforos podem ser detectadas em

concentragdes de 1,0 pmol.
4.1.9. Coluna de quitina.

Para examinar a afinidade de pouterin a quitina, uma coluna imobilizada em
matriz inerte foi usada (2 mL de volume). A coluna foi equilibrada com tampao fosfato
50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 100 mM. Apds a absor¢dao das proteinas (2 mg of
pouterin em 200 puL de tampao fosfato), a coluna foi lavada com o mesmo tampao até a
absorbancia de 230 nm retornar a 0, apds pouterin foi eluida com HCl 100 mM. Fragdes
de 2 mL foram coletadas, e a proteina foi estimada com base na absorbancia a 230 nm e

a atividade hemaglutinante foi avaliada.

4.2. Estudo da atividade fungicida da proteina lectina-like de sementes de

P. torta.
4.2.1. Manutencao e preparacio dos esporos e células

Os ensaios foram conduzidos como descrito por Freire et al., (2002) usando

células (S. cerevisiae) e esporos (F. oxysporum ¢ C. musae). Cepas de F. oxysporum e
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C. musae foram inicialmente colocadas para crescer em placas de Petri contendo meio
agar Sabouraud, durante 10 dias a temperatura ambiente. ApoOs este periodo, indculos
desse material (em forma de disco) foram transferidos para solucdo salina 0,15 M e
estocados a 4 °C por até seis meses. Células de S. cerevisae crescidas em placas de Petri
contendo meio agar Sabouraud por trés dias foram transferidas para agar Sabouraud

inclinado e armazenadas a 4 °C por até trés meses.

Indculos dos fungos foram colocados para crescer no centro de placas de Petri
contendo agar Sabouraud e deixados a temperatura ambiente por 10 dias. Apos esse
periodo, 10 mL de salina estéril 0,15 M foram vertidos sobre o crescimento micelial e a
liberacao de esporos feita com o auxilio de uma alca de Drigalski. Os esporos extraidos
foram recuperados e quantificados em camera de Neubauer com o uso de microscopio.
Inoculos das células de S. cerevisae foram retirados dos tubos contendo dgar Sabouraud
inclinado e transferidos para placas de Petri contendo dgar Sabouraud. As células foram
deixadas crescer por um periodo de trés dias a temperatura ambiente. Apods o
crescimento, um novo inoculo foi retirado das placas e transferido para solugdo salina

0,15 M para quantificagdo das células em camera de Neubauer.
4.2.2. Ensaio de inibicao do crescimento dos fungos

Esporos de F. oxysporum e C. musae (4 x 10%) e células de S. cerevisae (10.000
cel/mL) foram incubados em 200 plL. de caldo Sabouraud contendo 280 pg/mL de
pouterin. O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96 pocos), a
temperatura ambiente por um periodo de 60 horas. A determinacdo da densidade otica
(reflexo do crescimento micelial e celular) foi feita de 6 em 6 horas em um “leitor de
ELISA”, a 660 nm. Todo o procedimento de preparo do ensaio foi realizado em
condig¢des estéreis em capela de fluxo laminar. Todos os experimentos foram feitos em

triplicata.

4.3. Estudo da atividade inseticida da proteina lectina-like de sementes de

P. torta.

4.3.1. Efeito de pouterin sob o desenvolvimento larval de C. maculatus

Os bruquideos C. maculatus (Figura 3) foram mantidos em sementes de Vigna
unguiculata em frascos de vidro transparente, de boca larga, fechados com tampas
metalicas perfuradas. As colonias foram mantidas em B.O.D. (camaras de criagdo) a

temperatura de 28-30 °C e umidade relativa em torno de 65-70 °C. A cada geragao fez-
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se a infestagdo de novas sementes com fémeas de 2 dias de idade, por um periodo de
postura de 1 dia. Apos um periodo de aproximadamente 28 dias, uma nova geragao de

insetos € obtida.

Sistema de dieta artificial desenvolvido previamente por Macedo et al. (1993) foi
usado para examinar os efeitos de pouterin sob o desenvolvimento larval de C.
maculatus. Sementes artificiais (400 mg) foram preparadas pela mistura de farinha de
feijdo (V. unguiculata) da variedade EPACE-10 (cultivar suscetivel) com a proteina
lectina-like de P. forta. A proteina foi homogeneizada com a farinha de EPACE-10 num
graal, transferida para um molde de latdo e prensada com auxilio de uma prensa manual.
A pressdo exercida permitiu uma consisténcia e dureza que possibilitou a postura e

desenvolvimento do inseto.

As incorporacdes de pouterin foram realizadas nas concentragdes de 0; 0,1; 0,15;
0,5 e 1,0 % e oferecidas as fémeas de C. maculatus com 2 dias de nascido para
ovoposi¢do. Apds 20 dias, as sementes artificiais foram abertas e analisadas quanto ao
numero de larvas e o seu peso médio. Foram realizadas 30 sementes artificiais para cada

concentragdo acima, cada uma com 4 ovos de C. maculatus (n=120).
4.3.2. Efeito de pouterin sob o desenvolvimento larval de A. kuehniella

Os lepidopteros A. kuehniella (Figura 4) foram mantidos em uma sala de criagdo
em temperatura relativa de 26-27 °C e umidade relativa de 65-70 °C. A dieta artificial
foi preparada pela mistura de trigo integral, gérmen de trigo, farelo de trigo e levedura
(8:2:1, 9:0:1). A cada geracao realizadou-se a infestacdo de novas coldnias com ovos de
um dia de ovoposi¢do. As incorporagdes de pouterin foram realizadas nas concentragdes
de 0; 0,2; 0,5 e 1,0 %. Cada tratamento foi repetido 5 vezes com 5 larvas neonatas
(n=25) para cada concentragdo acima. Os experimentos foram analisados apds 24 dias,
verificando o peso médio e o numero de sobreviventes de A. kuehniella. Também foi
analisada a quantidade de dieta consumida e a quantidade de fezes produzidas por cada

larva.

Consumo larval e producado fecal foram analisados com base no seu peso seco. As

atividades tripticas das amostras do intestino médio e fecal foram também analisadas.
4.3.3. Preparacao do Intestino Médio

As larvas dos lepidopteras (4° instar de desenvolvimento) foram imobilizadas por

acdo de baixa temperatura por alguns minutos para facilitar a dissecacdo do seu



23

intestino médio. Em seguida, os intestinos médios foram cuidadosamente retirados com
auxilio de pincas e sob lupa estereoscopica numa solugdao de NaCl 150 mM e guardados
numa temperatura de -20 °C. Os intestinos médios de A. kuehniella foram
homogeneizados em Potter numa solu¢do de NaCl 150 mM, em banho de gelo, durante
10 min, obtendo-se um extrato. O extrato foi centrifugado a 17.000 x g durante 20
minutos a 4 °C, o sobrenadante foi imediatamente utilizado nos ensaios enzimaticos. A
concentragdo de proteina dos extratos foi determinada de acordo com Bradford (1976),

usando BSA como padrio.
4.3.4. Preparaciao das fezes

As fezes das larvas de quarto instar alimentadas com dieta controle e dieta
contendo pouterin a 0,5 %. Apds a separacdo foram estocadas a — 8 °C. Para utilizagdo
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.
A) Ensaio Enzimatico.

A atividade triptica dos extratos do intestino e amostra fecal das larvas de A.
kuehniella alimentadas com dietas contendo 0,5 % de pouterin e dieta controle foram
analisadas usando substrato sintético BAPNA (Erlanger, 1961). BAPNA foi usado a
uma concentragdo final de 1 % (v/v) de DMSO em um volume final de 1,5 mL a pH
8,0. Tampao e enzima foram pré-incubados a 37 °C por 10 min antes de adicionar o
substrato para iniciar a reacdo, sendo a incubacdo prosseguida por mais 20 min. A
reacdo foi interrompida pela adigdo de 200 mL de acido acético 30 % (v/v). Os ensaios

foram realizados em triplicata. A absorbancia foi lida a 410 nm.
B) Analise eletroforética das enzimas das larvas de 4° instar de A. kuehniella

Proteinas extraidas dos extratos fecais e intestinos médios de larvas de A.
kuheniella alimentadas com dietas com ou sem pouterin a 0,5 %, sem reducdo e
aquecimento, foram corridas em PAGE-SDS (10 %) (Michaud et al., 1993). Os extratos
de proteinas foram incubados com TLCK (1 mM) por 10 min a 30 °C. Estd mistura foi
entdo corrida em PAGE-SDS contendo gelatina a 0,1 %, a 5 °C. Em seguida, o gel foi
lavado com solugdo Triton X-100 2,5 % por 2 h com agitacdo para remover o SDS, e
posteriormente foi incubado com Tris/HCI 0,1 M, pH 8,0 por 2-3 horas. O gel foi

subseqiientemente corado com Coomassie brilliant blue R-250.
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C) Parametros Nutricionais.

Os parametros nutricionais foram comparados entre as larvas de quarto instar
expostas a dieta controle e dieta contendo pouterin a 0,5 %. Larvas, fezes e o restante de
dieta ndo consumida foram separados, secadas e pesadas. Indices nutricionais do
consumo, digestdo e utilizagcdo do alimento foram calculados como descrito por Scriber

and Slansky Jr (1981):

a) Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (%): ECI= Eesull L

Bx100
LF

b) Eficiéncia de conversao do alimento digerido (%): ECD=
¢) Digestibilidade aproximada (%): AD= LFx 100
I

d) Custo metabolico (%): CM=100-ECD

onde, T- tempo de duracdo do periodo de alimentagdo; I- alimento
consumido; F- alimento ndo digerido + produto de excre¢do; I-F- alimento assimilado

durante T; B- peso médio da larvas durante T.

4.4. Anadlise estatistica.

A diferenca estatistica entre os grupos foi determinada através de andlise de
variancia (ANOVA) e teste Tukey para multiplas comparagdes. O p<0,05 foi fixado para

indicar significancia estatistica.
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5. Resultados

5.1. Purificagdo da proteina lectina-like

5.1.1. Cromatografia de exclusao molecular Sephacryl S-100

Amostras de 300 mg de Extrato Bruto liofilizado foram solubilizadas em tampao
fosfato 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 7,6 e aplicadas a coluna Sephacryl S-100. A elui¢do foi
realizada com o mesmo tampao. As fragcdes foram coletadas em um fluxo de 45 mL/h,
coletando-se 3 mL/ tubo. A atividade hemaglutinante foi detectada na terceira fragdo

eluida, como mostra o perfil cromatografico apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sephacry S-100. A coluna
(2,5 x 40 cm) equilibrada com tampao fosfato 100 mM, NaCl 100 mM, pH 7,6. Foram
coletadas fragdes de 3mL/tubo em um fluxo de 45 mL/hora. Absorbancia monitorada a

230 nm. Atividade hemaglutinante (-).
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5.1.2. Cromatografia de troca ionica DEAE-Sepharose

A fracao P3, proveniente da Sephacryl S-100 foi submetida a uma cromatografia
em DEAE-Sepharose. A Figura 6 mostra um perfil cromatografico de dois picos de

proteina, a atividade hemaglutinante foi detectada no primeiro pico.
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Figura 6: Cromatografia de troca idnica em coluna DEAE-Sepharose. A coluna (2 x 20
cm) foi submetida a um fluxo de 45 mL/hora, usando tampao tris/HC1 0,05 M, pH 8,0 e
foram coletadas fracoes de 3 mL/tubo. A absorbancia foi monitorada a 230 nm..

Atividade hemaglutinante (-).
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5.1.3. Cromatografia em Fase-resersa (sistema HPLC)

A fragao P-1DS, proveniente da cromatografia de troca idnica, foi submetida a
uma cromatografia de fase reversa (HPLC) em coluna C;s p-Bondapak a qual foi eluida
com gradiente linear de TFA em ACN (66 %). A Figura 7 mostra o perfil
cromatografico com trés picos, sendo que o segundo pico, eluido em torno de 47 % de
acetonitrila, apresentou atividade hemaglutinante, este foi denominado de Pouterin. A

elui¢ao foi monitorada a 230 nm.
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Figura 7: Cromatografia de P1-DS em coluna p-Bondapak (0.78 cm x 30 cm) acoplada
ao HPLC, equilibrada com TFA 0,1 % (solvente A). Solvente A: TFA 0,1 %. Solvente
B: acetonitrila 66 % em TFA 0,1 %. Fluxo de 1 mL/min. Absorbancia 230 nm.
Atividade hemaglutinante (-).
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5.2. Atividade hemaglutinante de pouterin

A atividade hemaglutinante de pouterin foi determinada usando eritrocitos de
humanos (ABO) e de animais (rato, boi e coelho). Pouterin aglutinou eritrocitos de rato,
boi e coelho, bem como eritrocitos humanos de todos os tipos sanguineos (Tabela 1).
Pouterin também hemaglutinou eritrocitos de coelho e humano do tipo A tratados com
tripsina. Pouterin mostrou reproduzivel titulo hemaglutinante de 16 (concentragdo de
proteina 3,6 pg/mL) para eritrécitos de coelho e humano tipo A ndo tripsinizados € um
titulo de 256 (concentragdo de proteina 0,2 pg/mL) para as células correspondentes

tripsinizadas.

A hemaglutinagdo dos eritrécitos humano tipo A Rh™ foram aumentados pelo
tratamento com Ca>" + Mn®", com titulo hemaglutinante de 64, correspondente a uma
concentragdo de proteina de 1,1 pug/mL. Os ions divalentes isolados ndo produziram

efeito sobre a atividade hemaglutinante de pouterin.
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Tabela 1: Pouterin induziu hemaglutinacdo em diferentes espécies de eritrocitos

Eritrocitos Hemaglutinagdo (titulo®)
Humano (tipo A) 4
Humano (tipo B) 3

Humano (tipo AB) 4
Humano (tipo O) 3

Rato 5

Boi 5

Coelho 4

Humano A , tratado-tripsina 8
Coelho, tratado-tripsina 8
Humano A, Ca*" 5
Humano A, Mn** 4
Humano A, Ca*" + Mn*" 6

“Titulo corresponde ao inverso da dilui¢do a qual causou 50 % de aglutinagdo total dos

eritrocitos. A lectina-like final foi 3.6 pg mL™ no primeiro poco da placa.
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5.3. Caracterizacdo de pouterin

5.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese de poliacrilamida na presenca de SDS 17 % (PAGE-SDS) foi
realizada para verificar as etapas de purificagdo de pouterin. A Figura 8 mostra que
pouterin apresenta (Linha 5) uma unica banda principal com massa relativa de 14 kDa,
tanto na auséncia como na presenca do agente redutor DTT (Linha 6). Este

comportamento indica que pouterin ndo apresenta pontes dissulfeto.

26.6 w——

- — 17 ‘ -
14 ‘ .

1 2 3 4 5 6 6.5 1 ) 3

Figura 8: Analise em PAGE-SDS de pouterin purificada. (A) lane 1 — padrao de massa
molecular, Linha 2 — extrato bruto; Linha 3 — P3; Linha 4 — P-1 DS; Linha 5 — pouterin;

Linha 6 — pouterin na presenga de DTT. (B) Linha 1 - padrdo de massa molecular, Linha

2- pouterin, Linha 3- pouterin na presenca de DTT.
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5.3.2. Especificidade de ligacao a carboidratos

A acdo inibitéria dos carboidratos sobre a atividade hemaglutinante de pouterin
foi analisada. Foi utilizado para os ensaios sangue humano A Rh" a 2 % estabilizados
com glutaraldeido. Como mostrado na Tabela 2, glicoproteinas como fetuina,
asialofetuina, heparina, orosomucoide e ovoalbumina produziram inibi¢do da atividade

hemaglutinante. Caseina a 1 mg/mL nao foi inibida.

Tabela 2: Especificidade de ligacao a agucares de pouterin.

Glicoproteinas | ug mL”’
Fetuina 77
Asialofetuina 121
Heparina 31
Orosomucoide 145
Ovoalbumina 590
Caseina NI*

A concentracdo minima de pouterin requerida para ter 50 % de inibicdo da aglutinagdo
dos eritrécitos humanos A" estabilizados com glutaraldeido a uma concentragio de
pouterin de 172 pg/mL. NI: nenhuma inibi¢do a 1mg/mL. A seguir os monossacarideos
e derivados que ndo foram inibidos a uma concentracio >100 mM: metil-o-
glicopiranosideo, metil-o-galactopiranosideo, metil-o.-manopiranosideo, glicosamina,
manosamina, galactosamina, N-acetilgalactosamina, N-acetilglicosamina, fucose,

frutose, sacarose, lactose, maltose, glicose, manose, maltose, rafinose.
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5.3.3. Efeito da temperatura e pH na estabilidade de pouterin

A estabilidade térmica e de pH de pouterin foi realizada em diferentes
temperaturas e pHs (Fig. 9). A Figura 9A mostra o efeito das diferentes temperaturas
na atividade hemaglutinante de pouterin. Pouterin teve sua atividade hemaglutinante
estavel na faixa de temperatura de 37 a 60 °C. Nas temperaturas de 70, 80 e 90 °C houve
uma redugdo de 22 %, 34 % e 78 % na atividade hemaglutinante, respectivamente. A

100°C nao foi detectada atividade hemaglutinante.
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Figura 9A: Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante de pouterin. A atividade
hemaglutinante foi determinada apds 30 minutos de incubagdo nas referidas

temperaturas. Cada valor representa a média + SD de 5 repetigdes.
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A Figura 9B mostra a atividade das amostras submetidas a variacao de pH, sendo
observada uma estabilidade na faixa de pH de 5 a 10. Em pH 3 a 4 houve uma reducao
de 45 % na atividade hemaglutinante e em pH 11 houve uma reducdo de 67 % na

atividade hemaglutinante.
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Figura 9B: Efeito dos pH na atividade hemaglutinante de pouterin. A atividade
hemaglutinante da lectina-like foi verificada apos 30 minutos de incubagdo em tampoes

com diferentes pHs. Cada valor representa a média = SD de 5 repeticdes.
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5.3.4. Composi¢ao de aminoacidos

Os resultados da andlise de aminoacidos sao apresentados na Tabela 3. A analise
foi evidenciada pelo alto conteudo de Asx, GIx, Arg, Cys e Leu e baixo conteudo nos
niveis de Phe, Ile, Tyr e Thr. Os residuos de triptofano (Trp) ndo foram detectados pelo

método.

Tabela 3: Composi¢ao de aminodcidos de pouterin

Aminodcidos | mol % | Aminodcidos | mol %

Asx 7 Tyr 1
Glx 28 Val 2
Ser 3 Met 2
Gly 3 Cys 5
His 3 Ile 1
Arg 8 Leu 10
Thr 1 Phe 1
Ala 2 Lys 3
Pro 3 Trp ND*

ND?: Nio detectado
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5.4. Estudo das atividades biologicas de pouterin.

5.4.1. Atividade fungicida de pouterin

Pouterin foi testada em relagdo a inibicdo do crescimento dos fungos Fusarium
oxysporum, Colletotrichum musae e da levedura Saccharomyces cerevisae. A Figura
10 mostra que pouterin na concentragao de 280 pg/mL inibiu o crescimentos dos fungos
testados a 280 pg/mL, inibindo o crescimento de F. oxysporum (85 %) e C. Musae (54
%) a partir de 26 h e um forte efeito sobre a levedura S. cerevisae, inibindo seu

crescimento em 100 %.
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Figura 10: Efeito de Pouterin sobre o crescimento dos fungos. O aumento na
absorbancia a 660 nm foi usado para acompanhar o crescimento dos fungos. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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5.4.2. Efeito de pouterin sob desenvolvimento de Callosobruchus maculatus

O efeito de pouterin no desenvolvimento larval de C. maculatus foi verificado pela
determinag¢do do niimero de larvas sobreviventes (quarto instar) e o peso médio larval,
alimentadas com dieta contendo quantidades crescentes de pouterin. Figura 11 mostra o
efeito de pouterin sobre a mortalidade e peso das larvas de C. maculatus ap6s 20 dias de
dieta. A mortalidade e peso das larvas que foram alimentadas com sementes controle
(representado pelos valores eixo Y) foram de aproximadamente 7,5 % e 7,8 mg,
respectivamente, enquanto que a 0,3 % de pouterin causou 100 % de mortalidade (dado

nao mostrado).

A 0,12 % pouterin causou 50 % de mortalidade larval (LDsg), enquanto que a 0,08
% causou uma reducao de 50 % no peso médio larval (EDs) (Fig. 11A e B). Analise de
regressao linear mostrou que para cada 0,01 % no aumento da concentracao de pouterin,
ha um aumento de 4,98 % na mortalidade (= 0,95) e uma diminui¢io de 0,61 mg no

peso (1°=0,98).
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Figura 11: Efeito de pouterin sobre larvas de C. maculatus alimentadas em dieta
artificial contendo pouterin (A) mortalidade e (B) peso. Inserido: (1) Larvas alimentadas
com pouterin 0.1 % e (2) larvas alimentadas com dieta controle. Cada ponto representa

n > 100 e as barras de erros indicam erro padrao das médias.
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5.4.3. Efeito de pouterin sob desenvolvimento de Anagasta kuehniella

O efeito de pouterin no desenvolvimento larval de A. kuehniella foi verificado pela
determinagdo do numero de larvas sobreviventes (quarto instar) e peso larval,
alimentadas com dieta contendo quantidades crescentes de pouterin. As Figuras 12 A e
B mostram o efeito de pouterin sobre a mortalidade e peso das larvas de A. kuehniella
ap6s 24 dias de dieta. A mortalidade e o peso das larvas que foram alimentadas com
dietas controle (representado pelos valores eixo Y) foram de aproximadamente 14 % e
6,7 mg, respectivamente, enquanto que as dietas contendo 1,0 % pouterin causou 20 %

de mortalidade, e uma reducao de 71,4 % no peso médio das larvas (Fig. 12 B).

A uma concentracdo de 0,6 % pouterin causou uma reducdo de 50 % no peso
médio larval (EDsp) (Fig. 12 B). Anélise de regressao linear mostrou que para cada 0,1
% no aumento da concentracdao de pouterin, ha um aumento de 0,76 % na mortalidade
(= 0,94) e uma diminuicdo de 0,44 mg no peso (r°=0,91). A figura inserida mostra a
variagdo no tamanho das larvas dos insetos alimentados com pouterin 0,1 % ¢ a dieta
controle. Nenhum dos tratamentos demonstrou qualquer deformacdo morfoldgica

aparente.
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Figura 12: Efeito de pouterin sobre larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta

artificial contendo pouterin (A) Mortalidade e (B) peso. O eixo que intercepta-Y em (A)

¢ a mortalidade, e (B) ¢ o peso das larvas alimentadas com dieta controle. Inserido: (1)

Larvas alimentadas com pouterin 0.1 % e (2) larvas alimentadas com dieta controle.

Cada ponto representa n = 25 e as barras de erros indicam erro padrao das médias.
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5.4.4. Mecanismo de acao de pouterin sob Anagasta kuehniella
A. Analise nutricional

Andlise nutricional revelou que pouterin apresentou efeitos toxicos quando
ingerida pelas larvas (Tabela 4). Pouterin, quando incorporada a 0,5 % em dieta
artificial reduziu ECI, ECD e AD e aumentou o custo metabolico para as larvas de A.
kuehiella quando comparada com o controle. Ambos ECI e ECD mostraram diminui¢do
significativa de 6,6 % e 22,9 %, respectivamente, ¢ o CM teve um aumento de 23 %

quando comparado com larvas de A. kuehniella alimentadas com dietas controles.

Tabela 4: Indice nutricional de larvas de quarto instar A. kuehniella tratadas com

dieta contendo pouterin a 0.5 % e dieta controle.

Indice nutricional Dieta controle Dieta pouterin
ECI (%) 31+£1,8a 24,4+ 0,9b
ECD (%) 48 £ 4,2a 25,1 +1,1b
AD (%) 65,9 +7,2a 15,5+ 1,4b
CM (%) 52+6,7a 75+ 8,3b

Abreviagoes: ECI= eficiéncia de conversdo do alimento ingerido; ECD= eficiéncia
da conversao do alimento digerido; AD= digestibilidade aproximada; CM= custo

metabodlico.

*® indica diferenca significativa entre os tratamentos controle e pouterin (ANOVA,

p < 0.05, Student’s t-test).
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B. Dieta Consumida e fezes produzidas por A. kuehniella quando tratadas com

pouterin

O consumo das dietas pelas larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta artificial,
assim como as fezes produzidas foram quantificadas (Fig. 13). Como mostrado na
Figura 13A, o consumo da dieta pelas larvas de A. kuehniella criadas em dieta contendo
0,5 % de pouterin mostrou uma diminuicdo significante de 16,5 mg/larva, quando

comparado com o consumo da dieta controle (20,6 mg/larva).

Producao fecal das larvas de A. kuehniella criadas em dieta artificial contendo 0,5
% de pouterin foi menor do que o grupo controle, com uma diminuicdo de 0,55
mg/larva, quando comparado com as larvas do grupo controle (3,1 mg/larva) (Fig.
13B). Estes resultados sugerem que pouterin esta agindo no trato digestivo dos insetos

ou interferindo com a digestao.



42

(A)

22 |

Dieta consumida/larva (mg)

sl
6 L
‘2‘ Y=20,6 - 7,3X R%=0,99
0 1 1 1 1 1 1

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Dose Pouterin (%, w/w)
B

a5 (B)
3,0

2,5
2,0
1,5

1,0

o5l Y=29-48X R’=0,99

Fezes produzidas/larva (mg)

0,0 I . I . I . |
0,0 0,2 0,4 0,6

Dose Pouterin (%, w/w)

Figura 13: Parametros fisioldgicos avaliados para larvas de A. kuehniella. Larvas foram
alimentadas por 24 dias na dieta controle, ou dieta contendo pouterin a 0,5 %. (A) Dieta
consumida por larvas (mg; base em peso seco). (B) producao fecal por larvas (mg; base
em peso seco). Cada ponto representa um n = 25. Barras de erros indicam erro padrao

das médias.
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C. Atividade enzimdtica dos extratos de intestino médios e fezes das larvas de A.

kuehniella.

A atividade proteinase geral das larvas criadas em dietas artificiais contendo 0,5 %
de pouterin foram observadas para atividade proteinase tripsina-like, utilizando TLCK
como um inibidor sintético. Como mostrado na Figura 14 a atividade triptica foi
significantemente aumentada pelos intestinos médios e fezes, entre os tratamentos
controle e com pouterin (Fig. 14A e B). O consumo da dieta artificial contendo pouterin
a 0,5 % alterou a atividade triptica dos intestinos médios de A. kuehniella em 48 % (Fig.
14A), e alterou a atividade triptica das fezes em 84 %, quando comparados com o

controle (Fig. 14B).
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Figura 14: Atividade tripsina-like das larvas de quarto instar alimentadas com dieta

controle e dieta contendo 0,5 % de pouterin. (A) Atividade enzimatica do intestino

médio. (B) Atividade enzimatica das fezes. Atividade tripsina foi avaliada usando

Bapna como substrato. Barras de erros indicam erro padrao das médias.
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D. Gel de poliacrilamida contendo 0,1 % de gelatina

Gel de poliacrilamida contendo 0,1 % de gelatina foi usado para confirmar a agdo
de pouterin na atividade triptica nos intestinos médios e fezes de A. kuehniella. Como
mostrado na Figura 15, a atividade triptica (controle) dos extratos dos intestinos médios
e fezes controle foram visualizados na linha 1 e 3, respectivamente, e linhas 2 ¢ 4
mostram as mudangas que dieta artificial contendo pouterin a 0,5 % causou na atividade
triptica das fezes e intestino médios dos insetos. Linhas 5, 6, 7 e 8 indicam atividade
triptica das amostras 1, 2, 3 e 4, respectivamente inibidas com TLCK. Os resultados
mostram que, sob estas condigdes a atividade tripsina relativa na gelatina foi
aproximadamente & mesma de um substrato sintético e nenhuma alteracdo no perfil

destas enzimas foram verificados.

Figura 15: PAGE-SDS (10%) contendo gelatina a 0,1 %. (1) Intestino médio das larvas
alimentadas com dieta controle. (2) Intestino médio das larvas alimentadas com dieta
contendo 0,5 % de pouterin. (3) Fezes das larvas alimentadas com dieta controle. (4)
Fezes das larvas alimentadas com dieta contendo 0,5 % de pouterin. (5, 6, 7 and 8):
Amostras 1, 2, 3 e 4 tratadas com TLCK. Atividade proteolitica aparece na regido clara

contra o “background” escuro.
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5.5. Coluna de quitina

Com o objetivo de avaliar se pouterin interagia com residuos de N-
acetilglicosamina (quitina), resolvemos cromatografar pouterin em uma coluna de
quitina (Figura 16). Como pode-se observar dois picos principais foram obtidos, um
eluido com tampao de equilibrio (tampao fostato 50 mM, pH 7,6) e outro pico eluido

com HCI 100 mM. A atividade hemaglutinante foi detectada nos dois picos.

0,9 -
0,8
0,7 -
0,6 -
0,5 HCI 100 mM
0,4 -
0,3 -
0,2 | | e —_—
0,1 -
O I I I I I I I I I I I I I |
2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28

Fracoes

Absorbancia 230 nm

Figura 16: Eluicdo do perfil de pouterin a coluna de quitina. Pouterin foi aplicada a
uma coluna (20 mL), inicialmente eluida com tampao fosfato 50 mM, pH 7.6, contendo
NaCl 100 mM, seguido pelo HCI 100 mM. Fragdes (2,0 mL/tubo) foram coletados a um

fluxo de 35 mL h™' e o perfil de eluigéo foi monitorado a 230 nm.
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6. Discussiio-

Proteinas lectina-like tem sido detectadas em sementes de plantas (Fabre et al.,
1998, Troncoso et al., 2003, Macedo et al., 2004), e o isolamento e caracteriza¢dao de
pouterin, uma proteina lectina-like de sementes de P. forta, correspondem a estes
estudos. Pouterin foi purificada pela combinagdo de filtracdo em gel, cromatografia de
troca idnica e fase reversa. Na presenca e auséncia de DTT 1M, a proteina purificada
mostrou somente uma banda de proteina de aproximadamente 14kDa em PAGE-SDS
(Fig. 8B, lane 1 e 2). Pouterin apresentou um contéudo relativamente extenso de
aminoacidos como Asx, Glx and Leu, e também um numero alto de residuos de Cys
(Tabela 3). Pouterin ¢ uma glicoproteina, com 22 % de agucar neutro. Este conteudo de
carboidratos s3o similares a outras lectinas e proteinas lectina-like, tal como labramin
(Macedo et al., 2004), TEL (Freire et al., 2002) e KpLec (Macedo et al., 2003), nas

quais os valores para as proteinas sdo 16.2 %, 18.8 % e 14 %, respectivamente.

As propriedades de lectina-like de pouterin foram confirmadas pela
hemaglutinacdo de eritrocitos na presenca de Ca’" e Mn”" (Tabela 1). Pouterin teve um
titulo hemaglutinante reproduzivel de 16 (3,6 pg/mL) com eritrocitos humanos A Rh" e
com eritrocito de coelho; e um titulo alto de 256 (0,2 pg/mL) foi obtido com as células
correspondentes tratadas com tripsina. A baixa capacidade de pouterin aglutinar
eritrocitos humanos provavelmente esté relacionada com o requerimento de Ca** ¢ Mn*"

no meio (dado ndo mostrado).

A atividade hemaglutinante de pouterin foi similar a de labramin, que obteve um
titulo de 64 (6 pg/mL) com eritrocitos humanos A Rh" tripsinizados e ndo tripsinizados
(Macedo et al., 2004). Fabre et al. (1998) reportou que a proteina lectina-like arcelina-1
teve titulos de 128 (30 pg/mL) e 32 (125 pg/mL) com eritrocitos humanos O Rh' e de
coelho tripsinizados, respectivamente. Pouterin mostrou afinidade pelas glicoproteinas
como fetuina, asialofetuina, ovoalbumina e orosomucoide, bem com heparina (Tabela
2). Ao contrario, ndo foi aparentemente inibida por acucares simples e derivados. Uma
afinidade similar para glicoproteinas também foi descrita para labramin (Macedo et al.,

2004), arcelina-1 (Fabre et al., 1998) e PDTI (Troncoso et al., 2003).

A atividade hemaglutinante de pouterin foi mantida sob a extensa faixa de pH 5,0-

10; os pH 3-4 tiveram 55 % de perda da atividade, enquanto que em pH 11 teve 67 % de
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perda de atividade. Estes resultados sdo similares aos das lectinas de plantas, KpLec
reteve atividade méaxima nas faixas de pH 5,0-10 (Macedo et al., 2003), e ACLEC
(lectina de Anonna coriacea) foi estdvel nos pH 3,0-9,0 (Coelho et al., 2003). Uma
propriedade geral de muitas proteinas envolvidas nos mecanismos de defesa de plantas ¢
sua marcante estabilidade térmica (Peumans and Van Damme, 1995). De acordo com
isto, pouterin foi estavel at¢ 60 °C, com uma perda progressiva de atividade a altas
temperaturas: perda de 22 % a 70 °C, 34 % a 80 °C e 78 % a 90 °C; TEL também ¢
estavel a 60 °C (Freire et al., 2002).

Muitas plantas contribuem com o seu proprio sistema de defesa fornecendo
resisténcia contra insetos, bactérias e fungos. Em particular, lectinas ligantes de quitina
aparentemente tem uma funcdo no mecanismo de defesa de plantas contra fungos e
insetos. A habilidade de lectinas de inibir o crescimento de fungos varia entre as
espécies fungais. Freire et al (2002) mostrou que TEL inibiu o crescimento dos fungos
F. oxysporum, C. lindemuthianum e S. cerevisiae em aproximadamente 50 % a uma
concentracio de 280 pg/mL". Macedo e al. (2004) mostrou que labramin inibiu o
crescimento de C. lindemuthianum em 35% a uma concentragdo de 120 ug/mL™" , mas

nao teve efeito significativo em F. oxysporum.

Pouterin inibiu o crescimento dos F. oxysporum (85%), C. musae (54%) e da
levedura S. cerevisiae (100%), assim como ligou a quitina. A concentracdo requerida
para inibir o crescimento dos fungos foi de 280 pg/mL. Mananas, quitinas e outros
sacarideos sdo importantes componentes de muitas paredes celulares dos fungos e
provavelmente pouterin inibiu o crescimento dos fungos pela interacdo destes com os
carboidratos. A variagdo na susceptibilidade da linhagem dos fungos a inibicao pelas
lectinas e proteinas relacionadas pode refletir diferengcas na composicdo molecular e
organizacdo da parede dos fungos e/ou estar relacionada ao tamanho pequeno de muitas
lectinas, o que permite que elas penetrem através da parede celular dos fungos (Van

Parijz et al., 1992).

A atividade inseticida de lectinas de plantas e proteinas lectina-like contra espécies
de insetos pertencentes as ordens coledptera, lepiddptera, diptera e homoptera tem sido
bem documentado (Fabre et al., 1998, Carlini and Grossi-de-Sa, 2002, Macedo et al.,
2006). Estas proteinas apresentam uma vantagem como agentes inseticidas contra as
pragas que restringem o aumento na producdo da colheita, pois ocorrem naturalmente

na natureza. De modo geral, a utilizacdo de bioensaios in vitro € utilizada para avaliar as
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caracteristicas biologicas e incluir estas proteinas estudadas dentro de dietas artificiais, e
oferece-las aos insetos alvos durante um determinado periodo de tempo. Varios
parametros indicam os efeitos nocivos das lectinas e proteinas lectin-like nos insetos:
como peso larval, tamanho, cor, mortalidade, inibicdo da alimentacdo, efeitos
antimetabolicos, niveis de excrecdo de “honeydew”, pupagdo, retardamento no tempo
total de desenvolvimento, emergéncia dos adultos e/ou fecundidade na primeira e/ou
segunda gera¢do dos insetos nas quais foram criados nas dietas artificiais contendo

lectinas e proteinas relacionadas (Vasconcelos and Oliveira, 2004).

Pouterin foi toxica as larvas de C. maculatus e causou perda de peso (Boleti et al.,
2007). A LDso de 50 % a uma concentracdo de 0,12 % estimada por pouterin foi
comparavel a extensa concentragcdo (0,1-1,0 %) a qual TEL, KpLec e lectina de
Bauhinia monandra causaram 50 % de mortalidade, respectivamente (Macedo et al.,
2002; 2003; 2007). Estas lectinas podem provocar efeitos deletérios pela ligagdo em
receptores glicanos na superficie do revestimento celular no intestino dos insetos
(Macedo et al., 2004). Macedo et al. (2004) propuseram que a atividade inseticida de
TEL para as larvas de C. maculatus, se deve possivelmente (1) a ligacdo a componente
de quitina (ou estruturas equivalentes) no intestino do inseto; (2) pela interacdo com
glicogonjugados na superficie das células endoteliais ao longo do trato digestivo; (3)
pela ligagdo a aglcares de uma variedade de enzimas digestivas glicosiladas e/ou
proteinas assimilatorias nos extratos dos intestinos médios, e (4) pela resisténcia da

digestdo enzimatica pelas proteinases cisteina-like.

Os resultados apresentados aqui, para A. kuehniella mostraram que pouterin
retardou o desenvolvimento das larvas a lepidoptera. A ingestdo de pouterin ndo causou
uma reducado significante na sobrevivéncia das larvas de A. kuehniella, entretanto a dieta
com pouterin mostrou efeito significativo no peso médio das larvas, reduzindo 71,4 %
do peso quando a dieta continha 1 % de pouterin e provocando uma diminui¢ao de 50 %

do peso das larvas quando usado na concentrac¢do de de 0,6 %..

Muitos componentes de plantas podem afetar o comportamento e crescimento dos
insetos, agindo como deterrentes, toxinas e reguladores do crescimento dos insetos
(Wheeler and Isman, 2001). Diversas lectinas detrimental ao crescimento de insetos
mostram agir como toxinas e anti-feedants, tal como GNA tem mostrado efeito anti-
feedant contra Nilaparvata lugens (Powell et al., 1995). KpLec, administrada a 1,0 % na

dieta artificial causou uma reducdo de 84 % no peso larval de A. kuehniella e LDsy a



50

0,65 % (Macedo et al., 2003). Macedo et al. (2007) mostrou que a lectina de folha de
Bauhinia monandra (BmoLL) produziu uma diminui¢do de 40 % na massa de A.
kuehniella quando administrada a 1,0 %, e BmoLL a 1,0 % ndo diminuiu

significativamente a sobrevivéncia larval.

Os mecanismos pelos quais lectinas exercem seus efeitos toxicos sobre insetos sao
pouco conhecidos, mas desde que glicoproteinas sdo os maiores constituintes da
membrana do trato digestivo dos insetos, ¢ plausivel que o intestino dos insetos
contenha moléculas de ligacdo aos ligantes especificos que sdo alvos para as lectinas de
plantas (Zhu-Salzman et al., 1998). A membrana peritrofica do intestino de muitos
insetos em um ou mais estagios do ciclo de vida, facilita o processo digestivo no
intestino e protege o inseto da invasdo de microorganismos, parasitas e também de
particulas abrasivas de alimentos. A membrana peritréfica consiste de proteinas,
proteoglicanos e quitina (contem residuos de N-acetilglicosamina) (Tellan et al., 1999).
Pouterin ligou a quitina, mas ndo completamente. O fato de pouterin apresentar efeito
no crescimento das larvas de A. kuehniella, assim como efeito inseticida contra larvas
de C. maculatus pode estar relacionado a esta propriedade de ligagdo a coluna de

quitina.

Os experimentos de utilizagdo da dieta mostraram que pouterin incorporada dentro
de dieta artificial reduziu o crescimento das larvas em aproximadamente 70 % dentro de
20 dias. Isto corresponde a diminui¢do na razdo de consumo e produgdo de fezes das
larvas de A. kuehniella (Fig. 13A e B). Provavelmente esta diminui¢do na razdo de
consumo seja devido a natureza toxica de pouterin. A tabela de utilizacdo da dieta
mostrou que AD, ECI e ECD também diminuiram a uma concentragao de 0,5 % de
pouterin. Os valores de AD das larvas de quarto instar de A. kuehniella, no presente
estudo, foram reduzidos no periodo de alimentacdo do experimento (Tabela 4),
indicando que as larvas tratadas ndo absorveram os nutrientes do intestino com a mesma
eficiéncia dos insetos nao tratados com pouterin. O ECI mede a habilidade do inseto a
utilizar o alimento que ingeriu para o crescimento. Uma mudanga no ECI indica que
mais alimento esta sendo metabolizado para energia e menos esta sendo convertido em

massa corporal (Koul et al., 2003).

ECD também diminui com a propor¢ao de alimento digerido que esta sendo
metabolizado para aumento de energia (Wheeler and Isman et al., 2001). Diminui¢do

dos valores de ECI e ECD indicam que a ingestdo de pouterin também exibiu alguma
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toxicidade cronica. Confirmando estes resultados, a Tabela 4 demonstra um aumento de
75 % no custo metabolico (CM) em larvas de A. kuehniella, como descrito por Mordue
and Blackwell (1993). Noés sugerimos que a redugdo no ECD seja provavelmente
resultado de um aumento na propor¢cdo de energia assimilada convertida para o
crescimento para compensar o custo metabodlico associado com a detoxificagdo e

disposi¢do de pouterin.

Uma outra complicagdo antinutricional adicional para os insetos alimentados com
dieta artificial contendo lectina ¢ a possibilidade de que as lectinas possam
desestabilizar o metabolismo do inseto por interferir com a fun¢do enzimatica do
intestino, seja indiretamente ou pela ligagdo a enzimas digestivas glicosiladas no
intestino (Van Damme et al., 1998). Estudos dos efeitos de lectinas, como GNA e Con
A, as proteinases tripsinas sdo consequentemente documentadas (Fitches and
Gatehouse, 1998). No presente estudo as atividades tripticas nas fezes e intestino médio.
Pouterin promoveu aumento nos niveis de tripsina nas fezes e intestino médio das larvas
de A. kuehniella (Fig. 14A e B). Deste modo pouterin pode ligar e afetar indiretamente
0 mecanismo regulatério enzimdatico como uma conseqiiéncia da perturbagdo do

ambiente na matriz peritrofica (Fitches and Gatehouse, 1998).

Uma mudan¢a no ambiente da membrana e conseqiientemente o rompimento dos
mecanismos de reciclagem enzimdaticos podem fornecer uma explicagdo alternativa para
os aumentos observados na atividade triptica dos extratos fecais coletados das larvas de
A. kuehniella alimentados com pouterin. Coelho et al. (2007) mostraram que a lectina de
Annona coriacea (ACLEC) produziu uma mudanga no ambiente da membrana do
intestino e consequentemente rompeu os mecanismos de reciclagem enzimaticos das

larvas de A. kuehniella.

Em conclusdo, nds identificamos uma nova proteina lectina-like de sementes de
Pouteria torta, pertencente a familia Sapotaceae, com propriedades biologicamente
importantes. De acordo com as analises de seus efeitos sobre insetos (C. maculatus e A.
kuehniella) e fungos, podemos sugerir que Pouterin, apds estudos mais aprofundados,
poderd tornar-se uma importante ferramenta na biotecnologia de plantas, para melhorar

o mecanismo de defesa vegetal contra o ataque de insetos e patdgenos.
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7. Conclusdes

e A proteina lectina-like presente em sementes de Pouteria torta € uma glicoproteina
com 22 % de carboidratos totais, dependente de Ca®" ¢ Mn”" para exercer sua

atividade hemaglutinante;
e E uma proteina estavel numa ampla faixa de pH (5-10) e de temperatura (37-60 °C);

e A atividade lectina-like de pouterin foi inibida pelas glicoproteinas como fetuina,

asialofetuina, heparina, orosomucoide e ovoalbumina;

e Pouterin apresentou em PAGE-SDS uma tnica banda de ~14 kDa, na presenga e

ausencia de DTT;

e Pouterin inibiu o crescimento dos fungos Fusarium oxysporum, Colletotrichum

musae e da levedura Saccharomyces cerevisiae;

e A incorporagdo de pouterin em dieta artificial (concentratragdo final=0,12 %)
causou 50 % de mortalidade das larvas de Callosobruchus maculatus, enquanto que

0,08 % de pouterin produziu uma EDsp;

e Quando pouterin foi oferecida na forma de deita artificial ao lepidoptero Anagasta
kuehniella ndo produziu efeitos significativos na sobrevivéncia, entretanto na

concentragdo de 1%, produziu 71,4 % de reducdo no peso médio larval;
e Resultados da utilizagdo da dieta realizados com A. kuehniella apresentaram redugao

do ECI, ECD e AD, e um aumento no CM;

e Pouterin aumentou o nivel de atividade triptica das fezes e intestino médio das

larvas de A. kuehniella;
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1. Introducdio-

1.1. Morte Celular

As células realizam com eficiéncia todos os processos fisiologicos. Divisdao
celular, migra¢do, e diferenciacdo sdo exemplos admirdveis que demonstram a
eficiéncia dos processos bioldgicos realizados pelas células. Assim como os erros nestes
processos sao pouco comuns. Por isso, ndo ¢ surpreendente que as células tenham
desenvolvido um processo de morte celular programada eficiente, que ajuda a eliminar

c¢lulas mortas ou indesejaveis do nosso corpo (Bortner and Cidlowski, 2007).

A morte celular é parte integral da vida de organismos complexos, ¢ tem sido
observada por varios séculos em varias situagdes (Clarke and Clarke, 1996). A primeira
descri¢cao foi realizada por Vogt 1842, que observou que as células desapareciam
durante o desenvolvimento normal em espécies de anfibios. Um grande niimero de
estudos morfoldgicos descrevem mudangas visiveis na morte celular, in vivo e in vitro, e
estas mudangas morfologicas e o desaparecimento das células t€ém sido algumas vezes,

somente a indica¢do de morte celular (Clarke and Clarke, 1996).

Kerr et al. em 1972, desenvolveram um conceito unificado para uma forma de
morte celular com um instrumento de classificacdo das células desnecessarias durante o
desenvolvimento embrionario, durante renovacdo das células normais na proliferagao
dos tecidos e em situagdes patologicas. Estudos ultraestruturais classicos de Kerr e seus
colaboradores produziram evidéncias que as células podem sofrer no minimo dois tipos
distintos de morte celular: necrose e morte celular programada (PCD), chamada de

apoptose (Figura 1).
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Figura 1: Diferentes tipos de Morte Celular (Adaptado Guimaraes and Linden, 2004)

Necrose ¢ a forma répida e violenta de degeneracdo afetando extensivamente as
populacdes celulares, caracterizadas pelo “inchago” citoplasmatico, destrui¢do das
organelas e rompimento da membrana plasmatica, levando a liberagdo de contetidos

intracelulares e inflamag¢do (Guimaraes and Linden, 2004).

Ao contrario, apoptose ou morte celular programada envolve a ativagao de uma
maquinaria intracelular que requer energia, e ¢ fortemente regulada e conservada ao
longo da evolugdo (Vermeulen et al., 2005). Apoptose ¢ destacada das c€lulas vizinhas,
ndo havendo inflamacdo ou lesdo do tecido. Est4d envolvida na morfogénese de tecidos
embriondrios bem como na homeostase de tecidos e orgdos adultos. A desregulagdo
(inibicdo ou agravacdo) da apoptose estd envolvida em mecanismos patogénicos

diversos, incluindo doengas neurodegenerativas, cancer e AIDS (Arnould, 2006).
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Células apoptoéticas sdo identificadas por uma série de mudancas morfologicas
caracteristicas. Inicialmente, a integridade da membrana celular ¢ mantida, enquanto
mudangas sutis, como a exposi¢do de fosfatidilserina ocorrem. Outras caracteristicas
como retracdo celular, fragmentacdo da membrana, condensacdes das cromatinas
nucleares e fragmentacdes também sdo evidenciadas. Eventualmente, as quebras
celulares dos fragmentos ao redor da membrana (corpos apoptoticos) sao engolfadas in

vivo pelos fagdcitos (macrofagos e células dendriticas) (Vermeulen et al., 2005).
1.2. Vias de Sinalizacdo da Apoptose

Todos os sinais tipicos de apoptose sdo resultados finais de uma cascata de
eventos bioquimicos complexos. Numerosas proteinas sdo ativadas em uma seqiiéncia
altamente regulada. O inicio do processo pode ser induzido por vérios estimulos, como
a interacdo de "ligantes" a receptores de superficie celular, injurias a integridade do
DNA por varios fatores de estresse (por exemplo: drogas), radiagdo ou grandes
mudangas na homeostase celular. A principal via de transducdo de muitos desses sinais
ocorre através da oligomerizagdo e interacdo de proteinas com dominios efetores de
morte (DED) nos receptores de membrana (Tibbetts et al., 2003). Essas proteinas, com
unidade de dominio de morte (DD) e de DED evolutivamente conservados, tém um

nimero de diferentes fungdes na célula, incluindo, a conexdo de receptores de

membrana as caspases efetoras citosolicas (Thornberry et al., 1992).

A sinalizacdo apoptotica converge principalmente para a ativacdo das caspases
intracelulares, uma familia de cisteino-proteases que propagam a sinalizagao de morte
pela clivagem de proteinas celulares chaves (Nicholson and Thornberry, 1997).
Caspases sdo enzimas catabolicas cuja fungdo € digerir outras proteinas e um nimero de
proteinas estruturais podem ser substratos das caspases, como poly- (ADP-ribose)
polymerase (PARP), uma proteina nuclear implicada no reparo do DNA; laminas cuja
clivagem resulta na condensagdo da cromatina; e actina, cuja clivagem das proteinas do

citoesqueleto de actina leva a reorganizacao citosolica (Vermeulen et al., 2005).

Caspases sdo sintetizadas em células normais como proenzimas inativas; ¢ podem
rapidamente ser ativadas pela clivagem autoproteolitica ou clivagem por outras caspases
a residuos de acido aspartico (Asp) especificos (Hacker, 2000). Quando clivadas, em
um residuo de aspartato interno, as procaspases sdo convertidas em enzimas maduras

com o aumento atividade enzimatica (Thornberry et al., 1992). As caspases envolvidas
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em morte celular podem ser divididas em dois subgrupos funcionais baseado nos papéis
que desempenham durante o processo: caspases iniciadoras (caspase-2, -8, -9 e -10) e
caspases efetoras (caspase-3, -6 e -7). Geralmente, caspases iniciadoras, uma vez
ativadas, irdo iniciar um processo em cascata que envolve, posteriormente, as caspases
efetoras, que clivam os substratos intracelulares (Slee et al., 1999a,b). Finalmente, apos
recrutamento das caspases efetoras, desencadeia-se uma série de alteragcdes bioquimicas
e morfologicas caracteristicas da morte apoptdtica (Cohen, 1997). Trés vias podem
regular a atividade das caspases (Figura 2): Via receptor de morte, envolvendo caspase-
8; Via mitocondrial, envolvendo caspase-9 e a via reticulo endoplasmatico, envolvendo
a caspase-12 (Guimaraes and Linden, 2004; Abraham and Shaham, 2004, Vermeulen et
al., 2005).

V—ia Extrinsica Via Intrinsica

Ligante (Fas, TNF)

UV, radiagdo, quimio,

: Stress ER
hypoxia

(desnovelamento de protéinas)

Receptor —p v
Mor':e Membr,a_na
{Fas, TNFR1, DR3) Plasmatica
Adaptador »
(FADD,TRADD)
¥ . Procaspase-12
Caspase-8 —p Mitocdndria pa
Iniciadora Caspase-12
Bcl- Iniciadora
Bid Bcl-
—
Cito c
Caspases Apaf-1
a 5
Efetora Endo G = AIF Retlcjulo _ Caspases
caspase-9 Endoplasmatico Efetora
Iniciadora
RN e e R
l l Nicleo
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I Dominio de Morte

Figura 2: Vias de sinalizacdo de apoptose. Trés importantes vias de ativacdo das
caspases, uma envolvendo receptores de morte, outra a mitocondria e stress no reticulo

endoplasmatico. (—) ativagdo

o Via dependente de receptor de morte
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Receptores da membrana plasmatica pertencentes a superfamilia de receptores de
fator de necrose tumoral (TNF) disparam externamente a sinalizacdo para apoptose.
Dentre estes receptores o Fas (Apo-1 ou CD-95) e o TNF-R1 sdo os mais bem
caracterizados. A ligacdo do Fas (FasL) induz a trimerisagdo do receptor e
recrutamento das proteinas adaptadoras especificas (Ashkenazi and Dixit, 1998). O
receptor Fas contém o dominio de morte (DD) na regido citoplasmatica que interage
com a proteina adaptadora, e o dominio de morte (FADD) associado ao Fas, forma um
complexo de sinalizagdo (DISC) (Garg and Aggarwal, 2002). Além de um DD, o
FADD contém um dominio efetor de morte (DED) e este recruta procaspase-8 que
contem DED dentro do DISC. A procaspase-8 pode ser ativada proteoliticamente para a

enzima ativa caspase-8 (Thornberry and Lazebnik 1998).
o Via mitocondrial

A via mitocondrial de morte também converge para a ativacdo de caspase-3.
Caspase -3 pode clivar uma série de proteinas como PARP (enzima reparadora do
DNA), laminas nucleares, gelsolina, e foldrina (Jiang and Chang, 2000). As duas vias
apoptoticas, intrinseca e extrinseca, podem também ser ligadas através da "Bid", um
proapoptotico membro da familia Bcl-2 (Yin, 2000a,b). Bid ¢ usualmente encontrada no
citosol e ¢ clivada pela caspase-8 para originar tBid, que ¢ translocada para mitocondria
(Luo et al., 1998). Na mitocondria tBid eficientemente ativa Bax que inicia a liberagao
de citocromo c¢ e a disfun¢ao mitocondrial. Essa alternativa ¢ a maneira pela qual a via
mediada pelo receptor se relaciona com a via mitocondrial amplificando a ativagdo de

caspases necessaria para apoptose (Haimovitz-Friedman, 1998).
e Stress no reticulo Endoplasmadtico

No reticulo endoplasmatico (RE), as proteinas obtém suas conformagdes apos
modificagdes pods-transducionais, enovelamento e oligomerizagdo. O acumulo de
proteinas desnoveladas no RE ativa uma resposta a proteina desnovelada (UPR), uma
via de sinaliza¢do conservada que leva ao reparo do enovelamento da proteina ou, em
alguns casos leva a danos severos, o que dé inicio a apoptose. No lumen do RE o Ca*" ¢
armazenado, ¢ um distirbio na sua homeostase da inicio a apoptose (Jaattela, 2004). O
envolvimento da mitocondria na morte celular induzida pelo stress no ER tem sido
mostrado pela liberagdo do citocromo c ap6s a indugdo do stress (Breckenridge et al.,

2003).
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Membros de todas as classes Bcl-2 também estdo localizados na membrana
intracelular do ER e regula a homeostase do Ca®’, provavelmente pela influéncia da
permeabilidade da membrana. A liberagio do Ca*" pode induzir apoptose pela
influéncia do poro de transicdo de permeabilidade (PTP) mitocondrial ou pela ativagao
da caspase-12 (Breckenridge et al., 2003). Esta caspase estad localizada na membrana do
RE e ¢ especificamente ativada durante a apoptose induzida pelo stress no RE (Momoi,
2004). O mecanismo de ativagdo da caspase-12 ndo estd bem esclarecido;
provavelmente envolva a remocdo dependente de calpaina do pro-dominio e sua
clivagem (Breckenridge et al., 2003). Capainas sdo proteases citosolicas dependente de
Ca”" que podem também mediar apoptose independente de caspase (Goll et al., 2003).
Além da caspase-12, outras moléculas pro-apoptdticas associadas ao RE t€m sido
descritas, um exemplo ¢ Bap31, que ¢ reguladora da caspase-8, assim como seu

substrato (Vermeulen et al., 2005).

Grandes progressos tém sido feito nos ultimos anos para compreender as
estruturas e as fungdes das caspases. Existem algumas vias conhecidas de ativagdo de
caspases, entretanto, ndo parecem ser as unicas, pois existem muitas outras nas quais
vem sendo exploradas, como por exemplo, a caspase -2 como uma caspase iniciadora.
Apesar das diversas possibilidades, ja existe consenso que as diferentes vias nao
acontecem independentemente, mas que estdo intimamente correlacionadas. (Lockshin

and Zakeri, 2002; Lockshin and Zakeri, 2004).

Em geral, o modo de execucdo de morte e suas manifestacdes biologicas
dependem do tipo celular, nivel e metabolismo energético, via de sinaliza¢do, estimulos
e ambiente. Dessa forma, existem varias formas intermediarias de morte celular que
possuem caracteristicas morfologicas apoptoticas como também necrodticas, mas a base
de como ocorre a ativagdo dessas vias infelizmente ainda ndo ¢ compreendida. Células
podem ainda desenvolver uma morte celular tipo apoptotica sem ativagao de caspases,
refletindo uma via alternativa onde proteases lisossdmicas possuem papel crucial.
Nesses casos, a condensagao da cromatina € pouco evidente e a fragmentagdo nuclear
usualmente ndo ocorre. Morte celular pode também ser iniciada por um programa de
apoptose padrao, a qual depois ¢ inibida (durante o estdgio final de ativagdo das
caspases) e ¢ finalizada por necrose. Este fendtipo aponecrdtico € caracterizado pela
coexisténcia de nucleos fragmentados e degeneracdo de organelas (Formigli et al.,

2000).
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1.3. Vias de sinalizagdo mediada pelo TNF-«

Outros receptores de morte ativam caspases de maneira similar. A ligagdo do
TNF-a ao TNF-R1 leva a trimerisagdo do TNF-R1 e ao recrutamento de proteinas
adaptadoras TRADD (dominio de morte associado ao TNFR1) (Figura 3). O dominio
de morte do TRADD interage com o dominio de morte do FADD, recrutando
procaspase-8. A caspase-8 ativa leva a ativagdo da caspase-3 (Vermeulen et al., 2005).
Entretanto, a ligacdo do TNF-o ao TNF-RI1 raramente induz apoptose; através da
ligagdo do TRADD ao TRAF2 (fator-2 associado ao receptor TNFR) ocorre o
recrutamento inibidores celulares de apoptose c-IAP-1 e c-IAP-2, duas proteinas anti-
apoptdticas. A ligagdo da proteina de interagdo ao receptor (RIP), uma terceira proteina
capaz de interagir com o TRADD e TRAF2 na membrana citoplasmatica, leva ao
recrutamento e ativacado de um complexo IkB-quinase (IKK), incluindo quinases IKKa
e IKKf, e um modulador essencial do NFkB (NEMO, também chamado IKKy). Uma
vez ativado, o complexo IKK fosforila IkBa nos residuos de Ser32 e Ser36, e ¢
subsequentemente ubiquinado e degradado via proteossomo, levando a ativacao do fator
de transcricdo nuclear NFxB (fator nuclear Kappa B), resultando na transcri¢ao de

genes anti-apoptdticos e promotores da sobrevivéncia celular (Vermeulen et al., 2005).

Fatores de transcrigdo tais como NFxB tém sido implicados em ambos,
carcinogénese e desenvolvimento de drogas resistentes a células tumorais (Hanahan et
al., 2000). Durante a ativagdo do NFxB pode haver a inducdo de apoptose em certas
situagdes (Chuang et al., 2002), mas a maioria das descri¢des sugerem que o NFkB
medeia os sinais de sobrevivéncia celular, o que contrasta com a apoptose (Escarcega et
al., 2007). A expressdo dos genes que inibem a apoptose, como A20, IAPs, e TRAFs,
provavelmente estd envolvida na media¢ao (Barkett and Gilmore, 1999). A partir da
ativacao, o NFkB dissocia-se do IkBa inibitorio e transloca-se do citoplasma para o
nucleo, quando entdo liga-se para promover elementos e a expressdo de genes trans-
ativados. A fosforilacdo do RelA/p65 a certos residuos serinicos também tem fungao
crucial na trans-atividade do NFkB. Quando o NFxB ¢ ativado intrinsecamente ou
constitutivamente pode ser crucial no desenvolvimento de drogas resistentes as células
tumorais; transitoria, a ativacdo induzida do NF«B pode ser tdo importante mas nao ¢

bem estudada (Chuang et al., 2002). A prevencao da ativacdo do NFkB, entretanto,
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pode representar uma oportunidade promissora para a ampliacdo de terapéuticos na

pesquisa contra cancer (Monks et al., 2004).

TNF-R1 TNF-R2

Membrana Celular
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Figura 3: Via de morte e sobrevivéncia celular mediada pelo TNFa.

1.4. Proteinas Vegetais e Apoptose.

As plantas constituem uma importante fonte de componentes que podem induzir
apoptose em uma variedade de linhagens celulares. Diversos estudos t€ém mostrado o
envolvimento de proteinas vegetais, como lectinas, proteinas lectinas-like e inibidores
de proteases, na indugdo de efeitos toxicos diretos sobre células tumorais e ndo tumorais
(Gastman et al., 2004, Rao et al., 2005,Troncoso et al., 2007, Wang et al., 2007).
Algumas comunidades cientificas tém aceitado que o cancer pode ser prevenido e/ou
tratado por uma variedade de compostos presentes na natureza. Estudos
epidemioldgicos indicam que o consumo de dieta baseada em plantas esta fortemente
associado com a reducdo do desenvolvimento de certos tipos de cancer (Block et al.,
1992). Isto pode estar relacionado ao fato das plantas possuirem numerosos
componentes fisiologicamente ativos, ou fitoquimicos, que podem alterar as vias
bioquimicas associadas a iniciacdo, promog¢do e progressdo e do cancer (Mejia and

Prisecaru, 2005). E, seguindo essa proposta, pesquisas tém sido desenvolvidas com
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objetivo de elucidar o mecanismo pelo qual estas proteinas interagem com as células
(tumoral e ndo-tumoral), assim como esclarecer detalhes do processo da morte celular
induzida por elas. (Kim et al., 2003; Abuharbeid et al., 2004; Rao et al., 2005, Troncoso
et al., 2007).

As proteinas ligantes de carboidratos apresentam uma func¢ao chave no controle de
processos normais € patologicos em varios organismos vivos, participando de muitas
reacOes celulares como crescimento e divisdo celular (Marty-Detraves et al.,2004).
Estudos tém mostrado que as lectinas, assim como proteinas com atividade de lectinas-
like disparam varios efeitos biologicos. Algumas lectinas tal como PHA, ConA sao
capazes de estimular a proliferagdo de linfocitos T. Estas proteinas ligam a porgao
carboidrato do receptor da célula T, levando a sua ativacdo e estimulagdo da
proliferacdo de linfocitos T (Hubbard et al., 1986). Outras lectinas, como aglutinina de
germe de trigo (WGA), ricina, abrina, mistletoe, bem como Con A e PHA, sdo
altamente citotoxicas e sdo capazes de matar células normais e malignas em
concentragdes relativamente baixas (Sharon and Lis, 1989, Kim et al.,1993, Bussing et

al., 1996).

Recentemente foi demonstrado que ambos os inibidores de tripsina presentes em
sementes de Peltophorum dubium (PDTI) e sementes de soja (SBTI), com atividade de
lectina-like, causaram apoptose em células de linfoma de rato (Nb2) (Troncoso et al.,
2003). SBTI e PDTI também mostraram induzir apoptose em células leucémicas Jukart,
mostrando uma diminui¢do da viabilidade acompanhada por fragmentagdo de DNA e
nenhuma altera¢do no perfil do ciclo celular. Assim como foi verificado que a apoptose

foi mediada via receptor, pela ativacao da caspase-8 (Troncoso et al., 2007).

Os exatos mecanismos molecular do efeito antitumoral de lectinas e proteinas
lectina-like de plantas ainda ndo estdo bem esclarecido, embora diversas hipdteses
tenham sido reportadas. Muitos desses efeitos provocados por lectinas de plantas sdo
mediados por receptores de superficie celular, mas outros mecanismos podem também
estar envolvidos. Um mecanismo geral que foi inicialmente proposto para explicar o
efeito dessas proteinas ¢ a diferenca na estrutura da superficie da membrana celular
entre células tumorais e células normais (Sharon ans Lis, 1995). Os padrdes de ligagao
da lectina sdo, em alguns casos, especificos para cada linhagem de célula e isso pode
refletir nas diferentes maneiras de progressdo do efeito de uma lectina e proteinas

glicosiladas sobre diferentes linhagens de células (Remani et al., 1994).
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Outros mecanismos da agdo toxica de lectinas e proteinas lectina-like que
culminam com a morte celular tém sido propostos. Assim como drogas anti-tumorais,
estudos tém demonstrado que lectinas de plantas induzem apoptose com fragmentagdo
do DNA. Esses dados permitem concluir que a apoptose pode controlar a resposta das

células apos a interacao estas proteinas.
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2. Objetivoy

Estudar a acdo da proteina lectina-like de sementes de Pouteria torta (Pouterin)

sobre linhagem de células tumorais e ndo-tumoral em cultura;

e Avaliar a atividade citotoxica de Pouterin ¢ a sua capacidade de causar morte

celular;
e (aracterizar as alteragdes morfologicas e intracelulares induzidas por Pouterin;

e Determinar a possivel via de sinalizacao envolvida no processo de morte celular.
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3. Materiaisy e Méetodos

3.1. Reagentes

Anticorpos contra fator-2 associado ao receptor (TRAF2), Bax, receptor 1 de
fator de necrose tumoral (TNFR1), dominio de morte associado ao receptor TNF
(TRADD), tipo 1 de proteina inibitoria de apoptose (IAP1) e p21 foram adquiridos de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Anticorpo policlonal contra fator
nuclear kappa B (NFkB) p65, e anticorpos conjugados com peroxidade anti-coelho e
anti-camundongo foram obtidos do Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA).
Faloidina marcada com isotiocianato foram obtidos Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA), e Kit de detec¢do de morte cellular in situ (ApopTag) e Kit de deteccao de
citotoxicidade colorimétrico (LDH) foram obtidos da Roche Applied Science

(Mannheim, Germany).

3.2. Cultura celular

Células HeLa (cancer cervical humano), Vero (fibroblastica do rim de macaco
verde africano), Hep-2 (cancer epitelial alveolar humano) and HT-29 (céncer do colo
humano) (gentilmente cedidas pela Dra. Maria Silvia V. Gatti, Laboratério de Cultura
de Célula, Departamento de Microbiologia e Imunologia, UNICAMP) foram cultivadas
em meio essencial minimo de Eagle (MEM) com sal de Earle (Nutricell, Campinas, SP,
Brasil), suplementado com soro fetal bovino 10 % (FBS, Sigma, St. Louis, MO, USA),
penicilina (1000 U/mL) e estreptomicina (250 pg/mL). As células foram incubadas em
5 % CO, atmosféricos a 37°C. Apos a formagdao de uma monocamada confluente, as
células foram tripsinizadas com uma solucdo de Tripsina-Versene para dispersdo das
células e ressuspensas em meio MEM contendo 10 % de SFB e 1 % e, posteriormente,
distribuidas em placas de cultura de células (96 ou 24 orificios) em uma densidade (n°

de células/mL) de acordo com a necessidade de cada ensaio.
3.3. Ensaio de Viabilidade Celular.

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados de acordo com Mosman,
(1983), baseado na reducdo enzimatica do 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma) para formar cristais de formazan pela
mitocondria e enzimas desidrogenases celulares. As células foram cultivadas em (1,5 x

10° células/pocos) em placas de cultura de tecido de 24 pocos e expostas a varias
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concentragdes de pouterin por 24 h. Apds a incubagdo, o meio de cultura contendo
pouterin foi removido e as células foram lavadas com 0.1 mL de PBS 0,1 M, pH 7,4 a
37 °C, seguido pela adicao de 300 uL of MTT (Sigma) (1:1 mg/L em meio Eagle) e
incubado por 3 h a 37 °C. As células foram tratadas com isopropanol (Isofar, Jacare’,
RJ, Brazil). As placas foram agitadas delicadamente em um agitador orbital por 15
min, a temperatura ambiente, para solubilizar os cristais de formazan originados a partir
da reacdo do MTT com enzimas mitocondriais em células vidveis. As placas foram lidas
em um espectrofotdmetro a 540 nm. Os valores de absorbancia das células tratadas com
pouterin foram comparados com os valores de absorbancia obtidos a partir das células

controle, sem tratamento.
3.4. Dosagem de Lactato Desidrogenase

As atividades de lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante das culturas de
células foram medidas colorimetricamente como um indice dos danos da membrana
plasmatica e perda da integridade da membrana, usando Kit de deteccao de
citotoxicidade (LDH) (Roche applied science). Os experimentos foram realizados de
acordo com as instrugdes do fabricante. Para a variacdo do tempo a duragdo do

tratamento para LDH foi de 24 h.
3.5. Estudo das Alteracoes Morfologicas induzidas por Pouterin

As alteracdes morfologicas em monocamadas confluentes de células Hela
tratadas e ndo tratadas cultivadas sob laminulas em placas de 24 pogos foram
examinadas em microscopia de luz. Células foram tratadas com pouterin (5 pg/mL) por
2e4ha37°Cem 5 % CO, atmosférico. Células ndo tratadas e tratadas com pouterin
foram lavadas com PBS, fixadas em paraformaldeido 1% em PBS por 10 min, e entdo
lavadas com agua destilada e coradas com azul de toluidina 0,025 % em tampao
Mcllvaine, pH 4,0 (Melo and Vidal, 1980). As laminulas foram entdo montadas sob
laminas usando Entelan e examinadas em microscopia de Luz (Nikon Eclipse E800

microscope).
3.6. Marcagdo do Citoesqueleto de Actina

Células HeLa foram cultivadas sob laminulas e foram tratadas com pouterin (5
png/mL) por 4 h. Células tratadas e ndo tratadas foram fixadas com paraformaldeido em

PBS por 10 min e permeabilizadas em Triton X-100 0,1% em PBS por 5 min. Apos trés
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lavagens em PBS, as laminulas foram incubadas com uma solu¢do de Faloidina-FITC (5
png/mL; Sigma Chemical) em PBS por 30 min e na auséncia de luz. Ap6s a incubagao,
as laminulas foram lavadas 3x com PBS, ¢ montadas sobre laminas com o uso de
glicerol/PBS (9:1, v/v) e examinadas por microscopia de fluorescéncia (Nikon Eclipse

E800 microscope).

3.7. Fragmentacdo do DNA pelo Ensaio de TUNEL (terminal dUTP
nick-end labeling)

As células HeLa foram cultivadas em placas de 24 orificios contendo laminulas,

em estufa a 5 % de COZ, 37°C, até formagdo de uma monocamada confluente. Em

seguida, as células foram tratadas com pouterin (5pug/mL) durante 2 e 4 horas. A
fragmentacdo do DNA foi detectada através do uso de um Kit para marcacao de células
apoptoticas (ApopTag In Situ Apoptosis Detection Kit, Intergen Company, Purchase,
NY) que tem como principio a adi¢do de nucleotideos conjudados a digoxigenina nas
terminacdes 3'OH livres em células cujo DNA encontra-se fragmentado. A metodologia

foi aplicada de acordo com instrugdes do fabricante.

Ap0s o tratamento com pouterin, as células foram fixadas com paraformaldeido
1% em PBS 0,01 M (pH 7,4) durante 10 min e pos-fixadas com etanol/acido acético
(2:1) por 5 min. Em seguida, as células foram tratadas com um tampao de equilibrio
durante 10 segundos a temperatura ambiente e, posteriormente, foi adicionada uma
solucdo que continha a enzima TdT e deoxinucleotideos trifosfato conjugados a
digoxigenina (dNTP-Digoxigenina) durante 1 h a 37°C. Apds esse procedimento, as
células foram tratadas com um tampao de bloqueio durante 25 segundos (sendo os 15
segundos iniciais sob agitagdo) a temperatura ambiente. Posteriormente, as células
foram lavadas com PBS durante 1 min e incubadas com uma solu¢do contendo
anticorpo anti-digoxigenina conjudada a rodamina (Anti-Digoxigenina-TRITC) durante
30 min, a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apos a incubagdo, as laminulas
foram lavadas 3 vezes com PBS e montadas sob ldminas de vidro utilizando-se glicerol-

PBS (9:1). As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia.
3.8. Western blotting

Células HeLa com 80 % de confluéncia foram tratadas com pouterin (S5pu/mL),

apds 1 e 2 h de incubacdo células tratadas e ndo tratadas foram lisadas em 200 mL de
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tampao de lise [Tris-HCl 50 mM, pH 7,4), Tween 20 a 1 %, deoxicolato de so6dio 0,25
%, NaCl 150 mM, (EGTA) 1 mM, Na3VO4 1 mM, NaF 1 mM, e inibidores de
proteinases (aprotinina 1 mg/mL, leupeptin 10 pg/mL e 1 mM de 4-(2-aminoethyl)
benzenesulfonyl fluoride] por 2 horas em gelo. Extratos de proteina foram purificados
por centrifugag@o e as concentragdes de proteina foram determinadas usando o método
de Lowry et al (Hartree, 1972). Um volume igual de tampao de amostra (2 x) [Tris-HCI
100 mM, pH 6,8, dithiothreitol 200 mM (DTT), SDS 4%, azul de bromofenol 0,1%, e
glicerol 20 %] foram adicionados as amostras, que foram subseqiientemente fervidas

por 10 min.

Posteriormente, os extratos das células foram resolvidos em gel de poliacrilamida
contendo SDS (12 %) e transferidos para membrana de PVDF (Polyvinylidene
Difluoride, Millipore, Bedford, MA, USA). As membranas foram bloqueadas com leite
em po livre de gordura 1 % ou albumina de soro bovino (2 %) em TBS-Tween 20 a 0,05
% e incubadas overnight a 4 °C com os anticorpos primarios apropriados a uma dilui¢ao
1:1000. Apds a lavagem com TBS-Tween 20 (0,05%), as membranas foram incubadas
com anticorpo secundario anticoelho ou anti-rato conjugado com peroxidase, a uma
diluicdo 1:2000, e bloqueado com tampdo por 1 h. Detec¢do foi realizada usando

quimioluminescente.
3.9. Anadlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados experimentais foi determinada através do
Student's #-test. Valores de p <+ 0,05 foram considerados significativos, e os resultados
foram expressos como média SD das triplicatas. Cada experimento foi realizado, pelo

menos, trés vezes.
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4. Resultados

4.1. Citotoxicidade induzida por Pouterin

A citotoxicidade de pouterin foi determinada através do MTT. Células aderentes
foram incubadas em concentragdes crescentes (1-20 ug/mL) de pouterin em placas de
tecido de 24 pogos por 24 h. Como mostrado na Figura 4, as células HeLa, Hep-2, HT-
29 foram altamente sensiveis a citotoxicidade de pouterin, e seu efeito foi de maneira
dose-dependente. Entretanto, as células Vero, uma linhagem celular ndo tumorigénica,
foram relativamente resistentes a citotoxicidade de pouterin, € nenhum efeito

significante de pouterin foi observado nas concentragdes de 1-20 pg/mL.

Como observado na Figura 4, houve pouca diferenca na citotoxicidade de
pouterin entre as linhagens. Entretanto, dentre as linhagens tumorais, a célula Hela, foi a
linhagem que sofreu maior efeito citotoxico. Pouterin a 5,0 ng/mL reduziu a viabilidade
das células HelLa a 48 %, enquanto os efeitos de pouterin sob HT-29 e Hep-2 foram
menos pronunciados, exibindo valores de ICsy por volta de 6,0 ¢ 6,8 pg/mL,
respectivamente. O 1Csy de pouterin em células HeLa foi determinado em 5 pg/mL e em

todos os experimentos subseqiientes, esta mesma concentragao foi usada.
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Figura 4: Efeito de Pouterin na viabilidade celular das linhagens HeLa (triangulo ),
Vero (quadrado), Hep-2 (losango) e HT-29 (circulo) . As células foram tratadas com
diferentes concentragdes de pouterin (1-20 ug/mL) por 24 h, e a viabilidade celular foi
determinada pelo método do MTT . Os dados representam a média = S.D de

determinagdes em triplicatas.
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4.2. Efeito tempo-dependente de Pouterin sobre células HeLa

A citotoxicidade induzida por pouterin foi avaliada variando o tempo e a
viabilidade foi determinada através do MTT, assim como a dosagem intracelular de
LDH (Fig. SA e B). Mudangas significativas na viabilidade celular apés 2 h de
tratamento foram observadas. Como mostrado na Figura SA, ocorreu uma redugdo de
aproximadamente 45 % na viabilidade por 6 h. Com 12 h de tratamento poucas células

aderidas poderam ser observadas e muitas delas estavam destacadas.

O perfil da viabilidade pela dosagem de LDH do sobrenadante das culturas de
células HeLa estdo correlacionados com os resultados obtidos com MTT (Fig. SB).
Onde podemos observar um aumento tempo-dependente na dosagem de LDH ap6s 4 h

de incubacao, alcangando um pico maximo de atividade com 12 h de tratamento.
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Figura 5: Efeito time-course da ICsy de pouterin (5 pg/mL) sob a viabilidade das
cé¢lulas HeLa pelo método do MTT (A) e dosagem de LDH (B) do sobrenadante do

cultivar celular. Os dados representam a média = S.D de determinagdes em triplicatas.



81

4.3. Efeito de Pouterin na morfologia das células Hela

O tratamento das células HelLa com pouterin resultou em alteragdes
citoplasmaticas e nucleares (Fig. 6). Células controle apresentaram ntcleo com
cromatina dispersa e nucléolos bem definidos (Fig. 6A). Células tratadas com pouterin
por 2 h mostraram retracao, condensagdo da cromatina e nucleo com diferentes niveis
de compactacdo, nucleo picnoético (Fig. 6B). Fragmentacio da membrana também
foram observados em células tratadas com pouterin (Fig. 6C). A incubacdo com
pouterin disparou significante vacuolizagdo citoplasmatica (Fig. 6D). Fragmentacao
nuclear, formagao de corpos apoptéticos e uma elevada desorganizagdo citoplasmatica
(Fig. 6E) foram observadas apds 4 h de exposi¢do a pouterin. Coletivamente, estes
dados microscopicos observados em células tratadas com pouterin mostraram alteragdes

morfoldgicas classicamente associadas com células apoptoticas.



Figura 6: Alteracdes morfologicas induzidas por pouterin em células Hela (A-E). (A)
Micrografia das células controle coradas com azul de toluidina mostrando nucleo e
nucléolos normais. (B) C¢lulas tratadas com pouterin apds 2 h mostraram retracao
celular, condensagdo da cromatina e nlcleos picndticos (setas). (C) Células tratadas
com pouterin mostraram blebbing na membrana plasmatica (setas). (D) Células
mostraram vacuolizagdo citoplasmatica (setas). (E) Células tratadas apds 4 h mostraram

nucleos fragmentados e corpos apoptoticos (setas). Bars: 10 um



83

4.4. Alteracoes induzidas por Pouterin no citoesqueleto de actina

Microscopia de fluorescéncia revelou mudancas dramdticas no arranjo dos
filamentos de actina em células HeLa tratadas com pouterin (Fig. 7). Como evidenciado
na Figura 7A, células controle mostraram filamentos de actina organizados
normalmente. Apds 4 h de tratamento com pouterin os arranjos nos filamentos de actina

foram rompidos completamente e intensos spots de actina fluorescente foram vistos

dispersos no citoplasma (Fig. 7B).

Figura 7: Marcacgao do citoesqueleto de actina em células HelLa apos 4 h de incubagao.
(A) Células HeLa controle mostraram os filamentos de actina normais no citoplasma
(setas). (B) Células tratadas com pouterin mostraram rompimento do arranjo dos

filamentos de actina e intenso “spots” de actina fluorescentes (setas). Bars: 10 um
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4.5. Fragmentacdo do DNA em células HeLa tratadas com Pouterin

A fragmentagdo do DNA foi detectada pelo TUNEL, o qual mostra uma forma
distintiva de coramento nuclear (Fig. 8). Como observado células nao tratadas
mostraram pouca ou nenhuma marcacao (Fig. 8A), ao contrario, Intensa marcagdo foi
observada em células HeLa tratadas com pouterin ap6s 2 h (Fig. 8B) e 4 h (Fig. 8D) de
tratamento. Consistente com as observagdes realizadas com microscopia de luz,

fragmentacdo nuclear também foi observada ap6s coramento com TUNEL (Fig. 8C).

Figura 8: Efeito de pouterin na fragmentacdo de DNA apo6s coramento com TUNEL
(A-D). (A) células controles mostraram pouco ou nenhuma marcagdo. Células Hela
tratadas com pouterin mostraram coramento intenso dos nucleos condensados apds 2 h
(B) e 4 h (D) de tratamento, respectivamente (setas). Fragmentacdo nuclear foi

observada nas células tratadas com pouterin apds 4 h (C) (setas). Bars: 10 um
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4.6. Pouterin up regula TNFRI em células HelLa

Para obtermos mais informagdes sobre o mecanismo molecular mediado pela
morte celular induzida por pouterin, avaliamos o envolvimento de proteinas associadas
com as vias de sinalizacdo de apoptose e sobrevivéncia celular (Figura 9). Analise de
imunobloting dos extratos totais de células HelLa tratadas com o veiculo ou 5.0 pg/mL
de pouterin por diferentes tempos nos revelou um aumento dose-dependente no nivel de
TNFR1 (Fig. 9A). Para avaliar se pouterin afetava a expressao de outros componentes
do complexo de sinalizagdo TNFR1, nos analisamos a expressdo do TRADD e TRAF2
em células HeLa tratadas e controle. Enquanto somente uma tendéncia fraca para down
regulacdo na expressao de TRADD foi observada apds 2 h de tratamento, TRAF2 foi up

regulada de maneira tempo-dependente sob o tratamento com pouterin (Fig. 9B e C).

C 1h 2h

(A) TNFR1

(B) TRADD

(C) TRAF2

Figura 9: Efeito de pouterin na expressdo de TNFR1, TRAF2 e TRADD em células
HeLa. Ap6s a incubacdo de 1 ou 2 h com 5 pg/mL pouterin, quantidades iguais de

proteina (50 pg) de células totais lisadas foram analisadas em imunoblot com TNFR1

(A), TRAF2 (B), e TRADD (C).
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4.7. Pouterin modula a sinalizacdo do NF kB em células HeLa

Um aspecto caracteristico dos membros da sinalizagdo do TNFR ¢ a ativagao
NF«B, um fator de transcricdo que tem sido implicado na supressao da apoptose através
do TRAF2 (Nakanishi and Toi, 2005). Analise de western blot demonstrou que o
tratamento das células HeLa com pouterin (5.0 pg/mL) induziu uma reduciao de maneira
tempo-dependente na expressao da subunidade NF«B p65 (Fig. 10A). NFxB promove a
sobrevivéncia celular através da expressdo de genes que codificam proteinas anti-
apoptoéticas, como IAP1 e IAP2, que bloqueiam a ativagdo da caspase. Como mostrado
na Figura 10B, células Hela tratadas com pouterin reduziram a expressao da IAP1 de

maneira tempo-dependente

De modo interessante, o nivel de Bax, uma proteina pro-apoptdtica que antagoniza
os efeitos do Bcl-2, foi reduzida pelo tratamento com pouterin (Fig. 10C). Com base
neste resultado, poderiamos especular que a via apoptotica intrinseca pode ndo estar
primariamente envolvida na morte celular causada por pouterin. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para esclarecer esta fun¢do na morte celular induzida por

pouterin.
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Figura 10: Efeito de pouterin na expressdao de NFkB p65, IAP1 e Bax em células HeLa.

Ap6s a incubacdo de 1 ou 2 h com 5 pg/mL pouterin, quantidades iguais de proteina (50

pg) de células totais lisadas foram analisadas em imunoblot com NFkB p65 (A), [API

(B) e Bax (C)
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4.8. Efeitos de pouterin sobre proteinas do ciclo celular em células HelLa

Em adi¢do aos efeitos na apoptose, NFkB pode ativar ciclo celular em células
cancerigenas através da trans-ativacdo do gene que codifica ciclinas D1 ou c-myc
(Bours et al., 2000). Assim, nosso proximo passo foi investigar se pouterin afetava a
expressdo das proteinas envolvidas na regulagdo do ciclo celular. Andlise em western
blotting mostrou um aumento marcante no nivel de expressao da proteina p21 (Fig.
11A), enquanto nenhuma mudanga na expressdo de c-myc foi detectada (Fig. 11B).
Assim, nds concluimos que o aumento na expressao de p21 seja provavelmente pelo
bloqueio da progressdo do ciclo celular, contribuindo assim para processo apoptdtico

induzido por pouterin.

C 1h 2h
of = W W | 2

(B) c-Myc

Figura 11: Efeito de pouterin na expressdo de p21 e c-myc em células HeLa. Apos a
incubacdo de 1 ou 2 h com 5 pg/mL pouterin, quantidades iguais de proteina (50 pg) de

células totais lisadas foram analisadas em imunoblot com p21 (A) e c-myc (B).
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5. Dscussaio-

Apoptose ¢ um mecanismo primario da a¢do de diversas drogas antitumorais, e
protéinas bioativas, incluindo lectinas e proteinas lectina-like, (Kim et al., 1993; Bantel
et al., 1999; Park et al., 2000; Miyoshi et al., 2001; Troncoso et al., 2003, 2007, Ohba et
al., 2004; Rao et al., 2005). No presente estudo, n6s demonstramos que pouterin, uma
proteina com atividade lectin-like, presente em sementes de Pouteria torta, foi
altamente citotoxica contra células tumorais de mamiferos; e de acordo com 0s nossos
resultados podemos evidenciar que esta inibicdo do crescimento foi causada pela

atividade de induzir apoptose.

Dentre as linhagens celulares testadas, HeLa, Hep-2 ¢ HT-29 foram as linhagens
que apresentaram maior susceptibilidade a citotoxicidade de pouterin, enquanto células
Vero, uma linhagem fibroblastica nao tumorigénica, foram altamente resistentes. O
valor de ICsy para a célula tumoral mais sensivel (HeLa) foi de 5 pg/mL. Pouterin
induziu uma diminui¢do tempo-dependente na viabilidade celular de HeLa, que foi
consistente com o aumento de LDH observado no mesmo periodo de tempo. Uma
diminui¢do drastica na viabilidade juntamente com a dosagem de LDH foi observada
por 12-24 h de tratamento das culturas de HeLa. Essa perda da integridade da
membrana, detectada pela presenca de LDH, ocorreu antes das alteragdes morfologicas
e dos danos ao DNA das células. Durante a morte celular programada a perda da
integridade da membrana ¢ um fendmeno observado e acontece, de uma maneira geral,
antecedendo ou de forma concomitante aos episodios de mudangas citoplasmadticas e

nucleares (Hécker, 2000; Cristea and Esposti, 2004).

Noés mostramos previamente que a atividade de lectina-like de pouterin foi inibida
pelas glicoprotéinas como fetuina, asialofetuina, heparina, orosomucoide e
ovoalbumina, com 50 % de concentragdes inibitérias da atividade hemaglutinante de
pouterin (Boleti et al., 2007). Neste presente estudo, nds verificamos que fetuina,
ovoalbumina e heparina, a 1mg/mL ndo tiveram nenhum efeito na citotoxicidade de
pouterin (dado nao mostrado). Estes resultados foram similares com os resultados
obtidos por Troncoso et al. (2003), onde mostrou que PDTI, um inibidor tipo Kunitz,
com atividade de lectin-like, na presenca de glicoproteinas ndo apresentou nenhum

efeito citotoxico em linhagem celulares de linfoma T (Nb2). Embora estes dados



90

sugiram que a atividade citotoxica de pouterin ndo envolva sua interagdo com as

glicoproteinas, esta possibilidade ¢ especulativa e necessita de mais estudos.

Alteracdes morfoldgicas altamente conservadas, incluindo condensacdo da
cromatina, blebbing na membrana e retragdo celular, t€m sido usadas como critérios
morfolégicos para identificar morte celular apoptotica (Abraham et al., 2004).
Tratamento de células HelLa com pouterin resultou em alteragdes morfologicas
significantes semelhantes aquelas das células apoptoticas. Retracdo celular,
fragmentacdo da membrana plasmatica e condensacdo nuclear podem ser observados
logo apods a incubagdo das células HeLa com pouterin. Além disso, fragmentagdo
nuclear, um evento associado com apoptose, foi evidenciada apds 4 h de tratamento.
Observagoes semelhantes foram demonstradas para ricina, uma potente toxina isolada

de sementes de feijao castor (Ricinus communis) (Rao et al., 2005).

Além das mudangas nucleares e na membrana, a reorganizacdo do citoesqueleto
também ¢ uma caracteristica de apoptose, que ¢ seguida pelas mudancas morfoldgicas e
fragmentacao celular descrita acima (Brancolini et al., 1995). O envolvimento dos
microfilamentos nas mudancas morfologicas da apoptose tem sido sugerido por alguns
estudos (Cotter et al. 1992). O citoesqueleto de actina é conhecido por ser crucial na
mediagdo de respostas celulares, tanto em sinais internos e quanto externos.
Fundamental para sua funcdo ¢ uma estrutura dinamica e sua habilidade de ser
reorganizado dentro de estruturas distintas ¢ adequado para tarefas particulares dentro
da célula. Defeitos na sua habilidade em regular os dinamismos da actina, podem ter
efeitos detrimentais na fungdo celular (Gourlay et al., 2005), interferindo com o
transporte vesicular dos precursores de proteinas e, consequentemente, contribuindo

para morte celular (Hesketh and Pryme, 1991).

Nos investigamos a possibilidade das alteragdes morfologicas causadas por
pouterin estarem associadas com o rearranjo do citoesqueleto de actina. O efeito de
pouterin no citoesqueleto foi confirmado pela indu¢ao de mudancas dramaticas (e mais
precisamente o rompimento da actina) na organiza¢do do citoesqueleto de actina das
cé¢lulas HeLa, onde pequenos pontos fluorescentes foram observados. Alteracdes no
citoesqueleto tém sido descritos para inducdo de apoptose em uma variedade de
modelos. Similar a pouterin, Kulkarni and MacCulloch (1995) mostraram que Con A
rompeu o citoesqueleto de actina em fibroblastos gengivais humanos (HGF). Estudos

prévios também mostram que mediadores de apoptose sdo responsaveis pela degradacao
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de uma variedade de proteinas, incluindo proteinas do citoesqueleto, tais como
vimentina, paxilina e actina (Brown et al., 1997; Mashima et al., 1999; Lavastre et al.,
2002). Consecutivamente, estes resultados indicam que anormalidade no citoesqueleto
de actina induzidos por pouterin podem contribuir, no minimo em parte, para as

mudangas morfoldgicas apoptdticas em células HeLa.

Em quase todas as circunstincias de apoptose bem caracterizadas
morfologicamente, a clivagem do DNA nuclear ¢ a maior caracteristica (Bortner et al.,
1995). A morte das células HeLa resultou em fragmentos de DNA oligonucleossomal
que foram detectados pelas marcacdes dos terminais 3°-OH livres do DNA pela agdo da
enzima transferase deoxinucleotidil terminal, a qual catalisa a adicdo dos
deoxinucleotideos a essas terminagdes (ensaio TUNEL) (Collins et al., 1997). O
aumento significante do numero de perfis corados pelo TUNEL associados com as
alteragdes morfologicas em células HelLa tratadas com pouterin confirmaram a

ocorréncia de morte celular apoptotica classica.

Apoptose pode ser induzida por diferentes estimulos, incluido radiagdo
ultravioleta e a ativagdo dos receptores de morte, como TNFR1 e Fas. Ja ¢ conhecido
que o TNFa ¢ um indutor fraco de apoptose, mas apresenta uma importante fungdo na
mediacdo das respostas inflamatdria e imune (Poppelmann et al., 2005). TNFR1 dispara
duas diferentes vias sobre a ligacdo do TNFa, pro ou anti-apoptotica. Ambas as vias
coexistem em certo balanco, e cada uma pode ser promovida dependendo das condigdes
fisioldgicas. O recrutamento do FADD leva a indugdo da apoptose, ou o recrutamento
de um fator associado ao receptor de morte (TRAF) resulta na ativacdo do fator de
transcricdo NFxB, que medeia a via de sobrevivéncia celular, proliferacdo, e resisténcia

de agentes quimioterapicos (Wang et al., 1998; Nakanishi and Toi, 2005).

Os principais genes alvo anti-apoptoticos regulados pelo NFkB incluem aqueles
codificados pelo TRAF1 e TRAF2, IAP1 e IAP2 e proteinas anti-apoptéticas da familia
Bcl-2, tal com Bcl-Xp, (Wang et al., 1998; Bours et al., 2000; Viatour et al., 2005). A
associacdo do TRAF2 com TRADD recrutam IAP1 e IAP2, duas proteinas capazes de
impedir a apoptose induzida pelas caspases (Vermeulen et al., 2005). Liu et al. (1996)
mostraram que a inibi¢do da ativacdo do NFkB e/ou expressdao de seus componentes,
incluindo a p65 (RelA), aumentaram bastante a sensibilidade das células HeLa para

apoptose induzida pelo TNF. Além disso, embrides de camundongos nocaute
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deficientes na subunidade p65 (RelA) do NFkB exibiram aumento da apoptose no
figado (Beg et al., 1995). Ao contrério, a ativagdo deliberada do NF«B protege contra
apoptose induzida pelo TNF.

No presente estudo, a upregulagdo do TNFR1 e TRAF2 por pouterin foi
contrastada com a down regulagdo do TRADD. Além disso, a supressdao da expressao
da subunidade NFxB p65 e IAP1 foi detectada em células tratadas com pouterin. Estes
resultados associados com as mudancas morfologicas observadas em microscopia de luz
e fragmentos nucleares marcados observados ap6s coramento com TUNEL indicam que
o tratamento das células HeLa com pouterin muda claramente o balango entre a inibi¢ao
da morte e os sinais de promogdes de morte em favor do aumento da apoptose. Estudos
tém mostrado que a habilidade das lectinas tal como Con A ¢ VAA em induzir
mudangas no citoesqueleto e perda de proteinas anti-apoptoticas pode causar apoptose
devido em parte a inibi¢do da sintese de proteinas (Kulkarni and McCulloch, 1995;

Lavastre et al., 2002).

Andlise em western blot também revelou que pouterin causa aumento da
expressdo da p21, assim indicando parada do ciclo celular. A p21 ¢ um inibidor da
atividade quinase do complexo quinase dependente de ciclina/ciclina, e ¢ conhecida por
regular as transi¢des do ciclo celular, G;/S e G,/M (Niculescu et al., 1998), que sao
requeridas na progressao do ciclo celular. Similar a pouterin outras proteinas, como
ricina (Keppler-Hafkemeyer et al., 1998), Con A (Desrivieres et al, 1997) e WGA (Liu

et al., 2004) pararam o ciclo celular antes de induzir apoptose.

Em sumédrio, os resultados demonstram que pouterin é um potente indutor de
apoptose. Consequentemente, seria interessante investigar se pouterin pode superar a
resisténcia de células tumorais que sdo imunes a drogas. Além disso, a capacidade de
pouterin inibir a ativacdo do NF«B pode ter implicacdes clinicas que precisam de mais

investigagoes.
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6. Conclusoes

e A proteina lectin-like isolada de sementes de Pouteria torta (Pouterin) ¢ toxica

para células tumorais (células Hela, Hep-2 e HT-29).

e Das linhagens de células tumorais testadas, a linhagem de células de céancer

cervical humano (células Hela) foi a mais sensivel a a¢do toxica induzida por pouterin.

e A citotoxicidade induzida por pouterin nas células Hela, envolve a perda da

integridade da membrana.

e A morte celular induzida por pouterin nas células Hela ¢ dependente do tempo e
leva as alteragdes morfologicas e intracelulares, tais como contra¢do celular,
condensagdo da cromatina e fragmentacdo do DNA, as quais sdo classicamente descritas

para morte celular apoptdtica.
e Nas células Hela, pouterin leva a uma desorganizacao do citoesqueleto de actina.
e Pouterin causou aumento na expressao da p21, sugerindo parada do ciclo celular.

e Estudos subseqiiententes indicam que a apoptose, promovida por pouterin pode

ser explicada parcialmente pela ativacdo do TNFRI.

e O diminuicao na expressao da subunidade do NFxB p65 concomitantemente
com a down regulacao da IAP1, sugerem que a apoptose mediada pelo TNFR ¢ a via

predominante induzida por pouterin em células HeLa.
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