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RESUMO

Os imibidores de proteinases desempenham as mais variadas fungdes biologicas. Em
plantas, eles podem estar envolvidos no mecanismo de defesa vegetal contra predadores e
doengas. Devido a habilidade dessas moléculas protéicas bloguearem enzimas, os inibidores
também podem ser usados como ferramentas no estudo de processos bioguimicos
relacionados a patologias, tais como a inflamacio, hemorragia e até mesmo o céncer.

Neste trabalho, a caracterizagfo fisico-quimica e o estudo dos papéis biolagicos de
dots inibidores isolados e purificados de sementes de Dimorphandra mollis, DMTI (Macedo
et ¢l 2000) ¢ DMTI-IT {Mello et al., 2001) foram realizadas com o objetivo de melhor
conhecer essas moléculas. DMTI (20 kDa) ¢ DMTI-II (23kDa) sfo inibidores de tripsina
pertencentes a familia de Kunitz. A estabilidade da atividade inibitoria de DMTI e DMTI-II
foi analisada € comparada. DMTI e DMTI-II perde, respectivamente, cerca de 20% ¢ 40%
da atividade quando incubados a 60 °C por 20 minutos. Entretanto, a atividade de ambos
ndo foi afetada por diferentes condigdes de pH, concentracBes crescenies dos agentes
redutores DTT e uréia. No entanto, a atividade DMTI-II sofreu um descréscimo de 50%
quando incubado com cloreto de guanidina. A diferenca da estabilidade dos inibidores levou
a investigacio da estrutura protéica de ambos; DMTI ¢ DMTI-II foram submetidos a
analises de dicroismo circular ¢ calorimetria.

A a¢fo inseticida de DMTI-II ¢ DMTT sobre os lepidépteros 4nagasia kuehniella e
Corcyra cephalonica, foram analisadas através de ensaios in vitre e in vivo. Tanto DMTI-1I
quanto DMTI, quando incorporados ao nivel de 2% na dieta artificial dos insetos, ndo se
mostraram agentes inseticidas potenciais contra essas duas espécies. Estes resultados ndo
descartam a utilizacfo dos inibidores de D. mollis na biotecnologia vegetal contra outras
especies de insetos, apenas ajudam a esclarecer as caracteristicas como agentes inseticidas
biologicos.

(unando estudado o envolvimento de DMTI-II ¢ DMTI na resposta inflamatoria
utilizando o edema de pata em ratos como modelo experimental, os resultados mostraram
que doses crescentes de DMTI-II geram uma curva dose-dependente sendo que a resposta

maxima ocorre 30 minutos apds a sua injegdo subplantar, o que sugerin a acfo do inibidor



na liberagdo de histamina e serotonina, que s3o rtesponsiveis pelo aumento da
permeabilidade vascular. A elucidagfic do mecanismo de agdo de DMTI-II foi estudada
através da utilizagdo de drogas antiinflamatérias, como a mepiramina e ciproheptadina;
sendo esta ultima a que melhor inibin 2 acio de DMTII na inducdo do edema.
Concomitantemente, a sua agfo na liberacdo de bradicinina também pode estar ocorrendo,
pois ¢ pré-tratamento com o antagonista de receptores B, . HOE 140, reduziu cerca de 79%
do edema induzido por DMTI-IL

xi



ABSTRACT

Proteinase inhibitors have a wide range of biclogical functions. In plants, they are part of the
defense mechanism against predators and diseases. As they can block enzymes, inhibitors are useful
tools 1n the study of biochemical processes related to pathologies, such as inflammation,
hemorrhage and even cancer.

This paper aims at assessing the physical-chemical features and the biclogical functions of
two inhibitors isolated and purified from Dimorphandra mollis seeds, DMTT (Macedo et al., 2000}
and DMTI-H (Melio et al., 2001). DMTI (20 kDa} and DMTI-II (23 kDa) are trypsin inhibitors
from the Kunitz family. The stability of the inhibitory activity of DMTI and that of DMTI-TI werse
analyzed and compared to each other. DMTI and DMTI-II lost 20% and 40%, respectively, of their
activities when incubated at 60°C for 20 minutes. However, neither inhibitory activity was sensitive
to pH above the 2.0-10.0 range, reducing DTT agents and urea. On the other hand, DMTI-II activity
was reduced by 50% when incubated with guanidine hydrochloride. The difference of stability
between the inhibitors led to further investigation of their protein structure; DMTI and DMTI-II
structures were analyzed by circular dichroism (CD) and differential scanning calorimetry (DSC).

The effectiveness of DMTI-II and DMT! as insecticide in Lepidoptera insects, Anagasta
kuehniella and Corcyra cephalonica, was analyzed in vitro and in vivo assays. Neither DMTI-II nor
DMTI, when incorporated into artificial diet at 2%, were active as insecticide agents against these
two species. Nevertheless, these results do not discard the use of inhibitors from D. mollis in plant
biotechnology against other species of insects; they just help us to understand how they work as
biological agents.

When studying DMTI and DMTI-II participation in inflammatory response in the rat paw
edema experimental model, the results showed that increased doses of DMTI-IT induced a dose-
dependent curve, and maximum response occurred 30 min after sub-plantar injection, which
indicated that the inhibitor is active in the release of histamine and serotonin. which are responsible
for the increase of vascular permeability.

The elucidation of DMTI-I action mechanism was studied by using anti-inflammatory
drugs, such as mepyramine and cyproheptadine, the latter the most effective against DMTI-IT
effects in edema induction. At the same time, it may also be active in bradykinin release as the pre-
treatment with B2 receptor antagonist HOE 140 reduced the DMTI-II induced sdema by nearly
79%;.

xii



I INTRODUCAQ

Os inibidores de natureza protéica s3o capazes de produzir complexos
estequiometTicos com enzimas €, assim, inibir competitivamente as atividades cataliticas
destas (Valueva & Mosolov, 1999a). Eles constituem uma das muitas familias de
macromoléculas que realizam com éxito as mais variadas fungBes bioldgicas. Seus
estudos, atualmente vém sendo realizados extensivamente, ¢ os dados ja obtidos revelam
que o complexo mibidor-enzima ¢ um excelente modelo para investigar os principios
bioquimicos e biofisicos fundamentais da interagio proteina-proteina (Yang ef al., 1998).

A principio, a busca pelo provavel significado nutricional dessas moléculas
desencadeou todo o interesse na pesquisa, pois em alguns casos a presenca destas em
sementes de leguminosas e grios de cereais poderiam afetar a qualidade nuiritiva dos seus
derivados. O micio dos estudos sobre inibidores de protease deu-se em 1938 quando Read
& Hass observaram que um extrato aquoso de farinha de soja inibia a capacidade da
tripsina de dissolver gelatina. Assim, em 1944, Bowman, Ham e Sandstedt purificaram 2
fraclo do extrato responsavel por este efeito (Gatchouse, 1983).

O auge dos estudos deu-se com o isolamento e caracterizago parcial de um
wmibidor de protease de soja (Glycine max) por Kunitz, em 1946. Em 1947, o primeiro
estudo sistematico de imibidores de proteases de origem vegetal foi feito por Borchers &
Ackerson. Entretanto, mnestes primeiros trabalhos, as pesquisas eram restrifas
principalmente 4 inibigdo de tripsina e, em menor intensidade, a mibigio de
quImotripsing.

Desde entdo, a inibic3o destas duas enzimas vem sendo muita mvestigada (Weder,
1981). Além das enzimas serinicas, proteinases de outras classes podem sofrer a agdo de
inibidores. Os mais estudados ¢ melhores caracterizados sio aqueles que inibem as
proteinases cisteinicas e serinicas (Ryan, 1990). Aqui, vamos nos deter aos inibidores de

profeinases serinicas.



L. INIBIDORES: DISTRIBUICAQ, OCORRENCIA E CARACTERISTICAS,

1. Distribuicio e ocorréncia

Estas  macromoléculas estio  amplamente  distribuidas  em animais,
microorganismos e principalmente em plantas (Richardson, 1991; Birk, 1994), onde sdo
encontrados mibidores para quase todos os tipos de enzimas proteoliticas (Sampaio ef o/,
1996). Os inibidores concentram-se principalmente nos Orgdos vegetais reprodutivos e de
reserva, tais como sementes e tubérculos (Ryan, 198 1). Entretanto, j& foram detectados e
isolados em folhas, frutos, raizes e vagens (Xavier-Filho, 1992; Cunningham & Volenec,
1996},

Em relagio a distribuicfio dos inibidores em plantas, sabe-se que as angiospermas
dicotiledtneas englobam o maior nimero de espécies contendo estas macromoléculas,
merecendo destaque as familias Leguminosae e Solanaceae; enquanto gue entre as
monocotileddneas, os inibidores estio mais amplamente distribuidos na familia
Gramineae (Ryan, 1981). Apesar desta ocorréncia generalizada, a quantidade de
mibidores ¢ extremamente varidvel, mesmo entre espécies do mesmo género, € até mesmo

entre variedades de wma mesma espécie (Xavier-Filho et al., 1989).
2. Caracteristicas gerais dos inibidores

Eles sfic moléculas, geralmente, de baixa massa molecular, sendo a diferenciagio
dada pela especificidade ¢ mecanismo de agdo. A especificidade é uma caracteristica
marcante no estudo das interagBes entre enzima e inibidor. Ela é determinada pela
termodindmica das interagBes envolvidas e pela estrutura nativa do inibidor e da enzima
(Macedo & Xavier-Filho, 1993). A massa molecular dessas moléculas varia entre 6 ¢ 50
kDa e mais freqilentemente entre 8 a 25 kDa (Richardson, 1991).

Os inibidores vegetais apresentam uma classificagio sendo que estio divididos em

familias Kunitz, Bowman-Birk, Batata 1, Batata 11, Abdbora, Superfamilia Cereal, Ragi 1-



2, Taumatina ¢ PR-proteinas (Richardson, 1991). Dentre elas destacamos as seguinies

familias de mabidores:

a)

b)

Inibidores da familia Kunitz: proteinas que apresentam massa molecular entre 18 e
24 kDa; com uma ou duas cadeias polipeptidicas; baixo contetdo de cisteina,
geralmente com quatro residuos de cisteina que formam duas pontes dissulfeto,
dando estabilidade a estrutura protéica (Richardson, 1991). Os inibidores desta
familia apresentam um fmico sitio reativo que lhes permite inibir somente uma
molécula de enzima, formando wmn complexo 1:1 (inibidor:enzima). Além de inibir
tripsina, muitos inibem fracamente a quimotripsina, como o inibidor isolado de
sementes de Canavalia lineaia (Terada er al., 1994). Podem também ser ativos
contra oufras classes de enzimas diferentes das serinoproteinases, como um dos
trés inibidores isolados de Solarum tuberosum, que mostrou ser eficiente sobre as
proteinases cisteinicas, tais como papaina e bromelaina, apesar da homelogia com
esta familia (Valueva ez al., 1997).

Inibidores da familia Bowman-Birk: sfo proteinas com massa molecular entre 8§ e
10 kDa; com alte contetido de cisteina podendo apresentar 7 pontes dissulfeto, que
conferem grande estabilidade 2 sua estrutura (Richardson, 1991). Os inibidores
desta familia recebem 2 denominagiio de “double-head” (dupla-cabega) por
apresentaremm dois sitios reativos independentes, capazes de formar complexos com
diferentes proteinases (Birk, 1994) e os tormnam capazes também de inibir
simultaneamente duas moléculas de tripsina ou ainda uma molécula de tripsina e
outra de quimotnipsina, formando assim, complexos 1:2 (mibidor:fripsinatripsina)
e 1:1:1 (inibidor:tripsina:quimotripsina), respectivamente (Prakash ez of, 1996).
Inibidores da familia Abdbora: so os menores inibidores de serinoproteinases,
apresentando massa molecular de 4 kDa a 7 kDa; 3 pontes dissulfeto. Sendo
isolados de sementes pertencentes a famflia Cucurbitaceae (Richardson, 1991) Por
atuares sobre fripsina e algumas enzimas da cascata de coagulacio sangiiinea
aparentemente sdo forte candidatos a serem utilizados pela industria farmacéutica

como drogas, com efeito, sobre doengas cardiovasculares (Hayashi ef al., 1994,



d) Familia Batata I os inibidores desta familia apresentam uma massa molecular
entre 8 ¢ 10 kDa; uma anica cadeia polipeptidica e somente uma ponte dissulfeto.
Inibem fortemente quimotripsina, subtilisina ¢ em menor grau  fripsina
{(Richardson, 1991; Hejgaard er al, 1994).

e} Inibidores da familia Batata IT- apresentarn massa molecular aparente de 12 kDa;
alto conteido de cisteina (aproximadamente 6 pontes dissulfeto), sendo o primeiro
desta familia completamente seqlienciado, o imibidor de fripsina presente no
pericarpo de berinjela (Solanum melongena). S3o também encontrados em batatas,
folhas de tomateiro, mostardas e em outros vegetais, mas ndo ha registros da
presenca destes em sementes (Richardson, 1991: Antcheva et al., 1996). Inibem
principalmente quimotripsina, tripsina, sendo melhores inibidores para a subtilising
(Phunkett ef af., 1982).

3. Estabilidade nos inibideres de serinoproteinases

Os inibidores de proteinases sio considerados moléculas estidveis, podendo
apresentar resisténcia ao calor, 4s variages de temperatura e de pH, e a protedlise por
proteinases diferentes daquelas nfo inibidas. Esta estabilidade tem sido atribuida em parte
as pontes dissulfeto e outras interagSes ndo covalentes que contribuem significativamente
para a estabilidade dos mesmos (Belitz & Weder, 1990).

Particularmente, quando comparamos as duas principais familias de inibidores de
serinoproteinases, observamos que inibidores do tipo Kunitz e do fipo Bowman-Birk
diferem-se, além da massa molecular, no contetido de ligacBes dissulfeto e na estabilidade
frente a agentes desnaturantes (Ramasarma ef ., 1995).

Normalmente, a grande estabilidade dos inibidores pertencentes 4 familia de
Bowman-Birk € atribuida, na maioria das vezes, 2 presenca do alto contetido de pontes
dissulfeto. Isso justifica a utilizagio de agentes redutores para monitorar a atividade
inibitoria e mudancas conformacionais, que sfo analisadas por métodos fluorimétricos no
estudo de estabilidade e inibidores (Lehle er ol 1996; Ramasarma e/ al., 1995; Souza et
al., 2000),



Entretanto, alguns mibidores tipo Kunitz mostram ser estiveis quando submetidos
a agdo de agentes desnaturantes, sejam eles fisicos ou quimicos. Estas cbservagdes
sugerem que a estabilidade dos inibidores desta familia pode nfo estar relacionada com a
presenca de pontes dissulfefo, pois estes apresentam geralmente até duas ligacSes deste
tipo. Por exemplo, o inibidor de quimotripsina presente em sementes de Schizolobium
parahyba mostrou ser estavel quando aquecido até 75°C, por 1 hora, nfo ocorrende z
sendo que a 95°C suva atividade foi completamente anulada em 5 horas. Logo, este
mibidor € uma proteina relativamente termoestivel apesar de sua molécula conter apenas
duas pontes dissulfeto (Souza ¢7 o/, 1995).

Batista er af. (1996) demonstraram que atividade inibitéria de ECTI (um mibidor
de tripsina presente em sementes de Enrerolobium contortisiliguum) também foi mantida
ate 3 temperatura de 60°C. Macedo ef al. (2003) relataram que o inibider PDTI, presente
em sementes de Peliophorum dubium, manteve cerca de 80% da sua atividade inibitdria
apos ter sido incubado por 30 minutos na temperatura de 80 °C.

Além da temperatura, as variagbes de pH sfo capazes de interferir o estado ibnico
das cadeias laterais de aminoédcidos, alterando, portanto, a distribuigiio de cargas € a
existéncia de pontes de hidrogénio, que contribuem para a estabilidade das proteinas. A
estabilidade de inibidores em diferentes condigdes de pH ¢ fato ja registrado na literatura
(Richardson, 1991) e também ja observado por Batista ef al. (1996) quando estudaram a
estrutura primarnia de um inibidor do tipo Kunitz presente em sementes de Enterolobium
contortisiliguum, o ECTL. A pré-incubagio de ECTI na faixa de pH entre 2,0-12,0
mostrou ndo afetar sna atividade inibitria.

Ja acio de um agente redutor, como o ditiotreitol (DTT), sobre as pontes dissulfeto
presentes no inibidor pode causar danos i sua integridade, e provavelmente, afetar a
atividade aniririptica do mesmo, dependendo da localizagio dessas pontes em relacdo ao
seu sitio reativo. O inibidor de P. dubium, o PDTI, sofren uma perda de cerca de 40% e
60% na sua atividade quando incubado com 10 mM, apés, respectivamente, 45 e 120

minutos. Quando o mesmo inibidor foi submetido a concentragfio de 100 mM de DTT,



sua atividade sofren um decréscimo de 90% 3 partir de 45 minutos de meubacio (Macedo
et al., 2003}

O estudo da estabilidade de inibidores de serinoproteinases e de outras proteinas
representa fundamental importincia quando o objetivo € esclarecer e entender melhor a
atuacdo destes em sistemas bioldgicos. Conhecer a estruturas de uma proteina ou de um
inibidor € determinar seu comportamento frente as condigbes diferentes daguelas
impostas pelo seu meio natural, permitiria melhor compreender os mecanismos de agio

dessas moléculas protéicas.

4. Papéis biolégices deos inibidores

Em plantas, por exemplo, inibidores de proteinases podem atuar como protefnas de
reserva (Mosolov, 1995; Valueva & Mosolov, 199%a) ou podem estar envolvidos no
mecanismo de defesa vegetal contra pestes e doengas causados por patbgenos (Jongsma &
Boulter, 1997; Shewry & Lucas, 1997; Valueva & Mosolov, 1999b). Além dessas suas
fungbes biolégicas naturais, os inibidores podem ser wutilizados como ferramentas
alternativas no tratamento de patologias humanas tais como mflamacio (Oliva et al.,
2000) e céincer (DeClerck & Imren, 1994; Kennedy, 1998).

A seguir, detalharemos o papel de inibidores em plantas, destacando sua agio

inseticida bem como seu papel na area famacolégica.



2. A MULTIFUNCIONALIDADE DOS INIBIDORES EM PLANTAS

Como vimos, os imbidores apresentam uma ampla distribuicdo em plantas, além

do gque, quando presenfes, podem apresentar-se em alto contefido principalmente em
sementes. Isso vem desperfando a atencSio de pesquisadores que buscam elucidar os
papéis bioldgicos que estas proteinas possam executar nos vegetais,

Os imbidores acumulam-se durante a maturagio da semente ou do tubéroulo,
sugerindo que eles facilitern o estoque de proteinas de reserva por atenuarem a atividade
de proteases. Tem-se discutido que este actmulo ¢ um indicativo da principal fungfio dos
inibidores, a de defesa, pois a manutengio da integridade destes érgdos € essencial para a
sobrevivéncia das espécies, ou seja, a presenca de inibidores nas sementes poderia
protegé-las de herbivoros durante o processo de embriogénese ou na maturagfio. Além
disso, estudos sobre a regulagfo da transcrig@o de inibidores de proteinases em tecidos
vegetais especificos sugerem que cles tenham fungdes endégenas na planta (Koiwa ef gl
1997).

Segundo Valueva & Mosolov (1999b), sfo consideradas trés principais fungdes
fisiologicas dos inibidores de proteinases em plantas: proteinas de reserva; reguladores
enddgenocs da atividade de proteinases e componentes que participam do mecanismo de

defesa de plantas contra microorganismos ¢ insetos.

1. Inibidores comeo proteinas de reserva e reguladores enddégenos

A possivel fungfo de alguns inibidores como proteina de reserva tem sido
caracterizada em varios estudos. Alguns mais recentes t#€m mostrado que a relagio de
proteinas de reserva e mibidores € mais complexa. Andlises das estruturas primérias da
proteina de reserva 25 albumina ¢ de um inibidor bifuncional (que inibe tripsina e a-
amilase) presentes nas sementes de Ricimus communis, mostraram que ambas sio
similares. Inibidores de tripsina de Brassica napus e de duas espécies de mostarda
(Sinapis arvensis ¢ Brassica nigra) pertencem 3 mesma familia da proteina de reserva 28
albumina de Cruciferae, que ¢ a familia Napin. As moléculas desta familia (incluindo os

mibidores de proteinase) consistem de duas cadeias polipeptidicas, uma de 4,5 kDa e



outra de 10 kDa, ligadas por pontes dissulfeto ¢ sdo formadas por processamento
proteolitico de um precursor protéico com massa molecular de 20 kDa. Tém-se notado
também que proteinas desta familia apresentam propriedade de inibic8o relativamente
fraca (Mosolov er al., 2001}

Cuanto & utilizagdo dos inibidores como fonte de reserva, segundo Valueva &
Mosclov {1999), os mibidores de proteinases podem ser considerados como uma reserva
especial de enxofre e nitrogénio, devido 4 composiclio de seus aminoacidos, ditos
sulfurados, que serfio degradados e reutilizados na construgdo de oufras proteinas,
contribuindo para o melhor desenvolvimento da planta.

Além da possibilidade dos inibidores atuarem como proteinas de reserva, eles
podem regular a atividade de proteases endégenas envolvidas na degradagdo de proteinas,
durante o processo de germinagdo, de acordo com as necessidades da planta, pois estas
s#o responséveis pela ativaglo ou nfo de certas vias metab6licas (Mosolov, 1995).

As plantas parecem utilizar principalmente cisteinoproteinases na mobilizacdo de
proteinas de reserva, bem como na degradagio protéica, porém a presenca de
serinoproteinases ndo estd descartada. Em 1965, Shain & Mayer mostraram a participagio
de serinoproteinases e de seus inibidores no controle endégeno da atividade proteolitica,
Eles isolaram inibidores de proteinases em sementes de alface que inibiam a atividade de
uma enzima proteolitica enddgena; essa enzima foi, posteriormente, qualificada como
semelhante 4 tripsina em especificidade. Verificaram que 2 medida que a germinacfo
dessas sementes evoluia, os inibidores iam desaparecendo e a atividade enziméatica
aumentando, sugerindo que a enzima preexistiria na semente dormente, complexada com
o inibidor, ou alternativamente, preexistiria como zimogénio sendo, nesse caso, ativada
autocataliticamente ou por meio de outras enzimas (Valueva & Mosolov, 1999b).

Segundo Richardson (1991), ha evidéncias de que inibidores do tipo Kunitz
presentes em cereais parecem ser importantes na regulacio da atividade de uma g-amilase
especifica que mobiliza 0 amido durante a germinacio das sementes.

Ha também a probabilidade de inibidores de proteinase apresentarem papel
mmportante em situagdes de estresse pela qual a planta é submetida no ambiente. Em

Raphanus sativus e Brassica napus foi observado, a induglio de uma proteina de 22 kDa
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homéloga ao imbidor SBTI, quando essas espécies estavam sob condicfo de alta
concentragio salina ¢ estresse hidrico. A fungfo destas protefnas ainda nfio esta clara, mas
supbe-se que eclas regulariam a atividade endégena de proteinases, pois £ sabido que em
situaglo de estresse ocorre freqlientemente um aumento da atividade proteolitica (apud
Mosolov et al., 2001).

Z. Inibidores cem acio fungicida e antimicrobizna

Em 1976, Mosolov et al demonstraram a agfio de inibidores presentes em
sementes de feljio comum, feijio-de-lima e soja sobre o fungo Fusarium solani. Em
1994, Lorito ef al. relataram a purificagfio de um inibidor de tripsina e quimotripsina
presentes em folhas de Brassica oleracen que apresentava agdic antifimgica contra os
fungos Botrytis cinerea e Fusarium soloni que nfio sfio predadores especificos desta
espécic de couve. Inibigdes dos esporos germinativos ¢ do tubo de elongacdo foram
observados nas duas espécies, juntamente com o actimulo de exsudato amorfo ao redor
das micelas. Este fato sugeriu que possivelmente os inibidores estariam blogueando a
sintese de quitina, um polissacarideo presente na parede celular, debilitando as hifas. O
mesmo inibidor foi testado contra o fungo Alternaria brassicicola, uwm patbgeno
especifico cujo desenvolvimento ndo foi afetado.

Blanco-Labra ef al. (1995) também demonstraram que um inibidor de tripsina de
mitho de 12 kDa ¢ capaz de diminuir a atividade enzimatica de Aspergillus niger e
Aspergillus fumigatus. Essas duas espécies de fungo, principalmente a segunda, causam
sérios problemas durante a armazenagem de diferentes tipos de gramineas. Os resultados
sugerem a possibilidade de utilizagio destes inibidores contra o ataque de
microorganismos fitopatogénicos.

Em 2000, Giudici ef al. detectaram e purificaram uma proteina com forte atividade
antifimgica em flores férteis de girassol (Helionthus annuus), uma espécie pertencente 3
familia Asteraceae. Apds o processo de caracterizagio desta proteina, ficou claro que se
tratava de wm mibidor de tripsina, o primeiro isolade de flores com esta atividade, que foi

chamado de SAP16. Este inibidor reduziu a germinacdo do fungo Sclerotinia



sclerotiorum, que & responsavel por perdas na producdio agricolas de cerca de 400
espécies de plantas, incluindo o H. annuus. Entretanto, os pesquisadores demonsiraram
que a agdo de SAP16 sobre a da germinacio dos espores de S sclerotiorum nio é devida
a sua propriedade de inibir alguma proteinase necessaria a0 processo germinatvo,
Provavelmente, a agfio do inibidor seja diretamente na membrana do fungo através de
mieragdes eletrostaticas entre SAP16 ¢ os fosfolipidios presentes na membrana. Isto se
deve ao fato de que guando eles analisaram o efeito de SAPI6 na presenga de scido
fosfatidico (PA), um fosfolipidio anidnico constituinte de membranas, eles observaram
que o PA foi capaz de neutralizar a inibigfo da germinacio causada por SAP16, sugerindo

que 2 proteina reage com o acido fosfatidico em vez de se ligar s membranas do fumgo.

3. Inibideres como agente inseticida

No sistema de co-evolugio da interacio planta-inseto, as plantas s8o capazes de
sintetizar uma gama de moléculas para defendé-las contrz o ataque de insetos. Os
inibidores ativos contra as enzimas protecliticas de insetos estdio entre essas moléculas
{De Leo et al. 2001).

O provavel papel dos inibidores na defesa vegetal foi mvestigado ja em 1947,
quando Mickel e Standish observaram que as larvas de certos insetos nio eram capazes de
se desenvolverem normalmente sobre produtos de soja. Em 1954, foi mostrado por Lipke
et al. que os mbidores de tripsina presentes na soja eram téxicos as larvas de Tribolium
confusum. Seguindo estes primeiros estudos, houve entio varios exemplos de inibidores
ativos comtra certas espécies de insetos, tanto em ensaios 7 vifro com proteases digestivas
quanto em bioensaios de alimentagdio artificial (Lawrence & Koundal, 2002).

Os ensaios de inibigdo in vitro sdo utilizados para determinar o efeito destas
macromoléculas sobre as proteases intestinais do inseto, avaliando assim seu potencial em
imbir 0 desenvolvimento do mesmo, quando ingeridas {Broadway & Duffey, 1986;
Christelier ef al., 1992). Entretanto, alguns inibidores que mostram ser efetivos sobre as
enzimas digestivas de insetos podem apresentar nenhum ou pequeno efeito sobre o

desenvolvimento destes quando incorporados & sua dieta {Broadway, 1995; Jongsma ef
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al., 1995}, A qualidade da dieta artificial é muito importante nestes ensaios, pois a adicdo
de aminoacidos essenciais pode muitas vezes regular ou até mesmo anular o efeito
prejudicial do inibidor em estudo (Broadway, 1997).

A associago enzima-inibidor pode bloquear uma determinada protedlise, mas ndo
elimina a digestio proteolitica no intestino médic dos insetos. Possivelmente um fator
mais importante seja a hipersecregdio de outras proteases para compensar 3 baixa atividade
proteoclitica causada pela presenca dos inibidores. Fsta produgo excessiva é considerada
nociva, por interferir em outras vias metabdlicas, limitando 2 disponibilidade de
aminoacidos essenciais para a sintese de outras proteinas, acarretando reducfio no
crescimento € no desenvolvimento do inseto, podendo, talvez, conduzi-lo & morte
{Gatehouse e/ al., 1993; Jongsma & Bolter, 1997). Sabe-se também que a inibicio direta
das enzimas digestivas ndo é o principal mecanismo de acdo dos inibidores, pois a
ingestio crbnica destes ocasiona acBes adversas no organismo alvo (Broadway, 1995),
tais como o comprometimento do balanco hidrico ¢ a regulagio da metamorfose (Boulter,
1993).

De acordo com Heath es ol (1997), foram descritos trés tipos de acgfio dos
imibidores sobre os insetos. Na primeira, o inibidor causaria um retardamento severo no
desenvolvimento do inseto alvo sem diminwicdo da atividade proteolitica das enzimas
digestivas, mas acarretando uma hiperprodugio nociva de proteases. Na segunda, o
imbidor nfio apresentaria nenhum efeito sobre o desenvolvimento do mseto; pois este
estaria compensando a inibigdo de uma enzima pela inducdo de uma nova proteinase; este
é o caso de insetos pertencentes a ordem Lepidoptera, onde a tripsina inibida foi
substituida por uma nova tripsina que era insensivel ao inibidor da dieta (Broadway,
1995; Jongsma et al., 1995). E finalmente, a terceira agdc seria a combinacio de um
drastico atraso no desenvolvimento acompanhado da diminuigio da atividade proteolitica
do inseto, sendo esta, portanto, a representante do sucesso dos inibidores sobre insetos.

Contudo a potencialidade de um inibidor depende basicamente: (1) da sua
compatibilidade estrutural com z proteinase do organismo alvo; (2} de condigdes
fisiologicas internas do intestino, por exempio, o pH; ¢ (3) da qualidade da dieta ingerida

pelo inseto predador, principalmente quantc a qualidade ¢ quantidade de proteinas
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(Broadway, 1995). Por esta razfio, apesar de que inibidores de serinoproteinases, em
geral, poderem contribuir na defesa de plantas contra a invasdo de organismo, sua eficicia
dependera de todos esses fatores. Broadway (1997) considerou que os insetos podem
possuir mecanismos especificos para a regulacio de cada proteinase, controlada por um
peptideo monitor, que poderia ser responsével pela induglio de proteinases sensiveis ou
ndc a0 wibidor ingerido.

Atuals pesquisas nessa area t8m proposto a utilizagdo de milfiplos imbidores com
a finalidade de agir contra todas as proteinases intestinais. Esta combinagio aumentaria a
estabilidade destes no intestino, prevenindo a degradagio pelas proteinases presentes, e 3s
vezes prejudicando a digestdo de proteinas ingeridas na dieta (Harsulkar ef al., 1999).
Assim, a combinagio de inibidores que atuam sobre diferentes tipos de proteases ou a
associagdo de inibidores de proteinases com outros genes de tesisténcia sio estratégias

que merecem ser pesquisadas e exploradas (Jouanin f al., 1998; De Leo ef al., 2001).

4. Qutras proteinas de defesa vegetal

Além dos inibidores, lectinas, proteinas inativadoras de ribossomos (R1Ps),
gheohidrolases, arcelinas, quitinases, canstoxina e formas modificadas de proteinas de
reserva, tais como as vicilinas também estio envolvidas no complexo mecanismo de
defesa vegetal (Carlini & Grossi-de-$4,2002).

As lectinas, glicoproteinas encontradas em microorganismos (Sasmal er al., 1992),
animais {Ashewell & Harford, 1982) ¢ principalmente em plantas (Peumans & Van
Damme, 1995), t€m sido muito estudadas devido a sua eficicia como agentes inseticida e
fungicida. A arcelina, por exemplo, mostrou ser toxica ao bruquideo Zabrotes
subfasciatus (Paes ef al., 2000). Ja a lectina de trigo, a WGA_ apresentou papel fungicida
sobre os fungos Fusarium graminearum e Fusarium oxysporum (Ciopraga et al., 1999).
Em 2002, Freire ef al. mostraram que a lectina de Talisia esculenta, TEL, inibiu cerca de
50% o desenvolvimento dos fungos F. oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum

numa concetracio de 280 pg mL™” |



Proteinas de reserva sfo sintetizadas e acumuladas durante o desenvolvimento da
planta. Em sementes de leguminosas hi proteinas de natureza globulinica que conferem
resisténcia 4 planta contra o atague de insetos predadores, como foi mostrado por Macedo
et al. (1993}, Os pesquisadores purificaram e verificaram os efeitos de uma proteina de
origem globulinica, denominada vicilina, sobre o desenvolviments do inseto
Callosobruchus maculatus, evidenciando assim a potencialidade desta proteina como
agente inseticida.

Carlini et of. (1997) verificaram que a canatoxina, uma proteina isolada de feijéo-
de-porco {(Canavalia ensiformis), mostrava-se eficientemente téxica sobre duas espécies
de insetos, Callosobruchus maculatus e Rhodnius prolixus. Segundo os pesquisadores, 03
efeitos toxicos da canatoxina podem ser comparados, da mesma forma, com os
apresentados por algumas lectinas (Huesing ef al., 1991), alguns inibidores de o-amilase
(Ishimoto & Kitamura, 1989), inibidores de proteinases (Hilder er ol 1989; Johnson et
al., 1989} e pelas formas variantes de vicilina (Macedo et al., 1993). Em 2001, Follmer e
al. mostraram que esta proteina toxica de C. enmsiformis, a canatoxina (CNTX), ¢ uma
isoforma da wrease (JBU) também presente na mesma semente. Além disso, eles
mostraram que os efeitos bioldgicos da CNTX eram independentes de sua atividade
ureolitica.

Os estudos com inibidores de a-amilase, que s3o encontrados em variedades de
cereais come cevada, trigo, arroz, € também em algumas leguminosas, t€m apresentado
resultados de relevante importancia. Em 1991, Huesing ef a/. mostraram que inibidores a-
amilase presenies em sementes de feijio (Phaseolus vulgaris) séo responsaveis pela
resisténcia ao ataque de C. maculatus. J4 Schroeder ef al. foram mais além, em 1995, eles
transferiram ¢ gene do inibidor de w-amilase de feijio para ervilhas gue conferiu
resisténcia contra o ataque do gorgulho Bruchus pisorum, demonstrando mais uma vez
que algumas proteinas podem participar do mecanismo de defesa das plantas.

Macedo er al. (2000a) isolaram uma proteina de milho (Zea mays) de 10 kDa,
denominada por =zeatoxina, que se mostron eficientemente toxica aoc imseto
Callosobruchus maculatus, apresentando uma taxa de LD50 quando mcorporada a 0,5%

na dieta artificial.
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3. INSETOS

1. Banos causados por insetos na producio de alimentos

Com um aumento calculado da populago mundial de 10 bilhdes de pessoas para
as préximas quatro decadas, wma prioridade imediata na agricultura ¢ atingir a produgio
maxima de grios e de outros produtos seguindo o conceito do manejo sustentavel.
Estima-se que hé perdas de 10 a 20% nas principais produgfes agricolas devido 3
presenga de insetos herbivoros, o que € um fator significante na Iimitago da produgiio de
alimento (Ferrv et al., 2004).

Dentre os graos cultivados, os grios de leguminosas ocupam o terceiro lugar atrss
de cereais e sementes oleaginosas na produgio mundial {Popelka et al., 2004). Milho {Zea
mays), tigo (Triticum aestivum), soja (Glycine max) e principalmente as variedades de
feijfic (por exemplo, Vigna wunguiculata e Phaseolus vilgaris) sdo os grios gue
representam uma grande parte da fonte protéica na alimentagio humana ¢ de animais
(Duranti ef af., 1997). O armazenamento adequado destes poderia permitir a manutengio
de estoques estratégicos e reguladores além da comercializacdo posterior. A cultura do
fetjdo-de-corda (Vigna unguiculata) é freqilentemente mantida em regides tropicais,
subtropicais € semi-aridas, cujas sementes siio consideradas uma importante fonte
protéica (Singh & Rachie, 1985). Esta cultura ¢ um exemplo classico de perda na
producdio durante o armazenamento prolongado, no gual os grios sio extensivamente
atacados por insetos, inviabilizando-os ao plantio além do consumo humano ou animal
(Machuka et ai., 2000).

Além dos insetos serem considerados os maiores causadores das perdas massivas
na producdo, eles podem agir de forma indireta, pois existe a possibilidade de atuarem
como vetores de vérios outros microorgamismos fitopatogenos, como por exemplo,
fimgos, agravando assim a perda da produgiio (Hilder & Boulter, 1999).

Insetos pertencentes as ordens Coleoptera e Lepidoptera representam oS priucipais
responsaveis pelos danos causados no campo ¢ no armazenamento de culturas de

maportdncia socio-econdmica. Os coledpteros da familia Bruchidae sio de maior
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importancia em relagdo a infestagio de feijdes, sendo mencionadas as principais £species
predadoras dos grdos estocados: Acamthoscelides clandestinus (Most), Zabrotes
subfasciatus (Borh) e Callosobruchus maculaius (Fabr) (Singh et al,1985). Esta altima,
representa a principal praga de Vigna unguiculata durante o seu armazenamento (Sales ef
al., 1992, Macedo ez al., 1993; Fernandes ef al., 1993). Hall er al. {1997) revelaram que
este inseto, conhecido como gorgulho ou caruncho do feijfio-de-corda, freqlientemente
danifica de 50 a 100% das sementes estocadas num periodo de 3 a 6 meses, em condigdes
de mfestacbes severas. A infestagfo dos grios ocorre com maior intensidade em climas
quentes ¢ areas tropicais, onde os problemas comegam no campo.

Em relagdo aos lepidopteros podemos citar alguns exemplos de especies que
afetam culturas importantes. Esta ordem agrupa as mariposas e borboletas, cujos adultos
n#o podem consumir materiais solidos, sendo os danos causados pelas larvas, que
possuem aparato mastigador. As larvas das espécies do género Helicoverpa {Lepidoptera:
Noctuidae) sdo comsideradas pestes na Asia, Australia e nas Américas. Elas causam
perdas em muitas culturas importantes tais como de algoddo, grio-de-bico, mitho, tomate
¢ girassol (Volpicella er ol., 20603).

Um outro exemplo € a espécie cosmopolita Anagasta kuehniella {(Lepidoptera:
Pyralidae) que € predominante em zona de clima temperado, sendo nativa da Europa. Ela
ataca grios ¢ farmha j& processada ¢ armazenada, sendo gue poucos produtos vegetais
secos e armazenados estdo protegidos desta pequena traca voraz. As larvas vivem em
cereais moidos, ¢ muitas vezes em produtos ji processados como farinhas, fubas,
chocolates em pd, biscoitos, doces e ragdes. Quando presente em moinhos, a farinha
aglutinada muitas vezes obstrui o maquinario causando interrupgfio da moagem € em
armazenagem a granel podem cobrir as paredes com teias que podem servir de abrigo
para outros insetos (Pacheco & De Paula, 1995).

Pertencente a mesma familia Pyralidae, a Corcyra cephalonica é uma outra espécie
com caracteristicas semelhantes a 4. kuehniella. Ela é conhecida popularmente como
traga do amroz ¢ € encontrada em regides tropicais e subtropicais, atacando um grande
nimero de produtos armazenados como amendoim, sorgo, trigo, arroz, café, cacau,

farinhas, frutos secos e algodio (Pacheco & De Paula, 1995).
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2. Proteinases ¢ Morfofisielogia da Digestiio de Insetos

As proteases digestivas catalisam a quebra de proteinas mgeridas através do
processo de hidrélise garantindo assim o melhor aproveitamento e a absorcio dessas
macromoléculas na forma de peptideos e aminoscidos, que serfo destinados para muitos
outres eventos fisiclogicos. As proteases sdo encontradas abundantemente na regido do
intestmo médio do trato digestivo de insetos: e estio subdivididas em endopeptidases, que
clivam cadeias protéicas em Iugares especificos e exopeptidases que removem
aminoacidos da regiio C-termiinal ou N-terminal (Jongsma & Bolter, 1997). As
endopeptidases sdo conhecidas também por proteinases.

A busca do possivel alvo na fisiclogia de insetos que poderia ser usado como
estratégia de controle foi um importante avango na década de 1970, Um estudo de
Gatehouse ef al. (1979) sngerindo que inibidores de tripsina estariam envolvidos na
resisténcia de um cultivar de V. unguiculata ao ataque de C. maculatus, estimulou outros
pesquisadores a procurar entender as proteinases digestivas dos insetos (Silva ef ai.,
1999).

Por muito tempo acreditava-se que, como os vertebrados, os insetos possuiam
somente sermoproteinases ¢ proteinases asparticas envolvidas no processo digestivo.
Desde entlio, enzimas digestivas, principalments, de proteinas (por exemplo, catepsina) e
carboidratos (w-amilase) vém sendo isoladas e caracterizadas (Terra & Ferreira, 1994).

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 hipétese ¢ devida 3
ocorréncia de diferentes proteinases digestivas no canal alimentar que dependem
principaimente da composi¢do quimica da dieta ingerida. Conseqiientemente, a adaptacio
a0 habito alimentar ¢ mais importante que as caracteristicas filogenéticas, determinando
assim 0s tipos e nd0 as quantidades relativas das enzimas presentes no inseto (Terra &
Ferreira, 1994).

De acordo com a Figura 1, que é um diagrama geral do canal alimentar de um
inseto proposto por Terra & Ferreira (1994), o Intestino Anterior {IA) ¢ constituido pela

boca (onde encontramos as glindulas salivares quando presentes em sua cavidade),
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faringe, esdfago e o papo. O proveniriculo é um 6rgfo de trituragio em alguns inseios; e
em muitos deles, atua como uma valvula que conirola a entrada do alimento na porgio do
intestino médio que € ¢ local principal da digestfio e absorco de nutrientes.

O Intestino Médio (IM) consiste de um tubo simples (ventriculo) que pode sofrer
ramificacdes, dando origem ao ceco gastrico ou intestinal. Na maioria dos insetos, o
intestino médio € revestido por uma estrutura guitinosa, a membrana peritréfica, que
separa o contetido luminal em dois compartimentos o espago endoperitréfico e o espago
ectoperirbfico. Na regifio do esfincter, separando ¢ intestine médio do posterior, os
drglos de excreclo que se ramificam lateralmente s80 os tabulos de Malpighi. O Intestino
Posterior (IP) inchui o ileo ¢ o reto, envolvidos na absorgio de agua e ions, terminando no

anus.

iA iM iy

Ceco gAstrico
Membrang peritrdfica ;

3

Ventricnlo s,
P2

espaco

ectoperitrofico
espage

endoperitréfico tibulos de Malpighi

Figura 1 — Diagrama geral de intestino de inseto (adaptado de Terra & Ferreira, 1994)
Formada de proteinas, glicoproteinas e microfibrilas de quitina numa matriz

proteoglicana, a membrana peritréfica (MP) separa o alimento do epitélio que reveste o
intestino médio. Ela esta presente em muitos insetos mas nfo em todos e sua formag3o,
geralmente € devida & distensfio do intestino causada pela ingestfio de alimento (Lehane,
1997).

Segundo Terra (2001), sio poucos insetos que aparentemente nfio possuem a
membrana peritrofica, talvez porque nestes a alimentagiio baseia-se em substdncias de
baixo pese molecular cuja digestio luminal torna-se desnecesséria. Como exemplo citam-
se algumas espécies das ordens Hymenoptera, Lepidoptera, Zoraptera, Strepsiptera,
Raphidioptera, Megaloptera e Siphonaptera.
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As principais fungdes atribuidas & membrana peritrofica s8o: protegfic contra danos
mecdnicos, uma barreira fisica confra microorganismos, compartimentalizacio dos
eventos digestivos atuando como wima barreira de seletividade para enzimas digestivas e
produtos da digestdo ¢ no mecanismo de conservaclo enzimatica {Peters, 1992; Lehane,
1997, Terra, 2001}

A compartimentalizagiio das enzimas € uma propriedade importante ¢ ela depende,
sobretudo da permeabilidade da membrana peritréfica que se deve 3 presenca de poros;
integridade da matriz de quitina-peritrofina. Logo, a inibiglo da sintese de peritrofina e
quitina resultam num distirbio da formacfo da MP e no evidente aumento de suea
permeabilidade (Terra, 2001). A compartimentaliza¢io pode mudar em fungfio do pH e da
concentracdo de fons j4 que o papel de um proteoglicano anibnico nesta propriedade foi
sugerido por Lehane, em 1997, Sendo assim, a integridade da MP quando afetada pode
interferir no processo de digestdo e absorgfio de nuirientes e, conseqiientemente, causar
danos no desenvolvimento do mnseto (Shewry & Lucas, 1997; Habibi ef al., 2000; Paes ot
al., 2000).

Em 1979, Terra et al estudaram o processo digestive de larvas do diptero
Rhynchosciara americana, e relataram que a tripsina € encontrada no conieido luminal,
nos espagos endo ¢ ectopenitrofico. Conseqilentemente, a tripsina secretada por células é
capaz de atravessar a MP. Ja as aminopeptidases nfio sio encontradas dentro da MP
(espago endoperitrofico) e sim no espago ectoperitréfico, logo elas niio atravessam a MP.
A amilase tem uma distribuigdo similar 4 da tripsina, enquanto a maltase esta restrita s
células do IM, principalmente as do ceco intestinal. Com base nestas observagdes, foi
proposto que a digestdio inicial ocorre dentro da MP pela agio de enzimas como amilase e
tripsina. A digestdo intermedidria ocorre no contetdo luminal fora da MP, envolvendo
enzimas como a amilase ¢ a aminopeptidase. E, a digestdio final ocorre na superficie das
células do intestino médio, principaimente nas células do ceco intestinal sob agdo de
aminopeptidases ¢ maltase.

A circulagho do alimento ocorre no interior da membrana peritréfica (MP) de
regido anterior para a regifio posterior. A édgua por sua vez, flui da regifio posterior para o

ceco intestinal (Terra & Ferreira, 1994). A auséncia dessa estrutura em lepidépteros
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permite que a absorgdo total da dgua ocorra na regifio anterior do intestine médio. Assim,
o alimento que estd sendo digerido caminha ao longo do espago endoperitréfico, e &
medida que o processo avanca, as particulas alimentares tornam-se menores diminuindo o
seu tamanho ate serem capazes de atravessar a MP. As moléculas oligoméricas e enzimas
sdo deslocadas entdio do espago ectoperitrofico para o espago intermicrovilar onde ocorre
a etapa final da digestfo e a absorgdo, j4 que nfo ha a presenga do ceco (Terra, 2001).

Segundo Terra & Ferreira {1994), varios estudos vém sendo realizados na énsia de
determinar os valores de pH nas diferentes regides da estrutura digestiva, confirmando a
correlaglo entre o pH otimo da enzima e pH do lamen de insetos, pois as variagBes de pH
afetam a atividade das enzimas digestivas. Insetos da ordem Lepidoptera apresentam o
conteudo do IM muito alcalino; este alto pH pode ser decorrente da adaptagiio dos insetos
ancestrais que se alimentavam de folhas ¢ precisavam extrair hemicelulose das paredes
celulares vegetais. As proteinases presemtes nesta ordem sfe predominantemente
sermoproteinases, principalmente as enzimas do tipo tripsina e quimotripsina, embora a
presenga de carboxipeptidase e enzimas do tipo elastase terem sido recenmtemente
relatadas (Patankar et af., 2001).
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4. PLANTA

1. Mecanismo de Defesa Vegetal

A planta, durante todo o seu ciclo de vida desde a dorméncia da semente até sua
maturidade, estd exposta ao ataque de uma grande variedade de inseios, microorganismos
¢ outros agentes que afetam sua integridade. A presenca de um mecamismo de defesa no
sistema vegetal torna-se entSo, fundamental para alcangar ¢ sucesso na mamutencio do
seu crescimento e desenvolvimento. Este mecanismo abrange os mais variados tipos de
sistema de defesa, desde a ocorréncia de barreiras fisicas ou de modificacBes estruturais
na morfologia vegetal, até a presenga de compostos quimicos tais como alcaldides,
toxinas, mibidores enzimaticos e outras substincias biologicamente ativas contra os
agentes predadores (Shewry & Lucas, 1997; Walton, 1997; Harborne, 1997).

A agdo de defesa da planta é complexa e oriunda de agfes combinadas de diversos
fatores; abrange tipos de mecanismos fundamentalmente distintos. O sistermna de defesa
vegetal pode ser constitutivo das quais fazem parte as barreiras fisicas. J4 o sistema
induzido ¢ acionado em resposta a estimulos ambientais que a planta recebe, nele inclui-
se a producdo de substincias biologicamente ativas resultantes da Tesposta a0 ataque
(Harborne, 1997; Shewry & Lucas, 1997).

Assim as substdncias quimicas sio produzidas pelas plantas de duas formas
diferentes, na primeira, elas sio consideradas constitutivas cuja funglo ¢ repelir os
herbivoros através de sua toxicidade direta ou por reduzir a digestibilidade dos tecidos
vegetais atacados. Na segunda, as substincias sdo induzidas, ou seja, sdo sintetizadas em
reposta a0 dano causado pelo herbivoro. Estas estratégias sdo capazes de prevenir a
maioria dos insetos, embora haja um nfimero reduzido de insetos que € capaz de se
adaptar (Mello & Silva-Filho, 2002).

Em relagfic aos inibidores de proteinases, € sabido que 08 niveis nas folhas vegetais
s4o normalmente baixos mas eles podem ser induzidos ativamente a altos niveis quando
as plantas sdo atacadas por insetos, fungos, bactérias, ou quando sofrem algum dano

mecdnico ou s8o expostas a fitohorménios exogenos (Koiwa ef ol 1997; Mello & Silva-

20



Filho, 2002). Além da sintese local induzida dos inibidores, foi demonstrado que sinais
especificos do tecido danificado sio transportados via floema e assim estimulam 2 sintese
de inibidores ao longo da planta (Jongsma & Bolter, 1997).

A sinalizacdo decorrente das injarias dispara uma cascata de eventos que levam a
sintese destas proteinas de defesa, que ocorre pela via do octadecandide, que catalisa a
quebra do acido linolénico, levando a formacdo de 4cido jasménico, que por sua vez,
induz a expressfio do gene do inibidor de protease (Koiwa ef af 1997}, Apéds o dano
foliar ¢ a introdugfio de eliciadores provenientes da secrecio oral do inseto predador,
como 2 voliciting, alguns eventos ainda niio bem elucidados sio desencadeados. O fato
principal € que a sistemina, um horménio peptidec de 18 aminoacidos, € o sinal primario
na resposta ac dano ou ferida; ela é liberada no sistema vascular do tecido danificade
ativando assim a cascata de sinalizacio da via octadecandide {Ryan, 2000; Gatehouse,
2002). Concomitantemente, 0s componentes da via de sinalizacdo sdo translocados do
tecido danificado a0 longo da planta, e incluem também fragmentos pécticos derivados da
parede celular danificads, acido abscisico, compostos intermediarios da via octadecanside
(4cido 12-oxo-fitodiendico, 4cido 13-hidroperoxilinolénico), 4cido Jasménico, etileno e
outras moléculas polipetidicas vegetais (Mello & Silva-Filho, 2002).

A imteragio planta-inseto permitiu, por exemplo, que ao longo do processo
evolutivo, plantas e insetos desenvolvessem mecanismos ecologicos, fisiolégicos e
bioquimicos com a finalidade de reduzir o efeito das proteinases dos insetos e dos
inibidores vegetais, respectivamente {Gatchouse, 2002). As plantas desenvolveram
caracteristicas extraordindrias contra as proteinases dos insetos tais como o aumento da
atividade do inibidor em seus tecidos (Rakwal er al., 2001), produgic de um conjunto
heterogéneo de inibidores ativos contra vérias enzimas (Christeller ez af, 1998) e de
mibidores bifuncionais que sdo ativos contra amilases e proteinases (Roy & Gupta, 2000),
além de inibidores de enzimas de insetos altamente especificos (Falco et al., 2001) e
resistentes & protedlise ¢ ativos sob condi¢des diversas de pH mntestinal (Christeller e ai |
1998}. Os insetos, por sua vez, buscaram diversas maneiras de evitar os efeitos negativos
causados pela presenca de inibidores nas plantas as quais eles atacavam. Assim temos o

aumento da atividade das enzimas digestivas ou a sintese de enzimas menos sensiveis
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(Pauliflo er ol 2000), a modificagic do espectro ou da atividade relativa de varias
hidrolases digestivas (Patankar er al., 2001) e o decréscimo da sensibilidade das enzimas

digestivas acs inibidores (Brito e al., 2001).

1. A Biotecnologia de Plantas

S&o calculadas perdas na colheita mundial sem o uso de pesticidas e de outras
estratégias de confroles ndo-quimicas em cerca de 70% da producio mundial, chegando a
400 bilhBes de dblares. As perdas da pré-colheita devido 2 acido de insetos, apesar da
utitizacdo de inseticidas, sfo estimadas em 15% da produgio total representando o valor
de 100 bilhdes de dolares. O custo anual do controle de insetos equivale a 8 bithoes de
dolares, justificando assim medidas econdmicas e urgentes de controle (Lawrence &
Koundal, 2002).

O aumento da populagio mundial nas proximas guatro décadas atingira o total de
10 bilhdes de pessoas e consegiientemente, esta estimativa desperta a preocupagiic de
suprir as necessidades alimentares sem contrariar os conceitos atuais de manejo
sustentavel (Ferry er af, 2004). Segundo Lawrence & Koundal (2002), a busca pelo
desenvolvimento de técnicas favoraveis ambientalmente torna-se a solugdo para diminuir,
além dos gastos em energia, a utilizagiio de produtos quimicos, ¢ portanto a producéo de
materiais prejudiciais, tais como os residuos de pesticidas deixariam de ocorrer. O uso
exclusivo de pesticidas quimicos, além de resultar num rapido desenvolvimento de
resisténcia nos insetos, € responsavel por alterar o balango entre as pragas e seus
predadores naturais, geralmente em favor das primeiras. Sendo assim, umn programa de
manejo integrado proporcionaria a melhor opgéo, pois ele seria baseado na combinagdo
de praticas onde ocorra o uso criterioso de pesticidas, rotagdo de culturas, medidas
sanitarias no campo e acima de tudo a exploragio de variedades de plantas resistentes.

O controle genético ou o uso de plantas transgénicas poderia trazer uma
contribui¢do significante para a agricultura sustentivel além de ser um importante
componente do programa de manejo integrado (Haq et al., 2004; Ferry et al, 2004). A

engenharia genética de plantas trabatha para que um gene responsavel por uma

22



determinada caracteristica, que foi identificado, isolado, segilenciado seja clonado e
expresso, tornando possivel o melhoramento de plantas através da transformacgfo genética
(Hilder & Boulter, 1999}. Esse gene pode ser isolado de outras espécies vegetais ou até
mesmo de microorganismos (Jouanin es al, 1998). A identificacio das proteinas
responsavels pela defesa vegetal e a utilizagfo de seus genes para criar plantas resistentes
s80 a chave no melhoramento vegetal ¢ no anmento da producio agricola {Haq et al,
2004; Ferry ei al., 2004; Lawrence & Koundal, 2002).

Na producio de plantas resistentes a insetos, a partir de proteinas vegetais, duas
grandes classes s#0 utilizadas para conferir esta resisténcia: lectinas ¢ inibidores de
enzimas digestivas. (rande parte dessas pesquisas concentra-se na expressdo de
inibidores de proteinases em plantas transgénicas (Schuler er ol 1998; Jongsma &
Boulter, 1997},

Testes de incorporagfio na dieta e estudos de inibigdo in virre de proteinases
digestivas envolvendo os imibidores de proteinases demonstraram seu potencial em
mterferir no desenvolvimento larval de insetos (Jouanin ¢ al., 1998). Inibidores de
proteinases serinicas € cisteinicas tm sido capazes de inibir o crescimento e
desenvolvimento de algumas espécies de inseto, principalmente aquelas pertencentes as
ordens Lepidoptera e Coleoptera. Schuler ez al. (1998) relatam que pelo menos quatorze
genes diferentes tém sido introduzidos em plantas, os quais sdo em sua grande maioria
inibidores de proteinases serinicas de diferentes familias, tais como Fabaceae, Solanaceae
¢ Poaceae. Estes inibidores atuam principalmente contra lepidépteros, podendo também
atuar sobre alguns coledpteros e ort6pteros.

A primeira transferéncia de gene bem sucedida para outra especie vegetal, foi
realizada em 1987, por Hilder e al O gene, isolado de feijfio-de-corda (Vigna
unguiculata), codifica um inibidor de tripsina, o CpTI, que quando incorporado no tabaco
(Nicotiana tabacum) produziu uma espécie transgénica resistente a Manduca sexia, um
inseto pertencente & ordem Lepidoptera. Esse gene também foi utilizado na produgdo de
espécies transgénicas de arroz e batata, com o objetivo de torné-las resistentes a,
tespectivamente, Seramia inferens e Lacancbia oleracea, espécies de insetos pertencentes

a ordem Lepidoptera (Jouanin ef o/. 1998). Da mesma forma, outros genes também foram
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transferidos para o tabaco, a maioria codificando inibidores de proteinases serinicas,
sendo na grande maioria, efetivos contra insetos da ordem Lepidoptera, como o inibidor
de batata II (PotPI-1I) atuando sobre os insetos Manduca sexia e Chrysodeixis eriosoma
{Johmson ef al., 1989; McManus et o, 19943,

O sucesso desta estratégia depende da execucio de todas as etapas: (1) purificacio
e estudo das propriedades da proteina de defesa; (2) mvestigacdo da sua atividade i vitro
€ in vivo contra patdgenos; (3) determinagfo da seqiiéneia parcial ou total de aminoacidos
da proteina; (4) clonagem de cDNAs e DNAs gue codificam-na; (5) estudos da expressio
destes genes sob condi¢Bes normais de desenvolvimento e sob condigdes de estresse; (6)
estudo da expressdo tramsgénica dos genes transferidos para verificar se estes estfio
produzindo as proteinas correspondentes nas plantas alteradas e (7) verificagio do
aumento da resisténcia nas plantas transgénicas no campo (Garcia-Olmedo e7 ol 1996).

Em 1997, Yeh et ol produziram plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana
tabaccum) resistentes a Spodopiera litura, um lepidoptero predador das folhas desta
espécie. As plantas foram modificadas com a introducdo do gene TI, que codifica um
inibidor de tripsina presente em Ipomoea bataias, a batata-doce. Além disso, TI ataa
também como uma proteina de reserva vacuolar, o que poderia aumentar a possibilidade
dele ser introduzido em outras espécies vegetais.

De Leo et al., em 2001, compararam os efeitos da expressdo de um Gnico inibidor
de proteinase presente em sementes de mostarda (Brassica napus), 0 MTI-2 em diferentes
plantas {Brassica napus, Arabidopsis thaliana e Nicotiana labaccum) contra trés espécies
diferentes de lepiddpteros: Pluteila xyiostella, Mamestra brassicae e Spodoptera
littoralis. Neste estudo, o enfoque da atengfio nio foi somente os efeitos da mgestio de
MTI-2 sobre a mortalidade e variag3o de peso, mas também o contetido e 2 atividade das
proteases intestinais dos insetos; pardmetro importante para determinar o real impacto
desta estratégia de defesa. Enquanto a espécie Plutella xylostella mostrou ser a espécie
mais sensivel ao inibidor, mesmo quando este se encontrava em nivel baixo de expresso
em Arabidopsis thaliana, as larvas de Mamestra brassicoe foram sensiveis somente a
altos niveis de expressdo tanto em tabaco quanto em A. thaliona; e elas nada sofreram

quando alimentadas com plantas de B. napus com baixa expressdo. Ja S littoralis mostrou
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ser levemente sensivel quando MTI-2 estava num baixo nivel de expressio e ndo
apresentou nenhuma indu¢lo de novas proteinases apesar da ocorréncia de um aumento
moderado no nivel de proteinase.

O conhecimento detalhado das interagfes enzima-inibidor ¢ da resposta dos insetos
frente & exposicdo aos mibidores de proteinases ¢ importante, caso esta estratégia de
protegdo obtenha sucesso. Aliados a este fato, estdo os avangos da nossa compreensio
sobre o mecanismo de defesa natural da planta nfo modificada que destaca a
potencialidade da exploragio de mecanismos endbgenos de resisténcia na protecic da
cultura. A meta do biotecnologista é criar uma resisténcia a insetos durdvel e resultante de
varios mecanismos combinados, além de aumentar ¢ seu conhecimento sobre outros
mecanismos de defesa vegetal induzida, pois o controle molecular de todo o processo

provavelmente desempenhara importante papel na realizacio deste objetivo (Ferry ef ol
2004),



5. APLICACAQO DOS INIBIDORES NA AREA FARMACOLOGICA

A regulaglo de enzimas proteoliticas em tecidos, por intbidores endogenos, é um
plasma humano foi reconhecida em 1894 por Fermi e Pernossi. O principal inibidor
responsavel pela atividade antiproteolitica foi primeiramente isolado em 1955 por Shultze
e chamado de oy-antitripsina (AAT) devido 4 sua habilidade de inibir tripsma. Através de
tecnicas eletroforéticas, Laurell e Eriksson, em 1963, demonstraram a auséncia da fracio
AAT no soro de pacientes e a relagio desta com uma doenca cronica degenerativa do
pulméo (Janciauskiene, 2001). Desde entfo, tem sido mostrado que o controle de vias
metabolicas estd relacionado com a presenca de interagdes proteinase-inibidor. Flas estio
envolvidas na digestdo protéica e em outros processos fisiolégicos como a coagulagio
sanguinea, fibrindlise, ativacfio do sistema complemento, ¢ outros. Foram também
estudadas na manutengfio da pressic sanguinea & em patologias como infecgfo,
mflamacdo e céncer (De Clerck & Imren, 1994; Oliva er al., 1989; Oliva et al., 2000;
Hiemstra, 2002).

Logo, um interesse na area médica foi despertado quando se pensou na
possibilidade da aplicagiio e wutilizagio dos inibidores vegetais como ferramenta
terapéutica. A seguir relataremos algumas participagbes dessas moléculas nos processos

fisiolégicos e patoldgicos.

1. Coagulacio sanguinea e participacio dos inibidores

Sempre que um vaso sanguineo é danificado ou se rompe, a hemostasia ou
manutencdo do fluxo sanguineo ¢ mantida através de varios mecanismos distintos tais
como o espasmo vascular; formagio de um tampio plaquetario; coagulagio sanguinea e
eventual desenvolvimento de tecido fibroso no codgulo sanguineo para obstruir o orificio
10 vaso de forma permanente {Guyton & Hall, 1999).

Em casos de sangramento, quando ocorre 0 extravasamento plasmatico, dois

processos de emergéncia s#o acionados, a agregacio plaquetéria ¢ a coaguiagio sanguinea
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(Devlin, 1992). A coagulagdo sanguinea envolve uma série de reagBes enzimaticas,
encadeadas entre si, que resulta na formagfio do codgulo, que por ser insoléivel, obstrui as
lesGes vasculares e estanca o sangramento. Apds desempenhar sua fungio, o codgulo é
dissolvido a fim de restabelecer o fluxo sanguineo, gragas a seqiiéncia de eventos que
constituem © sistema fibrinolitico, cuja enzima central € a plasmina, {(Calich & Vaz,
1988).

Fisiologicamente, o processo de formacdo de codgulo ocorre da seguinte maneira:
{1) um complexo de substincias denominado ativador da protombina, é formado em
resposta 4 ruptura de um vaso ou a lesdio do proprio sangue; (2) o ativador da protombina
catalisa a conversdo protrombina em trombina; (3) a trombina atua como uma enzima
para converter o fibrinogénio em filamentos de fibrina a0s quais aderem plaguetas,
enitrocitos e plasma, formando o codgulo propriamente dito (Guyton & Hall. 1999),

Bioquimicamente, o sistema de coagulacio compreende, essencialmente, uma série
de transformagbes de pré-enzimas em enzimas ativas que culmina na formacdo da
trombina, que por sua vez converte o fibrinogénio solivel em fibrina. Cada reagio por sua
vez, resulta na agregacéio de um complexo reacional composto de uma enzima (fator de
coaguiagdo ativado), de um substrato (forma pré-enzima de um fator de coagulagiio) e de
um co-fator. Estes componentes sfio agregados sobre uma superficie fosfolipidica e
mantidos coesos por fons calcio; logo a coagulagio tende a manter-se localizada em
regides onde € possivel a ocorréncia desta agregagfio, como, por exemplo, na superficie de
plaquetas ativadas (Robbins, 1996).

A formagio do coagulo ocorre, inicialmente, a partir de duas vias separadas: a via
intrinseca ou do fator de contato € a via extrinseca ou do fator tecidual. Ambas convergem
para o ponto onde ocorre a formagdo do fator Xa, a componente proteinase do complexo
multienzimatico que catalisa a formago de trombina a partir de protrombina. A partir dai,
hé um caminho dnico para a formagfo do coagulo (Devlin, 1992).

A via exirinseca € ativada pelo fator tecidual, wma lipoproteina celular liberada 2
partir de tecidos lesados ou expressa sobre a superficie de mondcitos ativados, céhulas
endoteliais e outras c€lulas ndo-vasculares e que converte o fator VII em Vila. O fator

tecidual mnterage com os fatores Vil ¢ X e juntamente com o célcio ¢ fosfolipideos forma
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o ativador extrinseco da protrombina. Através da ativagdo da protrombina forma-se a
frombina que, por sua vez, transforma o fibrinogénio em fibrina (Morrissey ef al., 1997).
A via mirinseca também ¢ chamada de fase de contato, pois requer o contato de
parte dos fatores da coagulagio com uma superficie negativamente carregada para a
ativagio dos zimogénios. Além disso, ha interferéncia de fatores coagulantes e
anticoagulantes que circulam no plasma (Schmaier, 1997}, Apds a lesio da camada
endotelial do vaso sanguinec e exposicio da superficie externa da membrana, o
zimogénio fator XII liga-se diretamente as superficies anibnicas e sofre uma mudanga
conformacional que aumenta sua atividade catalitica. A pré-calicreina, fator XII (fator de

Hageman) e o cininogénio de alto pesc molecular (HMWK) formam um complexo com o

colageno subendotelial (ativagio por contato). O fator XU liga-se ao
convertido lentamente numa protease ativa (FXila) a qual converte a pré-calicreina em
calicreina e o fator X1 na sua forma ativa (¥Xla). O fator IXa, juntamente com fator VIia,
os ions calicio ¢ os fosfolipideios pré-coagulantes (presentes na membrana das plaguetas
ativadas ou de c€lulas tecidulares) sdio as unidades cataliticas necessarias para a ativagio
do fater X a Xa, sendo designadas, no sen conjunto, por tenase intrinseca. O fator Xa é a
porgdo catalitica do complexo proteinase responsavel pela ativagio de protombina a
trombina (Devlin, 1992).

A plasmina, a calicreina plasmatica e a trombina sio proteinases serinicas que
como vimos participam da cascata de coagulagio sangiiinea. Muitas substincias
diferentes que afetam este processo 34 foram identificadas no sangue € nos tecidos,
algumas promovendo a coagulagio e denominadas pré-coagulantes, e outras inibindo esse
processo, designadas anticoagulantes. Se o sangue coagula ou nfo depende do equilibrio
entre esses dois grupos de substéncias. Logo, a manutencdo do fluxo sangiiineo depende
do equilibrio entre os fatores de coagulacio, inibidores de coagulagdo ¢ de componentes
do sistema fibrinolitico (Griffin, 1995). O processo de coagulagdo pode ser comtrolado
atraves de varios mecanismos, entretanto ¢ meio mais eficiente & realizado através da
inibigdo das proteinases envolvidas. Os inibidores plasmaticos que agem sobre as
serinoproteinases representam aproximadamente 10% das proteinas do plasma e os

principais deles sfo o inibidor a1 de proteinase, aZ-macroglobulina, antitrombina I1L C-1
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inibidor e a oZ-anfiplasmina, todos especificos para serinoproteinases (Colman ef al,
1982; Davie, 1995;).

A Titeratura relata a inibigio de proteinases que atuwam na coagulacio por alguns
inibidores de serinoproteinases vegetais. Os inibidores extraidos das sementes de milho
(Hojima ef al, 1980), abobora (Hojima ef o, 1982) e das leguminosas Torreseq
cearensis (Tanaka ef al., 1989), Bauhinia pentondra (Oliva et ol 1989), Enterclobium
coniortisiliquum (Batista ef al., 1996) e Bauhinia ungulata (Oliva, ef gl 1999} inibem o
fator Xlla. Ja o fator Xa fo1 mativado apenas pelo inibidor de B. ungulata, com alta
afinidade (Oliva et al., 1996).

Imibidores presentes nas sementes de Bauwkinia rufa, B. ungulata, B. pentandra, E.
coptortisiliguum (Oliva et al., 1989; Sallai, 1993; Batista et al., 1996) mostraram ser
capazes de tmbir calicreina. O inibidor de Delonix regia (Pando ef al, 2001) e de
Dimorphandra mollis (Mello et al., 2001) também inativaram a calicreina plasmaética
humana, sendo que este Gltimo também foi capaz de nibir a plasmina.

Assim, os inibidores vegetais permitem aplicacdes nteis em laboratério devido a
sua multiplicidade de fungBes biolégicas. O seu isolamento e caracterizagiio podem abrir

novas perspectivas de trabalho para uma melhor compreensdo e controle do processo de

coagulacio sanguinea.
2. Inflamacéo e os inibidores de serinoproteinases

A reagio mnflamatéria ¢ considerada uma resposta de defesa do organismo, ou mais
especificadamente, dos tecidos vascularizados, contra a invasfio por agentes infecciosos,
por danos fisicos, quimicos ou traumaticos (Rocha & Silva, 1978). E caracterizada pela
saida de liquidos e de células do sangue para o intersticio; é um fenémeno essencialmente
dindmico, razdo pela qual seu aspecto morfologico se modifica com o tempo (Pereira,
2003).

A prnmeira fase da reagfo inflamatéria ¢ denominada de fase aguda sendo que,
dependendo do estimulo ser ou nfio persistente, esta reac@o pode tornar-se crénica

podendo, muitas vezes, ser prejudicial ao organismo. Fregiientemente, ap6s a fase aguda,
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ocorre a resolugio do processo em razfio da eliminaco dos agentes causadores (Sedgwick
& Willoughby, 1983).

No processo inflamatério, eventos ocorrerfio para cicatrizar e reconstituir o tecido
lesado tais como (a) 2 vasodilatagio dos vasos sanguineos locais ¢ aumento excessivo do
fluxo sanguineo local; (b) aumento da permeabilidade dos capilares com vazamento de
grandes quantidades de liquido para os espacos intersticiais; {c) coagulagio do liguido
desses espagos, devido a quantidades excessivas de fibrinogénio e de outras proteinas que
vazaram dos capilares e (d) tumefacfic celular. Os eventos sdo mediados pela liberagdo de
diferentes mediadores de origem celular como 2 histamina, serotonina, prostaglandinas,
leucotrienos, interleucinas, fator ativador de plaguetas, proteinas catifnicas, ou de origem
plasmética como as cininas, fragdes do sistema complemento ¢ fracdes do sisterna de
coagulagdo. Cada um desses mediadores é, geralmente responsavel por um evenio em
particular da resposta inflamatéria (Guyton &Hall, 1999},

A vasodilatagio, com consegiiente aumento do fluxo sanguineo, tem como
principais mediadores inflamatérios responsdveis os metabolitos do Acido araquidfnico
{AA), via ciclooxigenase (CO), tais como prostaglandinas da série E e a prostaciclina,
além da bradicinina, histamina e 6xido nitrico {(Hurley, 1978; Williams, 1985; Moncada ef
al., 1991}. O aumento da permeabilidade vascular somado ao aumento da pressdo de
filtragdo, devido a vasodilatagdo, leva 4 formacdio do edema inflamatério. Isto se deve a
agdo de mediadores sobre as células endoteliais venulares, entre os quais citam-se:
cininas, histamina, serotonina, leucotrienos, fator de ativagio plaquetaria (PAF), um
componente do sistema complemento (C5a) e substincias liberadas localmente, das
terminagdes nervosas (taquicininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina)
(Williams, 1985; Brain & Williams, 1985; Hua, 1986).

A ativagdo da via da coagulacio € um componente bem reconhecido da resposta
pré-inflamatoria, mostrando que esses dois processos estdo mtimamente entrelacados. O
endotélio vascular participa no controle da hemostasia por mecanismos que envolvem a
sintese e a liberacfioc de fatores pro-coagulantes e anticoagulantes. Quando o endotélio

sofre uma injlria, como durante a inflamacdo, o balanco entre fatores pro-coagulantes e
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anticoagulantes ¢ perdido ¢ o estado pro-coagulante predomina, mostrando realmente que
hé uma cooperagéo entre mflamaglio e coagulagio (Cirino e al., 2000).

A deposi¢lo de fibrina ndica que a ativagfio da cascata de coagulagio e a geragdo
de trombina ocorreram no sitio da inflamagfo. Recentes estudos mostram que trombina
ndo € importante apenas na inducfo da formacdo do coagulo de fibrina, mas também tem
fungSes pro-inflamatorias diretas. Ela aumenta a permeabilidade vascular e promove
migragio celular de neutrdfilos para o foco inflamatério, além de gerar um aumento da
aderéncia leucocitaria ¢ da proliferagdo de fibroblastos (Cirino ef al., 2000).

O sistema gerador das cininas estd intimamente associado ao sistema de
coagulagdo, ja que o fator de Hagemam ativado por superficies eletronegativas ou por
endotoxinas, ativa a pré-calicreina em calicreina, a qual age sobre uma globulina, gerando
bradicimna. Este nonapeptidio vasoativo anmenta a permesbilidade vascular, além de
gerar contragdo da musculatura lisa, dilatagio de vasos sanguineos ¢ dor quando mjetado
na pele. A atuagho deste mediador dura pouco, wma vez que a bradicinina é rapidamente
inativada por uma enzima denominada guinase (Robbins, 1996).

O sistema complemento ¢ um conjunto de proteinas (pré-enzimas) que se ativam
em cascata. Este sistema atua na imunidade para a defesa contra agentes microbianos e
culmina na lise dos micrébios pelo chamado complexo de ataque 4 membrana (CAM).
Durante o processo de ativagfio, sdo gerados outros produtos com efeitos diversos:
liberam mediadores de mastécitos, substincias que atraem e ativam fagécitos e outras
com grande atividade opsonizadora (Pereira & Bogliolo, 2003). Dentre os componenies
do complemento, os mediadores inflamatorios mais importantes sdo os C3 e o C5, pois
além de aumentarem a permeabilidade vascular e gerar vasodilatagfio pela hiberagio de
histamina presente nos mastocitos, o componente C5 ativa também 3 via hipoxigenase do
metabolismo do 4cido araquidbnico em neutrdfilos e monéeitos, intensificando ainda
mais a liberagio de mediadores inflamatdrios e aumentando a adesdo leucocitiria ac
endotélio atraves da ativago dos leucécitos. (Robbins, 1996; Persira & Bogliolo, 2003).

Outro foco de estudo do processo inflamatério € o papel de serinoproteinases
endogenas. Vimos que estas além de atuarem diretamente na inflamagio, desempenham

importantes funcles em processos tais como a hemostasia, fibrindlise e afivacio do
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sisterna complemento. Logo, as pesquisas tém focalizado o papel dessas protemases no
tecido lesado de alguma forma, e mostram que ¢ balango entre proteinases e inibidores é o
principal determinante na manutencio da integridade do tecido. Sermoproteinases
presentes em celulas do sistema inflamatério, incluindo os neutréfilos, estio envolvidas
em varias desordens inflamatérias, tais como a doenca pulmonar obstrutiva crénica ou
enfisema pulmonar. Esta patologia ¢ caracterizada pela destruiclo alveolar que por sua
vez representa o principal dano da fungfo pulmonar (Hiemstra, 2002).

Os inibidores de serinoproteinases o-antitripsina (AAT) e oy-antiquimotripsina
(ACT}) sdo os principais e mais abundantes inibidores endogenos (membros da familia
“serpins”) presentes no plasma humano. O AAT possui ampla gama de atividades,
mcluindo a inibigio de tripsina, quimotripsina, trombina, calicreing e plasmina. Porém, o
papel primario dele € de proteger o trato respiratério da destrui¢io proteolifica pela
elastase liberada por neutréfilos. Além disso, uma deficiéncia genética deste inibidor esta
associada com uma predisposicio em desenvolver enfisema pulmonar, particularmente
em famantes (Kalsheker ef al., 2002). O ACT inibe protemases do tipe guimotripsina e
sua funcdio fisiologica priméria é inibir a catepsina G. Tem sido mostrado que este
inibidor € um dos componentes das placas associadas 3 doenca de Alzheimer, sendo que a
sua interag@io com o peptideo amilbide neurotdxico AB (ABP) estimula a formacgio e a
ruptura das fibrilas de AB de maneira concentragdo-dependente. AAT e ACT sio
reagentes positivos da fase aguda, isto €, as concentracfes plasmaticas aumentam como
resultado da inflamacgdo (Kalsheker ef ol 2002},

Tem sido mostrado que muitos compostos derivados de plantas apresentam efeitos
antiinflamatérios significativos. Por esta razdo, eles sfo considerados moléculas
importantes no desenvolvimento de novas drogas, especialmente aquelas destinadas ao
tratamento ou ao controle de estados inflamatérios. Em 2000, Oliva ef al mostraram que o
mibidor de serinoproteinase presente em sementes de [eucaena leucocephala, o LITI,
apresentava efeito antiinflamatério no edema de pata de rato induzido por carragenina,
sendo que diminuia a liberagdo de bradicinina além de bloquear in vitro as enzimas
envolvidas na coagulagio sanguinea e na fibrindlise. Os autores sugeniram que o efeito

antiinflamatério in vive de LITI era devido 2 sug interferéncia no sistema calicrefna-
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cimina. Assim, a ufilizagfio de inibidores de proteinases presentes em plantas podenia
auxiliar na elucidag@io dos miitiplos mecanismos decorrentes de mudangas patolégicas
que podemn ativar cu bloquear as vias da inflamacio. Além disso, o controle de uma via
qualquer ou de uma substincia em particular pela atuaciio direta do inibidor poderia
esclarecer o papel especifico de determinada célula ou até de seu produto no processo

patolégico.



6. OS5 INIBIDORES ISOLADOS DE SEMENTES DE Dimorvhandra mollis

Este trabalho tem como objetivo geral melhor caracterizar dois inibidores presentes
nas sementes da espécie Dimorphandra mollis {(Leguminosae-Mimosoideae) e estudar sua
a¢do mseticida e farmacoldgica. Diante do tema proposto, uma breve descrigio de ambos
auxiliaria a compreenséo do desenvolvimento do trabalho.

DMTI ¢ DMTL-I ja foram purificados e caracterizados respectivamente por
Macedo ef al. (2000) e Mello e7 al. (2001). Eles foram purificados a partir de precipitacio
co sulfato de aménio (30-60%), cromatografias em coluna de exclusio molecular
{Sephadex G-75), troca idnica (DEAE-Sepharose) e afinidade (Sepharose-Tripsina),.
DMTI apresenta uma massa molecular de 20 kDa e & constituido por uma finica cadeia
polipeptidica. Ele inibe a tripsina bovina na razio molar de I:1, apresentando uma
constante de imibigdo (Ki) de 53 x 10" M, o que denota uma alta afinidade entre a
enzima ¢ ¢ inibidor. O segundo inibidor purificado de D. mollis, DMTI-II, apresenta
massa molecular de 23 kDa, cadeia polipeptidica tnica e Ki de 1,7 x 107° M o que
também indica alta afinidade entre enzima e o inibidor, A tripsina ¢ inibida também na
razéo molar de 1:1. DMTI e DMTI-II, quando comparados entre si, apresentam um grau
de homologia em sua seqiiéncia N-terminal (cerca de 50%) bem como quando
comparados com outros inibidores da familia de Kunitz, reforgando que ambos sio
membros desta familia.

A realizagio de um estudo comparativo dos dois inibidores pode elucidar a
existéncia de diferengas ou semelhancas quanto 2 aplicabilidade biolégica de inibidores

diferentes presentes na mesma semente, como € o caso deste abalho.
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TIVOS

O presente trabatho teve por objetivo estudar dois inibidores de Kunitz presentes

nas sementes de Dimorphandra mollis, realizando a {(o);

e Caracterizagio fisico-quimica de DMTI e DMTIE-II;

e Estudo da atividade inseticida dos inibidores sobre dois lepidépteros através

de ensaios in vitro € in vivo;

= Estado da aglo farmacolégica, utilizando como modelo bioldgico, a indugdo

de edema de pata de rato.



L MATERIAIS
1. Material Biolégico
1.1. A Planta — Sementes de Dimorphandra mollis

Dimorphandra mollis, conhecida também pelos nomes Faveiro-doce e Falso-
Barbatimfo, ¢ uma espécie pertencente 4 familia Leguminosae, subfamilia Mimosoideae
(Figura 2). E uma planta decidua, capaz de se adaptar a regides degradadas, com solos
pobres em sais minerais. Apresenta uma ampla distribuicdo, ocorrendo em boa parte do -
centro-oeste brasileiro, em regides de cerrados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias e Minas Gerais. Esta espécie pode ser encontrada no interior do estado de Sio
Paulo (Lorenzi, 1992).

A arvore pode atingir alturas entre 8 e 14 metros, apresenta folhas compostas
pinadas ¢ sua madeira € moderadamente pesada, possuindo uma consideravel resisténcia a
organismos xilofagos. Sua florescéncia, normalmente, inicia-se em outubro e prolonga-se
at¢ janeiro, aproximadamente, sendo que a maturaglo dos frutos se da enire os meses de
agosto ¢ setembro (Lorenzi, 1992).

As sementes s80 compridas, com uma coloraclio marrom claro, estio contidas
em vagens as quais sdo expostas ao sol, para facilitar seu posterior beneficiamento; 1 Kg
contém aproximadamente 3700 sementes (Lorenzi, 1592).

Neste trabalho foram utilizadas sementes de Favewro-doce, coletadas no cerrado

da regido de Trés Lagoas - Mato Grosso do Sul, na estrada para o rio Sucurii.
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Figura 2 — Dimorphandra mollis (Faveiro-doce): (a) arvore, (b) frutos (Fotos de G.C.

Mello), sementes (d) e sua disposigho na vagem (¢} (Fotos de H, Lorenzi)
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1.2, O Animais

a) insetos

Os nsetos da ordem Lepidoptera, familia Pyralidae, utilizades no estudo do papel
inseticida dos inibidores de Dimorphandra mollis foram as espécies Anagasta kuehnicila
Zeller (Figwra 3) ¢ Corcyra cephalonia Stainton (Figura 4). As colénias de ambas
espécies foram fornecidas pelo Dr. J.R.P. Parra (Laboratério de Biologia dos Insetos da
Hscola Superior de Agronomia “Luiz de Queiroz”, USP, Piracicaba, SP) e sdo mantidas
em condigdes ideals e rigorosamente confroladas no Laboratéric de Purificacio de
Proteinas ¢ Suas Pun¢des Bicldgicas (LPPFR) no Centro Universitirio de Trés Lagoss da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Fssas duas coldnias foram mantidas na
temperatura de 28 = | °C ¢ uma umidade relativa de 65 — 75% ¢ em periodos diarios de
iluminagfo de 16 horas, com dieta padriio de gérmen de trigo.

A especie Anagasia kuehniella requer ambiente fechado e de alta temperatura ao
longo do ano para obter pleno desenvolvimento. Possui envergadura de asas de 20 a 25
mm e quando larvas, chegam a medir 15 a 20 mm. As larvas apresentam coloragio
branca, as vezes rosadas com a parte posterior da cabeca marrom. A pupa mede em tomo
de 9 mm, em forma de fuso também de cor marrom, alojando-se num casulo. A fémea
deposita cerca de 200 a 300 ovos, mas dependendo da temperatura e umidade, uma fémea
pode depositar ate 362 ovos. A temperatura favorivel & de 26°C & a temperatura limite
para o desenvolvimento deste inseto ¢ de 35°C. J4 a umidade relativa ideal é de 70%. O
ciclo de vida total dura em torno de 3 a 4 meses ¢ sob condighes adeguadas de
temperatuia ¢ umidade, 1€m aproximadamente quatro geracBes por ano. Quando adulios
este inseto apresenta um tempo de vida curto, de aproximadamente 14 dias. As larvas
movem-se rapidamente, alimentando-se ¢ langando fios de seda, formando teias {Gallo ef
al., 20023



Figura 3 ~ Inseto adulto de Amagasta kuehniella (foto retirada da pagina

www. enroguard, co.uk/pestimages/medflourmoth, jpg)

A lagarta da Corcyra cephalonica mede até 15 mm de comprimento e apresenta-se
na cor branca ou creme, possui o corpo coberto com pélos finos e normalamente se
esconde na propria teia ou entre os grios. A fraca da adulia € cinzenta, freqiientemente
com padrdes mais escurcs nas asas, cuja envergadura chega a 20 23 mm (Pacheco & De
Paula, 1995). Seu ciclo biolégico ¢ muito répido em produtos triturados como farinha,
cevada ¢ trigo; fémeas e machos acasalam-se logo apds a emergéncia durante o periodo
de 1 a 2 dias, ¢ a oviposigdo € predominantemente 4 noite. Os ovos sdo pegajosos e de
coloracdo branco-pérola, sdo colocados em maior ndmero no 2° e 3° dias apds a
emergéncia (Gallo ef al,, 2002).
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Figura 4 - Inseto adulto (A) e larva (B) de Corcyra cephalonica (foto retirada da pagina
rtip: Awww.nfri.affre. go jpyvakadachi/gaichu zukan)

b) Ratos

Foram usados rafos Wistar, machos, pesando 120 a 180 g, provenientes do Centro
Multi-Disciplinar para Investigagiio Biologica (CEMIB) da Unicamp. Esses animais
foram transferidos para ¢ Biotério do Departamento de Farmacologia, pelo menos 24 h
antes dos experimentos, onde foram mantidos a 24 °C, com iluminagio disria de 12 h e
com agua ¢ alimentagdo ad /ibitum. Todos os experimentos com animais foram realizados

conforme as diretrizes do cuidade animal da Universidade Estadual de Campinas.
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2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados na realizacfo deste trabalho foram de grayu analitico e

obtidos comercialmente,

2.1, Enzimas

As enzimas utilizadas: tripsina bovina e porcina, guimotripsina bovina, pepsina,

papaina ¢ «-amilase foram adquiridas da Sigma Chemical Company.

2.2, Substratos

Os substratos colorimétricos, BAPNA ¢ BTPNA, foram adquiridos da Sigma

Chemical Company. Os substratos caseina e amido sdo procedentes da MERCK.

2.3. Reagentes para eletroforese

Para a realizagio de eletroforese, os materiais utilizados, tais como acrilamida,
metilenobisacrilamida, TEMED, dodecilssulfato de sédio (SDS), Coomassie Brilliant
Blue R-250 e persulfato de aménio, foram adquiridos da Bio-Rad Laboratories. Os
padrbes de massas moleculares fosforilase b (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa)

¢ a-lactalbumina (14 kDa) s3o procedentes da Pharmacia Fine Chemical,

2.4. Drogas utilizadas

No estudo da agfio farmacoldgica dos inibidores de Dimorphandra moliis, foram
utilizadas as seguintes drogas:

- Capsaicina: depletor de neuropeptideos de fibras C sensoriais

- Ciproheptadina: duplo antagonista de receptores de histamina e serotonina
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- HOE 140 {Icatiban): antagonista do receptor B, da bradicinina

- indometacina: inibidor da ciclooxigenase

~ Mepiramina: antagonista do receptor H; da histamina

- 8R140333: antagonista seletivo para receptores de taquicininas NK,

- SRAB968: antagonista seletivo para receptores de taquicininas NK,

Mepiramina, ciproheptadina, bradicinina, composto 48/80 e a indometacing foram
obtidas da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, USA)}. HOE 140 (lcatiban) foi
obtido de Pharma Syntesis Hoechst AG. As drogas SR140333 e SR48968 sio procedentes
de Sanofi Recherche (Montpellier, FR). A heparina foi obtida do Laboratério Roche {(Rie
de Janeiro, BR). O halotano & proveniente de Cristalia Pro. Quim. Farm. LTDA (Itapira,
BR).
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IV. METODOS

1. Caracterizacio fisico-quimica dos inibidores isolades de sementes de

Dimorphandra mollis

DMTI (Macedo e al, 2000) ¢ DMTEI (Mello er al, 2001) foram obtidos da
seguinte Maneira:

As sementes foram trituradas em moinho de grande porte ¢ um moinho analitico
para a obten¢@o de uma farinha fina. Esta foi submetida 2 uma delipidacio com hexano
devido a presenga de lipidios nas sementes. A farinha delipidada foi submetida a uma
extragdo com tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,6, na proporgiio de 1:10 (p/v), sob agitacio
constante durante 120 minutos; sendo subsegilentemente centrifugada a 7500 x g por 30
minutos. U sobrenadante (EB) foi fracionado por precipitacio com sulfato de aménio de
0-30%, 306-6-% e 60-80% de saturagdo. A fragfo precipitada com 30-60% de saturacic
(PII) foi selecionada para dar continuidade a purificaciio por apresentar maior atividade
especifica.

A fraglo PII liofilizada foi diluida em tampio fosfato 0,1 M, pH 7,6, contendo
NaCl 0,1M e a solugfio aplicada numa coluna de cromatografia de exclusio molecular
Sephadex G-75 equilibrada como mesmo tampdo. Nesta etapa, apenas uma fragio {FD)
aplicada numa coluna de froca ibnica DEAE-Sepharose equilibrada previamente com
tampdo Tris/HCI 0,05M, pH8,0. A eluiciio das proteinas absorvidas foi realizada com o
mesmo tampdo contendo NaCl num gradiente de 0 — 1 M. Duas fragBes com atividade
inibitoria sdo obtidas neste passo cromatografico: uma é eluida antes do gradiente salino e
denominada por DI; a outra, DII, ¢ eluida com cerca de 0,5 M de NaCl. Finalmente,
ambas sdo dialisadas, liofilizadas e submetidas, separadamente, a cromatografia de
afinidade numa coluna de Sepharose-Tripsina (Macedo & Xavier-Filho, 1992) equilibrada
com tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,6 contendo NaCl 0,IM. A fracdo retida na coluna é
eluida com HCI 0,1 M, NaCl 0,3 M. Portanto, as frages DI e DII provenientes da troca

ibnica deram origem respectivamente aos inibidores, DMTI-II ¢ DMTL
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Os inibidores DMTI (Macedo er al., 2000) e DMTIL-II {Mello e7 al., 2001) ¢ foram
submetidos a uma variacdo de temperatura (37 a 100°C), com o objetivo de avaliar os
efeitos da temperatura nas atividades de ambos inibidores. Apds mcubagdo por 20
minutos em cada temperatura, a eficiéncia iibitéria foi verificada através da
determina¢fo da atividade residual de cada inibidor. Foram feitas 3 repeticles para cada

temperatura, sendo determinado o desvio padriio para cada temperatura.

1.2. Efeito do pH na atividade inibitéria

Neste ensaio, DMTI ¢ DMTI-II foram submetidos 2 diferentes condi¢gdes de pH,
sendo incubados, por 30 minutos a 37°C, com os seguintes tampdes: citrato de sddio 0,1M
(pH 2; 3; 3,3; 4), acetato de s6dio 0,1M (pH 4,5; 5; 5,5), fosfato de sédio (pH 6; 6,5, 7,
Tris-HCI 0,1M (pH 7,5; 8; 8,5) ¢ bicarbonato de sodio 0,IM (pH 9; 10). Apos o periodo
de incubacdo, o pH de todas as aliquotas foi ajustado para pH 8,0 para determinar a
estabilidade da atividade inibitéria, através do ensaio antitriptico, verificando assim a
atividade residual. Foram feitas triplicatas para cada valor de pH e sendo determinado a

media dos valores obtidos e o desvio padrdo para cada um deles.

1.3, Efeito do DTT na atividade dos inibidores DMTI e DMTI-II

Para avaliar os efeitos do DTT sobre a atividade de DMTI e DMTI-II, amostras de
ambos foram incubadas com solucdes de DTT, com concentragdes finais de 1, 10 e 100
mM. A reagdo foi encerrada pela adigio de iodoacetamida, na quantidade de duas vezes 2
concentragdo final de DTT. Durante a incubagdo a 37°C, aliguotas foram coletadas em
intervalos de tempo de 15, 30 60 e 120 minutos. Para todos esses miervalos, um controle
da amostra sem DTT foi feito. Apés o periodo de incubagio, essas aliquotas foram

submetidas a ensaios antitripticos para verificar a atividade residual de cada inibidor. Os
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resultados mostrados foram obtidos a partir da média de triplicatas, sendo também

determinado o desvio padréo para cada valor encontrado.

1.4, Efeito da uréia na atividade inibitdéria de DM T e DMTLII

Os mibidores DMTI e DMTL-II foram incubados a 37 °C, por 60 minutos, em
soluges de uréia com concentragdes finais de 1, 2, 4 ¢ 8M. Apés o periodo de incubacéo
a eficincia imbitoria foi verificada através da determinacdio da atividade residual de cada
inibidor. Para cada concentragio foram feitas triplicatas e o resultado foi obtido a partir da

média dos valores, sendo também determinado o desvio padrio.

1.5. Efeito do cloreto de guanidina na atividade inibitéria de DMTT e DMTI-II

Para analisar os efeitos do cloreto de guanidina, os dois inibidores de D. mollis
foram mcubados a 37 °C, por 60 minutos, em solugdes com concentracdes finais de 1, 2,
4 e 6 M do agente desnaturante. Apds o periodo de incubagdo, o ensaio antitriptico foi
imediatamente realizado para verificar a atividade residual de DMTI e DMTI-IL. Foram
realizadas triplicadas para cada concentragfo de cloreto de guanidina, sendo determinados

a média ¢ o desvio padrio para cada uma delas.

1.6, Dicroismo circular de DMTI e DMTI-II

As medidas de dicroismo circular foram feitas utilizando um espectropolarimetro
J-810 (JASCO) e expressas pela elipsidade residual média. Amostras de inibidores foram
preparadas diluindo-os em concentragSes de ~ 15-17 uM em tampdo fosfato 10 mM e
em30, 40, 60 ¢ 90 % (v/v) da mistura TFE/4gua. Nos experimentos realizados na presenca
de SDS, a concentracdo deste foi aumentada pela adigdio do volume adequado de uma
solugdo estoque de 200 mM. As medidas de CD foram feitas num espectro de 190-260
nm. Quatro scans consecutivos por amostra foram realizados em nma cubeta de quartzo

de 0.1 cm de caminho 6tico, numa velocidade de 50 nm/min, a 25 °C, Apbs a subtracio

45



do sinal de CD do solvente e corregéio da diluicio, no caso da adig8o de SDS, a elipsidade

observada, © (millidegree), foi convertida a média da ehipsidade residual molar.

1.7. Calorimetria

Os estudos da energia envolvida em processos como a desnaturacio podem ser
diretamente realizados através da calorimetria, cujos experimentos foram realizados num
microcalorimetro de varredura diferencial nlira-sensivel, modelo VP-DSC {Microcal). O
equipamento de DSC contém duas células: a célula de referéncia e a célula de amostra
que sdo aquecidas sempre nas mesmas velocidades e ttm suas temperaturas sempre
igualadas. A obtencgo dos dados e as analises foram realizadas mum software padrio. O
pardmetro que ¢ extraido do desenovelamento térmico por DSC € o T,, ou temperaturs de
transigdo, que € ¢ pico maximo da fase de transicdo no desenovelamento, onde 50% das
profeinas estdo enoveladas e outros 50% encontram-se desenoveladas. A célula de
amostra foi preenchida primeiramente com 0,5 mL de tampdo fosfato de sodio 10 mM,
pH 7.4 para obtengdo da linha de base. Os parfmetros experimentais foram: a variacfio de
temperatura de 25 °-95°C, 3 corridas; pré-corrida inicial de 1 hora e as seguintes pré-
corridas com duragdo de 2 horas; pés-corrida 0 h; velocidade de aquecimento de 90 °C/h
¢ velocidade de resfriamento de 60 °C/h. A solugdo contendo o inibidor DMTIII (1
mg/mL) foi aplicado na célula de amostra e o tampdo no qual a proteina foi diluida foi
aplicado na célula de referéncia, e assim ambas as células foram submetidas as condigdes

acima citadas.

1.8, Inibicde da tripsina bovina

Para um volume final de 1,5 mL, a mistura de pré-incubagdo continha 0,0133 M
de tampdo Tris-HCI pH 8,0, 50 1l de uma solugdio estoque tripsina (0,3 mg/ml) dissolvida
em HCI 0,0025N e diferentes concentragbes do inibidor (DMTI ou DMTI-II). Apéds pré-
incubacfo por 10 minutos a 37°C, foi adicionado 2 mistura, 1.0 ml de uma solugio 0,01M

de BAPNA, dissolvido em tamp#o Tris-HCI 0,1M, pHR8,0; sendo a incubagio prosseguida
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por mais 30 minutos a 37°C. A reacfio foi interrompida pela adigio de 4cido acético 30%
{(v/v}) e a hidrolise do substrato pela enzima foi acompanhada fotometricamente a 405 nm.
O calculo da atividade inibitéria foi feito pela determinacfio da atividade residual da

tripsing no ensaio.

2. Estudo da atividade inseticida dos inibidores isclados de sementes de I3 mollis,

2.1. Ensaios in Vitre

2.1.1. Efeito dos inibideres DMTI ¢ DMTI-TI sobre as enzimas digestivas de

Anagasia kuehniella e Corcyra cephalonica

Enzimas presentes no homogenato de intestinos médios de larvas do 4°instar de
A. kuehmiella ¢ C. cephalonica (30ug de proteina) foram incubadas, separadamente, com
concentragles crescentes dos imbidores de D. mollis (1mg/ml), dissolvido em tampio
Tris/HCE 0,05 M, pH 8,0. O volume final do ensaio foi ajustado para 500 ul com o
tampdo acima mencionado. Apés 20 minutos de incubagio a 37°C, a atividade inibitoria
foi avaliada atraves da hidrélise de BAPNA, acompanhada fotometricamente a 410 nm, ¢

calculada apés a determinacio da atividade residual enzimatica,

2.1.2. Digestibilidade in vitro dos inibidores de D. mollis por enzimas

digestivas de Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica

DMTI-II (Melle et al., 2001) ¢ DMTI (Macedo ef al., 2000) foram dissolvidos
(2mg/mL} em tampdo Tris/HCI 0,05 M, pH 8,0. Os extratos de intestinos médios das
larvas dos insetos testados foram preparados de acordo o método descrito detalhadamente
no item 2.1.4. Para a realizacdo do ensaio de digestibilidade iz vitro, o método descrito
por Macedo ef al. (2003) foi seguido. Incubou-se 50 pg de proteina deste exirato com,
respectivamente, 30 pg de DMTI-IT ou 40 pg de DMTI; 200 ul de tamplo Tris/HCI
0,05M pH&,0. Os ensaios foram realizados 4 temperatura de 37°C, nos intervalos de

tempo 3, 6, 12, 24, 48 ¢ 72 horas e 2 reagdo foi detida por aquecimento a 100°C por 2
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minutos, de acordo com Os produtos da reagdo (e provas em branco) foram analisados por

eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (Laemmli, 1970)

2.1.3. Atividade inibitéria de DMTI-I] ¢ DMTI apés incubacio com as

enzimas digestivas de 4 kuehnielln e C. cephalonica.

Apds os mibidores terem sido incubados com as enzimas digestivas de A4
kuehniella € C. cephalonica (item acima), foram realizados ensaios para dosagem da
atividade residual do inibidor conforme descrito no item 1.8 de acordo com método

descrito por Macedo ef al. (2003).

2.1.4 Preparaciio do homogenato de intestines médies de larvas de Anagasta

kuehniella e Corcyra cephaionica

As larvas dos lepidopteros (4° instar de desenvolvimento) foram imobilizadas por
a¢o de baixa temperatura por alguns minutos para facilitar a dissecagdo do sen intestino
médio (IM). Em seguida, os intestinos médios foram cuidadosamente retirados com
auxilio de pingas € sob lupa estereoscépica numa solugdo de NaCl 150 mM e guardados
numa temperatura de —20 °C. Os intestinos médios (IM) de Anagasta kuehniella e
Corcyra cephalonica foram homogeneizados em Potter numa solugdio de NaCl 150 mM,
em banho de gelo, durante 10 minutos, obtendo-se um extrato {10 IM/mL). O extrato foi
centrifugado a 6.000 x g durante 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi imediatamente

utilizado nos ensaios enzimaticos.

2.1.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (PAGE-SDS) foi
desenvolvida segundo o método de Laemmli (1970). A concentracdo utilizada para o gel
de corrida (“gel de separagio”) foi de 12,5% de poliacrilamida (proporcio 30:0.8 de
acrilamida:bisacrilamida); a qual foi preparada em tampdo Tris-HCl 0,4M pH 8.8,
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contendo 0,2% de SDS, 0,025%de PSA {100 mg/mL) e 0,05% de TEMED, em volume
final de 8 mL para cada gel. Apés a polimerizagfo do gel de comida, foi preparado o gel
superior (“gel de aplicagfo”) para aplicagdc das amostras. Para sua preparacio foram
ufilizados 5% de acrilamida em 0,1M de tampdo Tris-HCl, pH 6,8, contendo 0,5% de
SDS, 0,025% de PSA (100 mg/mL) ¢ 0,1% de TEMED, em um volume final de 2 mL.
Preparados os géis, a eletroforese em SDS-PAGE foi realizada em um sistema duplo de
placas SE 250 Mighty Small (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA).

As amostras foram dissolvidas no tampfo de amostra (tampéio Tris/HCI 0,08M,
pH 6,8, contendo 10% de glicerol, 0,002% de bromofenocl e 2% de SDS). Para a
preparagdo das amostras reduzidas foi empregada uma solucfio de 1,0M de ditiotreitol no
mesmo fampio.

A corrida eletroforética foi realizada em temperatura ambiente, em tampio Tris-
HCI 0,025M, glicina 0,18M, pH 8,3, contendo 0,1% (m/v) de SDS com duracfo de,
aproximadamente, 2 horas sob corrente de 30mA.

A coloracdio do gel, apds a corrida foi feita em uma solucio de Coomassie Blue
R-250 0,25% dissolvida em metanol, 4cido acético e 4gua destilada (4:1:5; viv:v) durante
2 horas. A remocdo do excesso de corante para melhor visualizacio das bandas de
proteinas foi efetuada por lavagem numa solugio descorante, contendo metanol, 4cido

acético e agua destilada (4:1:5; viviv).

2.2. Ensaios in vive

2.2.1. Efeito dos inibidores sobre o desenvolvimente larval dos lepidépteros

A} Sobrevivéncia e peso médio larval

Para examinar os efeitos de DMTI-II e DMTI sobre o desenvolvimento de larvas
de Anagasia kuehniella e Corcyra cephalonica, dietas artificiais contendo os inibidores
nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 2% (w/w) foram fornecidas aos insetos. Para cada dieta de
cada espécie de inseto, 5 ovos foram colocados em potes plasticos claros contendo 200

mg de dieta artificial, e fechados hermeticamente. Cada tratamento foi repetido 10 vezes
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{n =5 x 10). Apos 22 dias de incubacfio 2 28 °C e umidade relativa de 65-T70%, as larvas
sobreviventes foram contadas e o peso individual foi determinado. Dictas sem a adicio de
DMTI-II ¢ DMTI foram preparadas e fornecidas a larvas, constituindo assim o grupo

confrole de cada tratamento.

B} Consumo ¢ utilizaciio do alimento

Para realizag8o dos estudos de consumo e ufilizagio de alimento, ao fim do periodo
de alimentagéo necessario para as larvas atingirem o 4° instar, a dieta restante foi retirada
do pote plastico e pesada, assim como as fezes depositadas pelas larvas. Para
determinagdo dos indices nutricionais a metodologia de Scriber & Slansky Jr (1981) foi
adotada. Para o célculo desses indices, foram utilizados os seguintes parmetros: (T):
duragdo do periodo de alimentaco em dias; (Ar): peso do alimento fornecido ao mseto;
(Ar): peso da sobra do alimento fornecido; (F): peso das fezes produzidas; (B): ganho de
peso pelo iseto; (C): peso médic das larvas; (I): peso do alimento ingerido; (I — F):
alimento assimilado ¢ (M): alimento metabolizado (M = {I1-F) ~ B). Os parAmetros Ar,
F, B, C, Ie (I-F) s0 foram considerados durante o periodo de alimentacéio (T).

Com base nestes pardmetros, foram determinados os indices de consumo e
uilizag8o para cada tratamento, através das seguintes formulas:

- Digestibilidade aparente (%): AD= I-F x100

i

- Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (%): ECI= B x 100
H

- Eficiéncia de conversdo do alimento digerido (%): ECD= B x100
I-F

- Custo meiabdlico (%):  CM =100 - ECD
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() Acdo dos inibidores na atividade enzimatica do inseto

Apds o ensaio de alimentagfio com dieta artificial contendo ou ndo o imtbidor, as
enzimas presentes no fluido intestinal (IM) ¢ nas fezes sfo submetidas ao ensaio triptico e
antifriptico com a finalidade de analisar a resposta das proteinases de A. kuehmiella e C.
cephaionica frente 4 acfo de DMTIL-II ou de DMTIL As aliguotas enzimaticas s#o
incubadas por 20 min a 37°C com o substrato sintético BAPNA, e a hidrélise ¢
acompanhada fotometricamente a 410 nm. A atividade enzimética ¢ deferminada pela
quantidade em nmol de BAPNA hidrolisado.

As aliquotas do IM das fezes sfo submetidas 4 detecgdio da atividade triptica numa
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 0,1% de gelatina. Apés a eletroforese a 5
°C, o gel € lavado com uma soluco de Triton X-100 a 2,5% por 30 minutos sob agitacio
para retirada do SDS. Em seguida, o gel € incubado com 100 mL de solucfo ativadora
{100 mM de Tris-HC] contendo 40 pl de B-mercaptoetanol e 200 ul de Trinton X-100 a
95%) por 2 a 3 horas. Apds esse periodo, o gel € submetido a coloragio com Coomassie
brifliant Blue R-250. Quando o mibidor sintético especifico para tripsina é utilizado
(TLCK), o fluido intestinal ¢ submetido & pré-incubacio com ImM de TLCK numa
temperatura de 37°C durante 20 minutos,

No ensaio antifriptico, o fluido intestinal (IM) das larvas lepidopteras alimentadas
com dieta controle e com dieta contendo imibidor é incubado com concentracdes
crescentes (2,4.6 ¢ 8 ug) de DMTI-II ou de DMTI, ¢ a atividade triptica residual do IM €
analisada através da hidrélise de BAPNA.

LA
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3. Estudo da acdo farmacoldgica dos inibidores de Limorphandra mollis,

3.1. Efeito de DMTI-1I e DMTI na inducio de edema de pata de rato

Ratos Wistar machos (120 + 150 g) foram anestesiados superficialmente com
halotano ¢ o edema de pata foi induzido pela injecfio subcutinea na regido subplantar de
DMTI-1I ou DMTI, dissolvidos em solugio salina estéril, num volume final de G,1mL, e
concentragdes {doses) finais de 3, 10, 30 e 100 pg/pata. O volume da pata fo1 medido
atraves de um hidropletismbmetro (modelo 7150, Ugo Basile, italia), imediatamente antes
da injecdo (basal) e em intervalos de 0,25, 0,5, 1, 2, 4 e 24 horas apos a mjecdo dos
inibidores. A inje¢fo subplantar de solugdio salina estéril (SAL) e carragemna foram

realizadas em grupos de animais controle.
3.2. Estudo do mecanismo de acdio de DMTI-II na induciio de edema

Grupos de ratos (n = 6) foram pré-tratados com diferentes drogas, fais como: (1)
mepiramina (2 mg/kg, i.p., 60 min antes), um antagonista do receptor H1 que bloqueia
competitivamente a resposta do tecido alvo mediada pelo receptor Hi; (2)
ciproheptadina(2 mg/kg, ip., 30 antes), um duplo antagonista que além de inibir
receptores da histamina, também atua nos receptores da serotonina; e finalmente, heparina
(50 U/pata), uma molécula polianiénica que pode reduzir a a¢io de compostos com cargas
catibnicas e que foi co-injetada com o inibidor. Apds os pré-tratamentos, os ratos foram
submetidos ao procedimento anterior para a indugdio de edema de pata pela injecio
subcutdnea na regido subplantar de DMTI-IL, cuja dose escolhida foi de 30ug/pata. O
volume da pata fo1 medido imediatamente antes da injecdo (basal) e em intervalos de 4,
7, 1, 2, 4 horas apos a injegio. Ratos que nio receberam o pré-tratamento com as drogas

descritas constituem os grupos controle do experimento.
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3.3. Efeito de DMTI-II na desgranulacio in vitro de mastécitos peritoneais de
rafos

3.3.1. Esolamento de mastécitos peritoneais

Mastocitos provenientes da cavidade peritoneal de 4-6 animais foram purificados
em gradiente de Percoll como descrito previamente por Enerback & Svyensson (1980).
Para isto, os ratos foram exsangiiinados sob anestesia ¢ 10 mL de solucfo tampéo fosfato
Krebs-Ringer (KRP; pH 7.3) foram injetados na cavidade peritoneal. O abdémen foi
gentilmente massageado ¢ o fluido coletado, em tubo c¢dnico de polipropileno,
centrifugade (300 g, 5 min, 4°C). O precipitado resultante (no qual os mastdcitos
representaram cerca de 10% das células) foi reconstituide em KRP e submetido 2o
gradiente isotnico de percoll durante 10 min 4 temperatura ambiente, antes de ser
centrifugado por 25 min (150 g, 4°C). A zona do gradiente que contém os mastdeitos foi
separada ¢ lavada duas vezes com KRP. A contagem total de células foi realizada em
camara de Newbauer e a contagem diferencial foi realizada em 14minas confeccionadas
em citocentrinfuga, coradas com May-Griinwalds. Em todos os protocolos experimentais
realizados a pureza das células obtidas foi em torno de 80% de mastocitos. A viabilidade

dos mastocitos foi também avaliada com o uso do corante azul de Tripan, sendo que 80%

das células foram consideradas viaveis.

3.3.2. Liberacio de histamina de mastécitos periteneais de rates

Aliquotas (0,5 mL) da suspensfic de mastécitos, purificados segundo item 3.3.2,
foram incubados a4 37°C por 10 min. Os estimulos (DMTI-II e composto 48/80) foram
adicionados a suspensdo (perfazendo um volume final de I mL e 2 x10° células) e
incubados por 30 min. A seguir, interrompeu-se a reacfio colocando-se os tubos em banho
de gelo. As células foram entfo centrifugadas (450g, 10 min) e os sobrenadantes foram
removidos € colocados em outros tubos. Aos sobrenadantes e precipitados foram
adicionados respectivamente 100 ul de HCI 1mol/l ¢ 1 mL de HCI 0,1 mol/l, ambos em

KRP. A seguir, os tubos foram colocados em banho fervente por 10 min para liberagio da



histamina residual. As concenitracBes de histaminz foram determinadas por
espectrofluorometria (Shore ef ai., 1959; Giraldelo ef al., 1994), através da marcagdo da
histamina com o-phthaldialdehyde (OPT; 80 pl, solugdo 1% em metanol). A liberagio de
histamina foi expressa como porcentagem de liberagiio no sobrenadante em relacio ao

contendo celular total.

3.4. Edema de pata em ratos {ratados com capsaicina

O tratamento de ratos neonatos com capsaicina foi realizado de acordo com
JANCSQO e cols. (1967). No segundo dia de vida, os ratos de ambos os sexos (7-8 g) sdo
anestesiados superficialmente com halotano e neles, injetados subcutaneamente, na regifio
dorsal, uma dose finica de capsaicina (5¢ mg/kg, 100 ul). Os ratos controle recebem 2
injegio do veiculo (1:1:8; Tween 80:etanol:NaCl 0.9%) no volume de 100 ul. Apds
tratamento, oS ratos sdo mantidos aquecidos ¢ sob observagdo por 1 hora, guando, entio,
330 colocados junto as respectivas mies, retornando ao biotério de manutencdo. Os ratos
sdo amamentados at€ o 21° dia de vida e, entio, separados da mie e alojados em gaiolas
coletivas e separados por sexo. Os animais sdo utilizados aleatoriamente para os diversos
protocolos em diferentes tempos pos-tratamento (60°-70° dias).

Apos o tratamento com capsaicina, os ratos foram submetidos 20 procedimento de
indugio de edema de pata conforme descrito no item 3.1. O inibidor DMTI-II foi
dissolvido em solugfio salina estéril, sendo a concentragdo escolhida de 30 ug/pata. O
volume da pata foi medido de acordo com a metodologia j4 descrita anteriormente nos
mtervalos %, ¥z, 1, 2 e 3 horas apés a injecdo do inibidor. A injecio subplantar de DMTI-
II (36 upg/pata) foi também realizada no grupo controle dos animais tratados com

capsaicina.
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3.5. Edema de pata em rato induzido por DMTI-II e liberacio de bradicinina

Para verificar se o edema de pata de rato induzido DMTI-II era devido 3 liberacdo
de bradicinina, 0s seguintes experimentos foram realizados: grupos de ratos (n = 6) foram
pré-tratados com as seguintes drogas: HOE 140 (Icatiban), um antagonista do receptor de
bradicinina (0,6 mg/kg, 1p., 20 min antes); Indometacina, um potente inibidor da
cicloxigenase (5 mg/kg, 1.p., 30 min antes); SR140333, um antagonista de receptores NK;
(100 pglkg, 1v.. 5 min antes); SR48968, antagonista de receptores NK; (1 mg/kg, iv., 5
min antes). Apds os pré-tratamentos, os ratos foram submetidos ao procedimento padrio
para a ndugfo de edema de pata pela injecdo subcutinea na regifio subplantar de DMTI-
il, cuja dose escolhida fo1 de 30ug/pata. O volume da pata foi medido imediatamente
antes da injegdo (basal) e em intervalos de %, %, 1, 2, 4 horas apés a injeglio. Ratos que
ndo receberam o pré-tratamento com as drogas descritas constituem os grupos controle do
experimento. Também foi feito um grupo de animais controle que receberam a injegio

subplantar de bradicinina (50 ug/pata).
3.6. Analise estatistica

Os resultados obtidos na indugfio de edema de pata de rato estdio expressos como
aumento do volume da pata (mL) em relagio ao valor basal (sem estimulo), e representam
a media de sels animais + erro padrio (SE). Os valores encontrados foram avaliados pela

analise de varidncia (ANOVA) sendo escolhido o teste de Bonferroni, onde P< 0,05 foi

considerado como significanie.
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RESULTADOS

1. Caracterizacio fisico-guimica dos inibidores isolados de sementes de
Dimorphandra moilis,

1.1. Efeito da temperatura na atividade inibitéria

A Figura 5 mostra o efeito das diferentes temperaturas na atividade inibitéria de
DMTI e DMTI-, que foram mcubados por 20 minutos nas temperaturas de 37, 50, 60,
80 ¢ 100°C. A atividade residual dos inibidores foi determinada através da atividade
enzimatica da tripsina que foi acompanhada pela hidrélise do substrato BAPNA.

Nota-se que até 50°C, a atividade inthitéria de ambos ¢ ainda bastante alta, sendo
que DMTI-IT ¢ DMTI sofferam uma perda, respectivamente de 20% e 10% na sua
atividade. Quando aquecidos a 60 °C, enquanto DMTI-II sofre um decréscimo de 40%,
DMTI perde apenas 20% de sua atividade, mostrando uma diferenca na estabilidade entre
cles. Na temperatura de 80°C, & mostrado que enquanto DMTI-II perde cerca de 80% de
sua atividade, DMTI sofre um decréscimo de aproximadamente 67%. Ja a 100 °C, a
diferenca na atividade residual de ambos nio ¢ tio marcante, pois DMTI apresenta cerca
de 16% enquanto DMTI-II possui 14% de sua atividade.
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Figura 5 — Efeito da temperatura na atividade inibitéria de DMTI e DMTI-IL A atividade
residual dos inibidores foi determinada pela hidrélise do substrato BAPNA (0,1mM),
apos 20 munutos de incubagio nas referidas temperaturas. Cada valor representa a média
* SD de 3 repetigbes. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P< 0,05) dos
valores quando comparados entre si e com o controle de um mesmo grupo. Analises
estatisticas mostraram que DMTI ¢ DMTI-II diferem-se significativamente entre si { P <
0,01) nos 4 niveis de temperatura (50, 60, 80 e 100 °C) (ANOVA, teste de Tukey).

1.2. Efeito do pH na atividade inibitéria

Os inibidores de D. moliis foram submetidos a diferentes valores de pH, sendo
incubados com tampdes apropriados, de acordo com o método descrito. A atividade
residual dos inibidores foi determinada através da atividade enziméatica da tripsina, que foi
acompanhada pela hidrélise do substrato BAPNA. A Figura 6 ilustra a comparagio da
estabilidade de DMTI e DMTI-I1, os quais mostraram-se estaveis em uma ampla faixa de
pH. sendo pouco sensiveis a valores extremos. Neste experimento, também foi cbservado

que DMTI € relativamente mais resistente que DMTI-L
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Figura 6 — Efeito do pH na estabilidade da atividade de DMTI e DMTILIL A atividade
residual dos inibidores foi determinada através da atividade enzimatica da tripsina, que foi
acompanhada pela hidrélise do substrato BAPNA. Os tampdes utilizados, na
concentracdo de 0,1M, foram: citrato de sédio (pH 2; 3; 3,5; 4), acetato de sodio (pH 4,5;
5; 5,5), fosfaio de sodio (pH 6; 6,5; 7), Tris-HCI (pH 7,5; 8; 8,5) e bicarbonato de sodio
(pH 9; 10). Cada valor representa a média + SD de 3 repetigfes. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um
mesmo grupo. Andlises estatisticas mostraram que DMTI ¢ DMTLI diferem-se
significativamente entre si com P< 0,001 em todos os valores de PH (ANOVA, teste de
Tukey).

1.3. Efeito do DTT na atividade inibitéria dos inibidores DMTI e DMTI-II

Amostras de DMTI ¢ DMTI-II foram incubadas com DTT, nas concentracfes
finais de 1, 10 e 100 mM, em intervalos de tempo de 15, 30, 60 ¢ 120 minutos. A Figura 7
mostra os resultados obtidos apés ensaio enzimatico para verificagio da estabilidade da
atividade inibitéria. DMTI e DMTI-II mostraram-se estaveis, sendo pouco sensiveis ao
DTT, mesmo quando este se encontrava numa concentracic final de 100 mM. Observou-
se pouca redugdo em sua atividade residual apos 2 horas de mcubaglo com o agente
desnaturante.
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Figura 7 - Efeito do desnaturante DTT na atividade inibitéria de DMTI-II (A) e DMTI
(B). A atividade enzimética das amostras incubadas com as diferentes concentragfes
finais de DTT (ImM, 10mM ¢ 100mM) foi determinada pela hidrélise do substrato
BAPNA (0,1imM). Cada valor representa 2 média £ SD de 3 repetigdes. Letras diferentes
indicam diferenga significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro
de um mesmo grupo. Analises estatisticas mostraram que DMTI e DMTI-II diferem-se
significativamente entre si com P< 0,01, mas na conceniragdo de 100mM, nos tempos de

60 e 120 min, nenhuma diferenca significativa (™) foi observada entre DMTI ¢ DMTI-II
(ANOVA, teste de Tukey).
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1.4. Efeito da uréia na stividade inibitéria de DMTY ¢ DMTL-II

Conforme ilustra a Figura 8, a uréia nfo apresentou efeitos significativos na
eficiéncia jmbitéria de DMTI e DMTI-IL Mais uma vez foi observado gue DMTI
aparcnta ser mais resistente que DMTIL o que foi evidenciado quando foram
submetidos & concentragdio méxima de wéia (8M) e as atividades residuais foram

comparadas.
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Figura 8 — Efeito de concentragdes crescentes de uréia sobre a atividade dos inibidores de
D. moilis, DMTI e DMTI-IL, ap6s incubagio por 60 minutos, 4 37°C. A atividade residual
foi determinada pela hidrélise do substrato BAPNA, em tampéo Tris-HCI §,1M, pH 8,0
Cada valor representa a média + SD de 3 repeticBes. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo
grupo. Analises estatisticas mostraram que DMTI e DMTERI  diferem-se

significativamente entre si com P< 0,01 em todos os tratamentos {ANOVA, teste de
Tukey).
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O agente redutor cloreto de guanidina (GdmCl) apresentou um maior efeito na
estabilidade de DMTI-1I conforme ilustrado na Figura 9. Os inibidores quando incubados
com 4 M de GdmCl apresentaram uma diferenga maior na sua atividade residual;
enquanto DMTI-II perdeu cerca de 45%, DMTI sofreu um decréscimo de 14%. Quando
na concenfragdo maxima (6M), o agente causou um decréscimo de 30% na atividade
inibitéria de DMTI-II enguanto que DMTI apresentou apenas 23% na reducdo de sua

eficiéncia inibitoria.
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Figura 9 — Efeito de cloreto de guanidina na estabilidade da atividade inibitoria de DMTI
e DMTI-I1. A atividade residual dos inibidores foi determinada pela hidrélise do substrato
BAPNA, em tampio Tris-HCI 0,1M, pH 8,0, imediatamente apds o periodo de mcubagio
(60 minutos) 4 37°C das amostras nas crescentes concentragdes do agente redutor. Cada
valor representa a média + SD de 3 repetigSes. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo
grupo. Andlises estatisticas mostraram que DMTI e DMTI-II diferem-se
significativamente entre si com P< 0,01 em todos os tratamentos (ANOVA, feste de
Tukey).
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1.6. Bicroismo circular de DMTI e DMTI-1I

As Figuras 10, 11, 12 ¢ 13 ilustram os resultados obtidos nos experimentos de
dicroismo circular de DMTI e DMTI-IL.

Em 4gua, os dois inibidores apresentam uma estruturacdo desordenada ou
randomica evidenciada pela presenga de uma banda negativa em torno de 203 nm para
DMTI e DMTI-L Concentragbes crescentes de TFE nfio foram capazes de induzir uma
alteragio no estado conformacional do inibidor DMTI-II (Figura 10); no entanto guando o
mesmo experimento foi realizado com DMTI uma nitida alteragsio foi observada {Figura
11).
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Figura 10 - Espectros do dicroismo circular de DMTI-II (17uM) na presenca de
concentragdes crescentes de TFE. Os espectros foram obtidos utilizando uma cubeta de
quartz (Imm), na regifio de 190 2 260 nm, numa velocidade de 50 am/min, a 25 °C, num
espectropolarimetro (JASCO J-810). Cada espectro é resultante da média de 4 scans,
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Figura 11 - Espectros do dicroismo circular de DMTI (15uM) na presenca de
concentragdes crescentes de TFE. Os espectros foram obtidos utilizando uma cubeta de
quartz (Imm), na regido de 190 a 260 nm, numa velocidade de 50 nm/min, a 25 °C, num
espectropolarimetro (JASCO J-810). Cada espectro é resultante da média de 4 scans.

As Figuras 12 e 13 ilustram os espectros obtidos de DMTIII ¢ DMTL
respectivamente na presenga de SDS e TFE, mostrando diferencas na transigfio
conformacional.

Quando adicionado o SDS (100 mM), o espectro de DMTI-II manteve ¢ mesmo
comportamento, enquanto que o do DMTI, mostra uma suave modificagfo. A adigio de

TFE (40%) induziu uma transi¢do conformacional no inibidor DMTI, favorecendo uma
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propensio & formagio de a-hélice. Estes resnitados mostram que o inibidor mais estdvel,

DMTI, apresenta uma maior potencialidade em se estruturar,

e DT 4 H20
- = = DMTHHI + 40% TFE
@@@@@ DMTI-Il + 100 mM SDS

: e B B m
130 200 210 220 230 240 250 260

Figura 12 — Espectros do dicroismo circular de DMTI-II (17 uM) na presence de SDS
(100 mM) e TFE (40%). Os espectros foram obtidos utilizando uma cubeta de quartz
(Imm), na regiio de 190 a 260 nm, numa velocidade de 50 nm/min, a 25 °C, num
espectropolarimetro (JASCO J-810). Cada espectro & resultante da média de 4 scans.
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Figura 13 ~ Espectros do dicroismo circular de DMTI (15 uM) na presenga de SDS (100
mM) e TFE (40%). Os espectros foram obtidos utilizando uma cubeta de quartz (1mm),
na regiio 190 a 260 nm, numa velocidade de 50 nm/min, a 25 °C, num
espectropolarimetre (JASCO J-810). Cada especiro ¢ resultante da média de 4 scans.

1.7. Calorimetria de DMTI-11

O estudo calorimétrico revelou que DMTI-II apresenta um Tm = 70 °C ¢ uma
transi¢do irreversivel (Figura 14). Este resultado confirmou aguele obtido no estudo do
efetto da temperatura na atividade inibitoria de DMTI-II (Figura 5). Quando o inibidor é

aquecido acima de sua Tm, a reaclio ¢ irreversivel, provavelmente porque as pontes
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dissulfeto que estilo presentes néo se recuperam apropriadamente, assim o inibidor perde
sua estrutura € consegiientemente sua atividade.

0,5 =
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Figura 14 — Curva resultante do estudo de desnaturagiio de DMTI-II ( Img/ml) em tampdo
fosfato de s6dio 10 mM, pH 7,4. as corridas foram realizadas num fluxo de 90 °C/hora.
Os dados obtidos foram subtraidos de uma linha de base do tampéo utilizado.
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2. Estudo da atividade inseticida dos inibidores isolados de sementes de . mollis

2.1. Ensaios In vifro

2.1.1. Efeito dos inibidores DMTI ¢ DMTI-II sobre as enzimas digestivas de
Anagasia kuehniella e Corcyra cephalonica

A Figara 15 ilustra o resultado da incubacgfio de concentracBes crescentes dos
imibidores DMTI e DMTI-II com o homogenato de intestinos médios de larvas do

lepidéptero Anagasia kuehwmiella.
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Figura 15 - Efeito dos inibidores de D. moilis sobre as enzimas digestivas de A
kuehniella. A atividade residual das enzimas foi determinada pela hidrolise de BAPNA
(0,1mMj), apoés 15 minutos de imcubaglo nas referidas concentragdes. Cada valor
representa a média 5D de 5 repetigBes. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(P<0.01) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo. Analises
estatisticas mostraram que efeitos de DMT] e DMTI-1I diferem-se significativamente com

P<0,01 em todas as concentragbes (ANOVA, teste de Tukey),
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Us resultados obtidos na incubagdo das mesmas concentracdes dos imtbidores de D.
mollis testadas no experimento anterior com o homogenato de intestinos médios de larvas
de Corcyra cephalonica estdo ilustrados na Figura 16. Analisando as duas figuras,
notamos que, 71 viiro, as enzimas de Corcyra cephalonica sofreram igualmente 3 acio

dos dois inibidores; enquanto as enzimas de Anagasta kuehniella foram afetadas

diferentemente por ambos (Figura 15).

b B
o
1 rcl ﬁ 1
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Figura 16 - Efeito dos inibidores de D. mollis sobre as enzimas digestivas de (.
cephalonica. A atividade residual das enzimas foi determinada pela hidrolise de BAPNA
(0,ImM), apdés 15 minutos de incubagfio nas referidas concentragdes. Cada valor
representa a media SD de 5 repetigBes. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(P<0,01) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo. Analises
estatisticas mostraram que efeitos de DMTI e DMTI-II diferem-se significativamente com

P<0,05 apenas na concentracdo 0,6 ug/mi (ANOVA, feste de Tukey).
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2.1.2. Digestibilidade in vitro dos inibidores de D, mollis por enzimas digestivas
de Anagasta kuehnielia e Corcyra cephalonica

A Figura 17 mostra os resultados analisados através de uma eletroforese em gel de
poliacrilamida (12,5%) na presenga de SDS, do ensaio de digestibilidade in virro dos
inibidores DMTI ¢ DMTI-1I pelas enzimas presentes no homogenato de intesting médio
de larvas de Anagasia kuehniella. Foi verificado que até 6 horas, os dois inibidores,

aparentemente, nio sofreram digestfio enzimatica pelas proteases.
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Figura 17 — Eletroforese em PAGE-SDS do ensaio de digestibilidade in vitro de DMTI-II
(A) e DMTI (B) por proteinases do homogenato de intestino médio de larvas de 4.
kuehmiella (E). Nameros verticais indicam o peso dos marcadores moleculares (M) em

kDa. Nameros horizontais indicam o tempo da digestiio.
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(Quando incubados com as proteases de C. cephalonica os inibidores DMTI e
DMTI-TI, aparentemente, nfio sofreram digestdo enzimatica até 6 horas, conforme ilustra a

eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS da Figura 18.
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Figura 18 — Eletroforese em PAGE-SDS do ensaio de digestibilidade in vitro de DMTI-II
{(A) e DMTI (B) por proteinases do homogenato de intestino médio de larvas de Corcyra
cephalonica (E). Nameros verticais indicam o peso dos marcadores moleculares (M) em

kDa. Nameros horizontais indicam o tempo da digest3o.
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2.1.3. Atividade inibitéria de DMTI e DMTI-II apés a incubacio com as
enzimas digestivas de A. kuehniella e C. cephalonica

Apés a digestibilidade in vitro com as enzimas presentes no intestino médio de
larvas de A. kuehniella e C. cephalonica, os inibidores DMTI e DMTI-II foram
submetidos 2 um ensaio antitriptico para verificar resisténcia da atividade inibitéria apés
6 horas de incubac8o.

Na Figura 19, podemos observar que até 6 horas de incubaciio, a atividade residual
dos dois inibidores diminuiu; enquanto DMTI-II apresentava 39 % de atividade, DMTI

apresentava cerca de 1% da sua atividade.
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Figura 19 — Atividade residual inibitéria de DMTI e DMTI-II apés incubacdo com as
enzimas digestivas do intestino médio de larvas de Anagasta kuehniella. Cada valor
representa a meédia £SD de 5 repetigdes. Letras diferentes indicam diferenca significativa
{P<0,001) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo. Analises
estatisticas mostraram que DMTI e DMTI-I diferem-se significativamente com P<0,01
(ANOVA, teste de Tukey).
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Quando analisames os resultados obtidos apsds incubagdo com as enzimas de
cephalonica; um decréscimo da atividade inibitéria de DMTI-II ¢ DMTI também foi
observado. Apds terem sido submetidos a um periodo de 6 horas de incubacfo com as
proteases deste inseto, o enmsaio antitrfptico das aliquotas reveloun que DMTI-II
apresentava cerca de 32% enquanto DMTI apresentava cerca de 10% de sua atividade
inibitoria. Este resultado mostrou que DMTI parece ser também mais suscetivel a acio

das proteases de C. cephalonica do que DMTI-IL
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Figura 20 — Atividade residual inibitéria de DMTI ¢ DMTLII apos meubacdo com as
enzimas digestivas do intestino médio de larvas de Corcyra cephalonica. Cada valor
representa a média £SD de 5 repeticdes. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(P<0,001) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo grupo. Analises
estatisticas mostraram que DMTI e DMTILI diferem-se significativamente com
P<0,01em todos os tempos, com excecdo do temapo de 72 h (%) (ANOVA, teste de Tukey).
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2.2, Ensaios in vive

2.2.1, Efeito de DMTI-II sobre o desenvolvimentos larval de 4. Eushniella

A) Sobrevivéncia e peso médio das larvas de 4. Luehnieiln

O efeito de DMTI-II sobre o lepidoptero 4. kuelmiella foi avaliado através da
determinacdo do nimero de individuos e o peso médio das larvas de 4 © instar em dietas
artificiais contendo quantidades crescentes de DMTI-IL O inibidor DMTI-II foi
incorporado na dieta artificial aos niveis de 0,5, 1,0 & 2,0% que foi oferecida as larvas.

Em todas as comcentragtes, DMTI-II nio apresentou efeito significative na
sobrevivéncia larval (Figura 21A). Quando analisamos o efeito do inibidor sobre o peso
médio das larvas, fo1 verificado que nas concentragBes de 1,0 e 2,0% de DMTI-1 houve

um decréscimo ne peso médio larval respectivamente de 18 e 25% (Figura 21B).
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Figura 21 ~ Efeito de DMTI-II sobre as larvas de 24 dias de Aragasta kuehniella
alimentadas com dieta arfificial. (A) Niimero de larvas sobreviventes de larvas em dietas
artificiais contendo quantidades crescentes de DMTI-I ¢ em dieta controle. (B) Peso
medio larval dos individuos sobreviventes. Cada valor representa a média + SD de n = 50.

Letwras diferentes indicam diferenga significativa (P<0,05) dos valores guando comparados
enfre si dentro de um mMeEsSmMo rupo.
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B) Consumo e utilizacio de alimenteo

As Figuras 22A ¢ 22B mostram os efeitos de DMTI-II no consumo da dieta e na
quantidade de fezes produzidas pela larva de 4. kuehniella. Apesar de DMTI-II ndo ter
causado efeito significativo no consume da dieta quando incorporado a 2 % (Figura 22A),
a produgdo de fezes por larva sofreu wma diminuicfo em cerca de 27% quando comparada

a produgfo de fezes das larvas alimentadas com dieta controle (Figura 22B).
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Figura 22 — Consumo ¢ utilizacio de alimentos pelas larvas de Anagasta kuehniella
alimentadas com DMTI-II. (A) dieta consumida/larva; (B) fezes produzidas/larva. Cada
valor representa a média +SD de n > 50. Letras diferentes indicam diferenca significativa

(P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um mesmo £rupo
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Os indices nutricionais relacionados na Tabela 1, mostram que as larvas
alimentadas com a dieta contendo DMTI-TT 2% sofreram a influéncia do inibidor no seu

metabolismo guando comparadas as larvas alimentadas com a dieta controle.

Tabela 01 — Digestibilidade aparente (AD), eficiéncia de conversio do alimento ingerido
(ECL) e digerido (ECD) e custo metabdlico (CM) das larvas de Anagasta kuehniella

¢riadas em dieta contendo DMTI-IT 22 ¢ em dieta controle.

Indices nutricionais Dieta controle Dieta com DMTI-IT 2%
ECI 30,633 £ 1.150 a 22706 £ 05000
ECD 35916+ 12104 25366 +0.2880b
CM 64.066 £ 1,193 a 74.633 +0.288b
AD 85333+ 1.050a 89,486 + 1.209b

) Aclio de DMTI-II na atividade enziméatica do inseto

As enzimas presentes no intestino médio das larvas alimentadas com dieta controle
e com DMTI-I] tiveram sua atividade avaliada através da hidrélise do substrato BAPNA.
A Figura 23A mostra que houve uma diminuigio de 51% na atividade das enzimas
presentes em larvas alimentadas com DMTI-II 2%. A hidrélise do substrato BAPNA
pelas fezes também foi verificada, e também mostra que houve uma diminuicio da
atividade em cerca de 18% nas fezes de larvas alimentadas com DMTI-II 2% (Figura
23B).

A Figura 24 mostra a atividade triptica residual das enzimas presentes no IM de
insetos alimentados com o inibidor DMTI-IL O resuitado sugere que as proteinases dos
insetos alimentados com DMTI-II 2% foram pouco sensiveis a a¢fo do inibidor quando

ingubado no ensaio.
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Figura 23 — Resposta das proteinases de Anagasta kuehniella a ingestio de DMTI-I 2%.
(A) Atividade triptica das enzimas do IM; (B) Atividade triptica das enzimas presentes
nas fezes. Cada valor representa a média +SD de n > 50. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um
mMesSmo grupo
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Figura 24 — Atividade antitriptica dos insetos alimentados com dietas artificiais contendo
DMTI-IT 2%. Aliquotas dos IMs de larvas s#o incubadas com concentragBes crescentes de
DMTI-1I e 2 atividade triptica residual é determinada pela hidrélise do substrato BAPNA.
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Uma eletroforese em gel de poliacrilamida contendo gelatina a 0,1% foi realizada
com finalidade de verificar a atividade das proteinases presentes no fluido do intestino
meédio (IM) e nas fezes dos insetos do 4° instar que foram alimentados com dieta artificial
controle e dieta contendo DMTI-II 2 2%.

A Figura 25 ilustra a atividade em gelatina das enzimas do tipo tripsina de
aproximadamente 22 kDa presentes no IM das larvas alimentadas com dieta controle
(linha 1), Quando as larvas foram alimentadas com DMTI-II 2%, aparentemente, a
atividade sofreu uma redugfo tanto nas enzimas presentes no IM (linha 2) quanto nas
fezes (linha 4) reforgando o que ja foi mostrado na Figura 23A. Além da diminuicio na
atividade enzimatica, foi observado que a ingestfio do inibidor também provocou uma
pequena alteracfo no peso molecular das bandas evidenciadas nas linhas 2 ¢ 4. Pars
confirmar a atividade de enzimas do tipo tripsina, TLCK , um inibidor sintético especifico
de tripsina, foi incubado com as aliquotas do IM e das fezes das larvas alimentadas com o
inibidor ou ndo. As linhas 5, 6, 7 ¢ 8 mostram a auséneia de atividade da enzima do tipo

tripsina devido a presenga de TLCK.

22 kD3 =

1 2 3 4 § 8 7 8

Figura 25 — Eletroforese em PAGE-SDS (12,5%) com gelatina a 0,1%, do fluido
intestinal (IM) ¢ das fezes das lagartas (4° instar). {1) IM das lagartas alimentadas com a
dieta controle; (2) IM das lagartas alimentadas em dieta contendo DMTI-II a 2%; (3)
fezes das lagartas alimentadas com dieta controle; (4) fezes das lagartas alimentadas com
DMTHI a 2%; (5) IM do controle incubado com TLCK; (6) IM do DMTI-II 2%
incubado com TLCK, (7) fezes do controle incubado com TLCK: (8) fezes de DMTI-II
{2%; incubado com TLCK.
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2.2.2. Efeito de DMTI-11 sobre o desenvolvimento larval de C. cephalonica

A} Sobrevivéncia e peso médio das larvas de Corcyra cephalonice

O efeito de DMTI-II sobre o lepiddptero C. cephalonica foi estudado através da
determinagdo do nimero de individuos e o peso médio das larvas de 4 © instar em dietas
artificiais contendo quantidades crescentes de DMTI-IL O inibidor DMTI-I foi
incorporado na dieta artificial aos niveis de 0,5, 1,0 e 2,0% que foi oferecida as larvas.

Em todas as concentragdes, DMTI-II ndo apresentou efeito significativo na

sobrevivéncia larval (Figura 26A) e também ndo afetou o peso médio larval (Figura 26B).

A B
}iz;{}— } e 8 .
. : ’ s : :
-~ | 1 T | —
EJd U 9 v vin B 7
Al B N By =
; 7% 7 4t 7 7
'E 80 ///j,j/ ’;//::/ %/};’( /%/// % ’./Zf;/p’f/ /f/;///f /{:fj; 2
b i 77/ ;7// 7 rl i 7
&= //e// //”"- / B e [ ;//f 77
¥ /,;//f/// ,/5;5/ 7 7 % il // 7 i 7 7
= % //// % 797 7 %’ % S v f///// 7 7
] 7 7 7 7/ - 7 7 7
Nl B B m =
i Yy 8. - o "
o0 U o " A 7 7
= - =
N N e nm
1 Z 3 4 1 3 4
DMTI % o) DT (% pip)

Figura 26 — Efeito de DMTL-II sobre as iai“vas de 24 dias de Corcyra cephalonica
alimentadas com dieta artificial (1) .cenmﬂe ¢ com concentragdes do inibidor a (2) 0,5% ;
(3) 1,0% e (4) 2,0%. (A) Niamero de larvas sobreviventes de larvas em dietas artificiais
contendo quantidades crescentes de DMTI-II e em dieta controle. (B) Peso médio larval
dos individuos sobreviventes. Cada valor representa 2 média £ SD de n = 50. Letras

diferentes indicam diferenga significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre

si dentro de um mesmo grupo.
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B) Consumo ¢ utilizacio de aliments

A Figura 27 mostra os efeitos de DMTI-II no consumo da dieta e na quantidade de
fezes produzidas pela larva de C. cephalonica. A presenga de DMTI-IT 2% n3o interferiu
significativamente no consumo da dieta (Figura 27A), bem como na produgio de fezes
(Figura 27B).

A} 35- 2 B)iz- a
< a J @
5 307 7 g 104 =
& 25 / =
5 / g &+
£ 20 = i
g g o
£ 18 ‘n |
g | =
5 2+
g 104 g* ]
g 5.: % 2
o] | 1L
G : 0 7 H
Conirole 2% Conirole 2%
DMTI-U (% pip) DMTI-H (%, p/p)

Figura 27 - Consumo e utilizacio de alimentos pelas larvas de Corcyra cephalonica
alimentadas com DMTI-IL (A) dieta consumida (mg) por larva; (B) fezes produzidas
(mg) por larva. Cada valor representa a média #SD de n = 50. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,03) dos valores quando comparados entre si dentro de um

WMesmo grupo
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Os indices nutricionais relacionados na Tabela 2, mostram que o metabolismo das
larvas de Corcyra cephalonica alimentadas com a dieta contendo DMTI-II 2% ndo foi

afetado pela presenga do inibidor quando aos indices obtidos das larvas alimentadas com

a dieta controle,

Tabela 02 — Digestibilidade aparente (AD), eficiéncia de conversio do alimento ingerido

(ECT) e digerido (ECD) e custo metabélico (CM) das larvas de Corcyra cephalonica

criadas em dieta contendo DMTI-I1 2% e em dieta controle.

Indices nutricionais Dieta controle Dieta com DMTI-II 2%
ECT 19,651,602 19,55+1,65 a
ECD 28,7242.25 & 27,6242 1 a
CM 71,26+2.25 a 72,3742 1 a
AD 67,36+1,68a 70,85+3,1a

C) Acdo de DMTE-II na atividade enzimatica de Corcyra cephalonica

Apés a alimentagio em dieta artificial, a atividade triptica do fluido intestinal (IM)
e das fezes das larvas do grupo controle ¢ alimentadas com DMTI-II a 2% fo1 verificada
atraves da hidrélise do substrato BAPNA. As enzimas do IM nio foram afetadas pela
presenga de DMTI-IL a 2% (Figura 28A) peis ndo houve diferenca significativa entre o
grupo controle ¢ o grupo alimentado com o inibidor. Quando as fezes foram analisadas, o
mesmo resultado foi obtido, z atividade enzimatica presente nas fezes ndo foi afetada pela
ingestdo de DMTI-1I a 2%,

A ensaio de incubagfio de crescentes concentragbes DMTI-II com o IMs de larvas
alimentadas com dieta artificial, mostron que as enzimas das larvas alimentadas com
DMTI-I foram pouco sensiveis a acfio do inibidor. Quando o IM foi incubado com 4 ¢ 6
ug de DMTI-II, a atividade residual do grupo controle foi de 73 e 62 % enquanto que a do
grupo DMTT-II foi de 93,4 ¢ 79,7% (Figura 29).
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Figura 28 — Resposta das proteinases de Corcyra cephalonica a ingestio de DMTI-IT 2%.
(A) Atividade triptica das enzimas do IM; (B) Atividade triptica das enzimas presentes
nas fezes. Cada valor representa a média +SD de n > 50. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um
mesmo grupo . o
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Figura 29 — Atividade antitriptica dos insetos alimentados com dietas artificiais contendo
DMTI-II a 2%. Aliguotas dos IMs de larvas s3o incubadas com concentragBes crescentes
de DMTI-II ¢ a atividade enzimdtica residual é determinada pela hidrélise do substrato
BAPNA.

81



Uma analise eletroforética em gel de poliacrilamida contendo gelatina a 0,1% foi
realizada com finalidade de verificar, ap6s o ensaio de alimentagdio, a atividade das
proteinases de Corcyra cephalonica presentes no fluido do intestino médio {iM) e nas
fezes dos msetos do 4° instar (Pigura 30).

Confirmando o resultado obtido ¢ ilustrado na Figura 28, a atividade em gelatina
das enzimas {22 kDa) presentes no IM das larvas alimentadas com DMTI-II {linha 2),
aparentemente, nfo foi alterada, assim como a atividade das enzimas presentes nas fezes
destas mesmas larvas (linha 4). Com intuito de comprovar a atividade de enzimas do tipo
tripsina, as aliquotas do IM e das fezes também foram incubadas com TLCK. As linhas 3,
6, 7 ¢ 8 mostram a auséncia de atividade da enzima do tipo tripsina devido 2 presenga do

inibidor smtético especifico para esta enzima (Figura 30).

22 kDa ...

| 2 3 4 5 6 7 8

Figura 30 - Eletroforese em PAGE-SDS (12,5%) com gelatina a 0,1%, do fluido
intestinal (IM) e das fezes das lagartas (4° instar) de Corcyra cephalonica. (1) TM das
lagartas alimentadas com a dieta controle; (2) IM das lagartas alimentadas em dieta
contendo DMTI-II a 2%; (3) fezes das lagartas alimentadas com dieta controle; {4) fezes
das lagartas alimentadas com DMTI-II a 2%; (5) IM do controle incubado com TLCK; {6)
IM do DMTI-II 2% incubado com TLCK; {7} fezes do controle incubado com TLCK; (8)
fezes de DMTI-II (2%) incubado com TLCK.
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2.2.3. Efeito de DMT1 sobre ¢ desenvolvimento larval de A, kuehniella

A) Sobrevivéncia e peso médio das larvas de 4. kuehniella

O efeito de DMTI sobre o lepidoptero 4. kuehniella também foi estudado através
da determinagdo do niimero de individuos e o peso médio das larvas que foram
alimentadas com dietas artificiais sem o inibidor ¢ dietas artificiais contendo quantidades
crescentes de DMTI (0,5, 1,0 e 2,0%).

Em todas as comcentragdes, DMTI nfo apresentou efeito significative na

sobrevivéncia larval (Figura 31A) e também nfo afetou o peso meio larval (Figura 31B).
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Figura 31 - Efeitc de DMTI sobre as larvas de 24 dias de Anagosta kuehniella
alimentadas com dieta artificial (1) controle e com concentrages do inibidor a (2) 0,5% ;
(3) 1,0% e (4) 2,0%. (A) Nimero de larvas sobreviventes de larvas em dietas artificiais
contendo quantidades crescentes de DMTI e em dieta controle. {B) Peso médio larval dos
individuos sobreviventes. Cada valor representa a média + SD de n = 50. Letras diferentes
indicam diferenga significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro

de um mesmo grupo.
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B} Consumo e utilizacio de alimento

A Figura 32 mostra os efeitos de DMTI no consumo da dieta e na quantidade de
fezes produzidas pela larva de 4. kuehniella. A presenga de DMTI 2% nio mterferin
significativamente no consumo da dieta (Figura 32A). A produciio de fezes das larvas
alimentadas com o inibidor (1,9 mg/larva) diminuiu cerca de 64% quando foi comparada

a produgfo de fezes pelas larvas da dieta controle (5,5 mg/larva) (Figura 32B).
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Figura 32 — Consumo ¢ utilizagio de alimentos pelas larvas de Anagasia kuehniella
alimentadas com DMTI a 2%. (A) dieta consumida (mg} por larva; (B) fezes produzidas
(mg) por larva. Cada valor representa a média +SD de n = 50. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um

MESMO Srupo
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(Os valores dos indices nutricionais relacionados na Tabela 3, eficiéncia de
conversdo do alimento digerido (ECD); custo metabdlico ¢ digestibilidade aparente (AD)
foram significativamente diferentes nos dois grupos: larvas alimentadas com dieta

controle e larvas alimentadas com DMT1 3 2%.

Tabela 03 — Digestibilidade aparente (AD), eficiéncia de conversfo do alimento ingerido
(ECI) e digendo (ECD) ¢ custo metabdlico (CM) das larvas de dnogasia kuehriclia

criadas em dieta contendo DMTT 2% e em dieta controle.

Indices nutricionais Dieta conitrole Dieta com DMTI 2%
ECI 253+ 1,152 243 4+ 0,68°
ECD 33,3+ 1,152 274 +1,5b
CM 66,7+ 1,13a 72,6 +1,5b
AD 76 +1.0a 88,9+ 2 5b

C) Acfio de DMTI na atividade enzimatica de Anagasta kuehniella

O estudo do efeito de DMTI sobre a atividade enzimatica de 4. kuehmiella também
foi realizado, através da hidrolise do BAPNA. Larvas alimentadas com dieta controle e
com DMTI a 2% tiveram seus fluidos imtestinais (IM) e fezes analisados. A atividade
enzimatica do IM de larvas alimentadas com DMTI a 2% sofreu wm acréscimo de 14%
(Figura 33A). Um aumento também foi observado na atividade das enzimas presentes nas
fezes de larvas alimentadas com o mibidor cuja produgdio de BAPNA (nmol/mgP de
fezes/min) aumentou cerca de 6%., que foi considerado significative pelas andalises
estatisticas (Figura 33B).

A anvidade triptica residual das enzimas do IM de larvas alimentadas com DMTI1 a
2 % permaneceu inalterada mesmo apés a incubagdo com 6 ug de DMTL Quando o IM
dessas larvas que foram alimentadas com o inibidor, foi incubado com 8 ug de DMTL a
atividade triptica residual do grupo controle foi nula enguanto que a do grupo DMTI foi
de 62% (Figura 34).
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Figura 33 — Resposta das proteinases de dnagasta kuehniella a ingestiio de DMTI 2%.
(A) Atividade triptica das enzimas do IM; (B) Atividade triptica das enzimas presentes
nas fezes. Cada valor representa a média 5D de n = 50. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si deniro de um

mesmo grupo

Atividade triptica residual {%})

100

.

\_\‘
R
——a
—&— Controle

80+

40 \ -~&-— DMTI 2%
] N

20 AN
] ~

0 — : AN
0 2 4 6 8
DMT! {ug)

Figura 34 — Atividade antitriptica dos insetos alimentados com dietas artificiais contendo
DMTI a 2%. Aliquotas dos IMs de larvas sfio incubadas com concentracdes crescentes de
DMTI e a atividade enzimatica residual é determinada pela hidrdlise do substrato

BAPNA,
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A Figura 35 mostra uma eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS
(12,5%) contendo gelatina a 0,1% para analisar a atividade aparente das proteinases de
Anagasta kuehniella presentes no fluido do intestino médio (IM) e nas fezes das larvas do
47 instar.

A atividade em gelatina das enzimas presentes no IM de larvas alimentadas com
DMTT foi maior do que a atividade do grupo alimentado com dieta controle (linha 1), pois
na eletroforese € possivel observar ¢ aumento da intensidade da banda de
aproximadamente 22 kDa na linha 2. Também foi observada uma pequena alteracio no
peso molecular da banda de 22 kDa.

Em relagdo 4 atividade enzimética das feres, foi observado um aumento da acfio
enzimética no grupo alimentado com DMTI (linha 4) em relagio ao grupo alimentado
com a dieta controle (linha 3). Quando as aliguotas foram incubadas com TLCK, a
atividade de enzimas do tipo tripsina foi inibida j4 que ndo ha evidéncia da banda de 22
kDa nas linhas 5, 6, 7 e 8, permanecendo apenas wma banda em todas linhas, sugerindo

que esta nfo seja uma enzima do tipo tripsina (Figura 35),

22 kiDa -

Figura 35 - Eletroforese em PAGE-SDS (12,5%) com gelatina a 0,1%, do fluido
intestinal (IM) ¢ das fezes das lagartas (4° instar) de Anagasia kuehniella. (1) IM das
lagartas alimentadas com a dieta controle; (2) IM das lagartas alimentadas em dieta
contendo DMTI a 2%; (3) fezes das lagartas alimentadas com dieta controle; (4) fezes das
lagartas alimentadas com DMTI a 2%; (5} IM do conirole incubado com TLCK; (6) IM

do DMTI 2% mcubado com TLCK; (7) fezes do controle incubado com TLCK; (8) fezes
de DMTI (2%} incubado com TLCK.
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B) Consumo ¢ utilizaciio de alimento

A Figura 37 mostra os efeitos de DMTI no consumeo da dieta ¢ na quantidade de
fezes produzidas pela larva de C. cephalonica. A presenga de DMTI a 2% na dieta
artificial mterferiu significativamente no consumo da dieta, reduzindo o consumo em 36%
{Figura 37A) A produgfo de feres das larvas alimentadas com DMTI também foi
afetada, com redugfo de 27% (Figura 37B).
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Figura 37 — Consumo e utilizaglio de alimentos pelas larvas de Corcyra cephaionica
alimentadas com DMTL (A) dieta consumida (mg) por larva; (B) fezes produzidas (mg)
por larva. Cada valor representa a média +SD de n = 50. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um

MEesmo grupo
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Us indices nutricionais relacionados na Tabela 4, mostram que o metabolismo das
larvas de Corcyra cephalonica alimentadas com a dieta conteado DMTI 2% n3o foi
afetado pela presenga do inibidor quando comparado aos fndices obtidos das larvas
alimentadas com a dieta controle.

Tabela 04 — Digestibilidade aparente (AD), eficiéncia de conversdo do alimento mgerido
(ECI) e digerido (ECD) e custo metabélico (CM) das larvas de Corcyvra cephaionica

criadas em dieta contendo DMTT 2% & em dieta confrole.

Indices nutricionais Dieta controle Dieta com DMTI 2%
ECI 16,9539 a 19,5842 8*
ECD 24832373 2765+183a
CM 66,10:4.6 7 70,3745.6
AD 75,1637 a 723418 a

C) Aclio de DMTI na atividade enzimatica de Corcyra cephalonica

O efeito de DMTI sobre a atividade enzimatica de C. cephalonica foi analisado
através da hidrélise do substrato BAPNA pelas enzimas presentes no fluido intestinal
(IM) e nas fezes. As enzimas do IM ndo foram afetadas pela ingestdo de DMTI a 2%
(Figura 38A) pois nfio houve diferencga significativa entre o grupo conftrole ¢ o grupo
alimentado com o inibidor. Quando as fezes foram analisadas, fo1 observado que ocorreu
uma reducdo de 89% na atividade enzimatica presente nas fezes das larvas alimentadas
com DMTI a 2%. A atividade triptica residual das enzimas do IM das larvas alimentadas
com DMTI a 2 % quando incubadas com 6 pug do inibidor sofren uma reducfio de 25%

enquanto que a atividade das enzimas de larvas alimentadas com dieta controle foi

reduzida em cerca de 60% (Figura 39).
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Figura 38 — Resposta das proteinases de Corcyra cephalonica a ingestdo de DMTI 2%.
(A) Atividade triptica das enzimas do IM; (B) Atividade triptica das enzimas presentes
nas fezes. Cada valor representa a média +SD de n = 50. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P<0,05) dos valores quando comparados entre si dentro de um
mMesmo grupo - :
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Figura 39 — Atividade antitriptica dos insetos alimentados com dietas artificiais contendo
DMTI a 2%. Aliquotas dos IMs de larvas sdo incubadas com concentragSes crescentes de
DMTI e a atividade enzimética residual ¢ determinada pela hidrélise do substrato
BAPNA.
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A Figura 40 ilustra a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS§
(12,5%) contendo gelatina a 0,1% que foi realizada para analisar atividade das proteinases
de Corcyra cephalonica presentes no fluido do intestino médio (IM) e nas fezes dos
insetos do 4° instar (Figura 40),.

Aparentemente, a atividade em gelatina das enzimas presentes no IM das larvas
alimentadas com DMTI (linha 2) nfio foi alterada, reforgando o que ji foi mostrado na
Figura 38A. A diminuicio da atividade das enzimas presentes nas fezes alimentadas com
DMTI (hinha 4) também foi observada na eletroforese com gelatina a 0,1%, pois a
intensidade da banda de 22 kDa sofren um decréscimo. O inibidor sintético especifico
para tripsina, TLCK, também foi incubado com as aliquotas para confirmar a presenga de

enzimas do tipo tripsina.

| 2 3 4 5 6 7 8

Figura 40 — Eletroforese em PAGE-SDS (12,5%) com gelatina a 0,1%, do fluido
intestinal (IM) e das fezes das larvas (4° instar) de Corcyra cephalonica. {1} LM. das
larvas alimentadas com dieta controle; (2) IM das larvas alimentadas com dieta contendo
DMTI a 2%, (3) fezes das larvas alimentadas com dieta controle; {4) fezes das larvas
alimentadas em dieta contendo DMTI a 2%, (5) IM do controle incubado com TLCK: {6)
IM das larvas alimentadas com DMTI a 2% incubado com TLCK: {7) fezes do controle

incubado com TLCK; (8) fezes das larvas alimentadas com DMTI a 2 % incubados com
TLCK.
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3. Estudo da acéie farmacoldgica dos inibidores de Dimorphandra mollis,

3.1, Efeito de DMTI-TI e DMTI na inducfio de edema de pata de rato

3.1.1. Efeito de DMTI-II
A inje¢lo subplantar de 0,1 ml de DTMI-II (3-100 pg/pata) induziu um edema de
pata dose-dependente (Figura 41), sendo a resposta méaxima observada 30 minutos apds a

inje¢do do inibidor, como ¢ demonstrado na curva temporal de todas as concentragdes de
DMTI-11 utilizadas (Figura 42).

sal carrag 3 10 30 100
DMTI-1l {ng/pata)

Figura 41 — Curva dose-resposta no edema de pata de rato induzido por DMTI-IL.
Diferentes doses do inibidor foram injetadas subcutaneamente na regifio subplantar no
volume de 0,1 ml/pata. O edema estd expresso como o aumento no volume (ml) da pata
em relagdo ao volume inicial. A injegdo subplantar de carragenina (carrag) ¢ de salina
(sal) foram feitas em animais controles, Cada coluna representa a média de seis animais +

SD. letras diferentes indicam diferencga significativa (P<0,05) dos valores guando

comparados entre si. (dnova, teste de Bonferroni).
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Figura 42 — Curva témperai de diferentes doses (pg/pata) de DMTI-II na indugdo de
edema de pata de rato: O edema estd expresso como o aumento do volume (ml) da pata
em relagdo ao volume inicial, sendo medido apés V4 ,%, 1,2,.4 € 24 horas apos a injegio
subcutdnea do inibidor na regifo subplantar. Animais controles foram injetados com
carragenina (carrag) ¢ salina (sal). Cada coluna representa a média de seis animais + SD.

Todos os valores de DMTI-II sdo diferentes daqueles encontrados para os ETupos
controles com P<0,05. (ANOVA, teste de Bonferroni)

3.1.2. Efeito de DMTI

A Figura 43 mostra o efeito de DMTI na indugio do edema de pata de rato.
Diferentes doses deste inibidor (3-100 pg) foram administradas na regifio subplantar da
pata do animal e ¢ volume da pata medido apés %, 14, 1, 2 4 & 24 horas. Observou-se que
a resposta méxima ocorren 30 minutos como mostra a curva temporal de todas as

concentragdes de DMTT utilizadas (Figura 44).
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Figura 43 — Efeito de diferentes concentragdes de DMTI na indugio de edema de pata de
rato. Diferentes doses do inibidor foram injetadas subcutaneamente na regifo subplantar
no volume de 0,1 mi/pata. O edema estd expresso como o aumento na volume (ml) da
pata em relagdo ao volume inicial. A injegfio subplantar de carragenina {carrag) ¢ de
salina (sal) foram feitas em animais controles. Cada coluna representa a média de seis
animais + 5D. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05) dos valores

quando comparados entre si. (Anova, teste de Bonferroni).
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Figura 44 — Curva temporal de diferentes doses (ug/pata) de DMTI na indugdo de edema
de pata de rato. O edema estd expresso como o aumento do volume (ml) da pata em
relagio ac volume inicial, sendo medido apés % ,%, 1,2,,4 € 24 horas apés a injecio
subcutdnea do inibidor na regifio subplantar. Animais controles foram injetados com
carragenina (carrag) ¢ salina (sal). Cada coluna representa a média de seis animais + SD.

Todos os valores de DMTI sdo diferentes daqueles encontrados para os grupos controles
com P<0,05. (ANOVA, teste de Bonferroni)
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3.2. Estudo do mecanismo de acfio de DMTI-II na inducio de edems

Como o DMTI-IT apresentou maior efeito na indugfio de edema de pata de rato, o
provavel mecanismo de agfo deste mnibidor foi investigado. Foi possivel avaliar a
provavel atuagfo de DMTIII através da utilizagfo de drogas antiinflamatérias como a
mepiramina, um antagonista de receptores H, e a ciproheptadina, um duple antagonista
de receptores de histamina ¢ serotonina. O edema induzido por DMTI-H foi

eficientemente inibido por ciproheptadina (Figura 46), mas nfo pela mepiramina (Figura
45},

Edema (ml)

1/4 112 1 2 3 4
Tempo (h)

2 sal + DMTI- BM+ DMTI-I

Figura 45 — Efeito da mepiramina (M) (2 mg/Kg), i.p., (administrada 60 min antes) no
edema de pata de rato induzido por DMTI-II (30 pg/pata). O edema foi medido nos
tempos de %, Y2, 1, 2, 3 e 4 horas apés a injecdc subcutinea de DMTI-TI (30 ug/pata).
Cada coluna representa a média = SD de 6 animais . No grupo controle (sal + DMTI-II), o
mesmo volume de soluglio estéril de salina (sal) foi administrado 60 min (i.p.) sem 2
droga mepiramina. (*) Indica uma diferenga significativa (P< 0,05) quando comparado o
grupo controle e o grupo mepiramina (ANOVA, teste de Bonferroni).
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Figura 46 — Efeito inibitério de ciproheptadina (C) (2 mg/Kg), i.p., (administrada 30 min
antes) no edema de pata de rato induzido por DMTI-II (30 pg/pata). O edema foi medido
apos ¥, ¥, 1, 2, 3 ¢ 4 horas da injegfio subcutanea de DMTI-II (30 pg/pata). Cada coluna
representa a média + SD de 6 animais. No grupo controle (sal + DMTI-II), o0 mesmo
volume de solugdo estéril de salina (sal) foi administrado 30 min (Lp.) sem
ciproheptadina. (*) Indica uma diferenga significativa (P< 0,05) quando comparado o
grupo controle ¢ o grupo ciproheptadina (ANOVA, teste de Bonferroni).
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A Figura 47 mostra a curva temporal do edema de pata de rato induzido pela
mjegio da DMTI-II (30ug/pata) com salina, e co-injetado com heparina. No tempo de
resposta maxima do edema induzido por DMTI-I (30 min), observamos que a heparina

foi capaz de reduzir consideravelmente o efeito do mibidor,

Edema {m

1/4 112 1 2 3 4
Tempo {(h)

£

|8 DMTI-11 + Salina B Heparina B DMTI-Il + Heparina |

Figura 47 — Curva temporal do edema de pata de rato induzido por DMTI-II (30pg/pata) ¢
heparina. O edema ¢ expresso como o aumento do volume (ml) da pata em relagio a0
volume micial. Cada coluna representa a média de seis animais + SD. No intervalo de 30

min, os resultados séo diferentes entre si com P< 0,05. (ANOVA, teste de Bonferroni)
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3.3. Efeito de DMTI-II na desgranulacio in vitro de mastécitos peritoneais de
ratos

O inibidor DMTI-II ndlo induziu a liberaglo in viro de histamina presente em
mastoeitos de ratos como esta evidenciado na Figura 48, pois quando comparado ao grupo
controle , ndo € observado uma diferenca significativa. A liberacio in vifro de histamina
causada pelo composto 48/80 representa a agfio de um estimulo positivo no processo de

desgranulacio de mastdcito

% liberacédo de histamina

C 10 30 100 0.3 1 10

DMTI-H C48/80
(ug/mi) (ng/mi}

Figura 48 — Liberagdo de histamina de mastécitos peritoneais de ratos induzida por
DMTI-II (16-100 ng/ml) e C48/80 (0,3 - 10ug/ml). Cada coluna representa a média de 4
experimentos 8D, senda a liberagfio de histamina expressa como a porcentagem de
liberagdo no sobrenadante em relago ao contetido celular total. Nenhuma dose de DMTI-
11 apresentou uma diferenca significativa na liberagfio de histamina, quando comparado ao
controle, com P< 0,03 (ANOVA, teste de Bonferroni)
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3.4. Edema de pata de ratos tratados com capsaicina

A Figura 49 ilustra que o edema de pata induzido por DMTI-II (30 pgfpata)
observado em ratos tratados com capsaicina, um depletor de neuropeptideos de fibras
sensoriais, néo apresentou diferenca significativa com o grupo controle, cujos animais

foram tratados com o veiculo da capsaicina.

0,35

0,3 -

114 112 1 2 | 3
Tempo (h)

W Controle

apsaicing

Figura 49 — Curva temporal do edema de pata de rato induzido por DMTI-II (30ug/pata)
eem ratos tratados com capsaicina. O edema é expresso come o aumento do volume (ml)
da pata em relacdo ao volume inicial. Cada coluna representa a média de seis animais +

SD. No intervalo de 30 min, os resultados n3o foram diferentes entre si {P <0,05; ANOVA,

tesie de Bonferroni).
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3.5. Edema de pata em rate induzide por DMTI-II e a liberacio de
bradicinina

Quando os animais foram pré-tratados com a droga HOE 140 (lcatiban)
(antagonista de receptores de bradicinina), o edema de pata induzido por DMTLII (36
ug/pata), que tem resposta maxima 30 min apds a injeciio subplantar, foi reduzido em
cerca de 33% (Figura 50). Para evidenciar o efeito desta droga, foram feitos dois grupos
controles que tiveram edema de pata induzido por bradicinina (50 ug/pata). No grupo pré-

tratado HOE 140, o edema induzido por bradicinina foi reduzido em cerca de 79%, 30

min apds o estimulo.

Edema (ml)

114 172 1 2 3 4
Tempo {(horas)

B DMTIHI B3DMTIHI + HOE140 B

Bradicinina 12 Bradicining + HOE140

Figura 50 — Efeito de HOE 140 no edema de pata de rato induzido por DMTI-II (30
ug/pata) e bradicinina (50 pg/pata). Edema esta expresso como o aumento do volume
(ml) da pata em relagio ao volume inicial. Cada coluna representa a média de seis animais
£ SD. No intervale de 30 min, apenas os valores do grupo DMTI-I] + HOEI40 e
Bradicinina nio apresentaram diferenca significativa (P<0,05; ANOVA, fesic de

Bonferroni),
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A Figura 51 mostra os resultados obtidos quando os animais foram pré-tratados
com indometacina (um inibidor da via da ciclooxigenase), SR140333 e SR48968
(antagonistas seletivos de receptores de taguicininas NK; e NK,, respectivamente). O
edema induzido pela mnjegdio de DMTLII (30 ug/pata), 30 minutos ap6s o estimulo, foi
reduzido em cerca de 50% pelo antagonista seletivo de receptores de taquicininas NK,
(SR48968), 37% pelo antagonista seletivo de receptores de taquicininas NK; (SR140333);

¢ 33% por indometacina (o imibidor da cicloxigenase).

Edema {mi)

1/4 1/2 1 2 3 4

Tempo {horas)

WDOMTI-I Blindometacina EISR140333 B SR48068

Figura 51 — Efeito de indometacina, SR140333 ¢ SR48968 no edemsa de pata de rato
induzido por DMTI-II (30 ug/pata). Edema estad expresso como o aumento do volume
(ml) da pata em relagdo ao volume inicial. Cada coluna representa a média de seis animais
+ SD. Analises estatisticas mostraram que no intervalo de 30 minutos, os valores obtidos
nos grupos pre-tratados (indometacina, SR140333 e SR48968) apresentaram diferenga
significativa quando comparados ao grupo controle (DMTI-II) (P<0,05; ANOVA, teste de

Bonferroni).
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VI DISCUSSAQO

Deis inibidores de tripsina, DMTI e DMTI-II, presentes nas sementes de
Dimorphandra mollis (Leguminosae-Mimosoideae) foram purificados ¢ caracterizados
respectivamente por Macedo ef al. {(2000) e Mello ef al. (2001). A realizacfio de um
estudo comparativo dos dois inibidores torna-se necessaria para verificar a existéncia ou
ndo de diferencas na estabilidade e caracteristicas da atividade inibitdria de ambos. Dessa
forma, o mibidor DMTI foi também submetido as diferentes condigdes e reagentes para
avaliar a estabilidade da atividade inibitoria e assim os resultados foram comparados com
aqueles obtidos para DMTI-I ja publicados (Mello e7 ol., 2001). O estudo comparativo do
papel biologico de ambos torna-se muito interessante, pois € possivel mostrar que os
mibidores presentes nas sementes de Dimorphandra mollis sdo diferentes em relacfio a
sua aplicabilidade biolégica.

As proteinas de modo geral, podem ser desnaturadas por uma variedade de
condigdes e de substincias, por exemplo, a atuagdo da variagiio de temperatura ¢ pH, bem
como a agHo de agentes redutores tais como o DTT, uréia e cloreto de guanidina. Alguns
estudos relatam a utilizag@io de agentes redutores para monitorar a atividade inibitéria e
mudangas conformacionais, que sfio analisadas por métodos espectrofotométricos, tais
como a emissdo fluorescente (Lehle er al., 1996; Ramasarma ef al., 1995; Souza ef al.,
2000).

Um grande namero de inibidores de sementes é surpreendentemente resistente a
desnaturacdo por aquecimento. Pesquisadores atribuem esta estabilidade incomum dos
inibidores ao seu contetido, relativamente alto, de pontes dissulfeto, mas esta ndo pode ser
a 1inica razdo da termoestabilidade dos inibidores de quimotripsina presente em batata e
em cevada, que apresentam uma (nica ou nenhuma ponte dissulfeto (Richardson, 1991).
Diante disso, os resultados da termoestabilidade de DMTI mostraram que este sofreu uma
pequena diminuicdo de sua atividade apés ter sido incubado a 60 °C, por 20 minutos.

Nesta temperatura, DMTI perdeu cerca de 20% da atividade enquanto DMTI-IT perdeu
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40% da atividade imibitéria (Figura 5), mostrando que DMTI € relativamente mais estdvel
gue DMTI-II. DMTI € mais um mibidor do tipo Kunitz gue apesar das poucas pontes
dissulfeto, apresenia uma termoestabilidade assim como o imbidor de Schizolobium
parahyba descrita por Souza ef al. (1995).

As variagdes de pH alteram o estado 10nico das cadeias laterais de aminodcidos,
alterando, portanto, a disinbuigfio de cargas e a necessidade da existéncia de pontes de
hidrogénio, gue confribuem para a estabilidade das proteinas. Assim como DMTI-I,
DMTI nfo sofreu variagio consideravel quando submetemos a diferentes condigfes de
pH o que confirma que este mibidor também € notavelmente estavel a uma ampla faixa de
pH, inclusive nas condicdes extremas (Figura 6). A estabilidade de inibidores a diferentes
condigfes de pH ¢ fato j& registrado na literatura (Richardson, 1991) ¢ foi observado
também por Batista ef al. (1996) quando estudaram a estrutura primaria de um inibidor do
tipo Kunitz presente em sementes de Enterolobium contortisiliguum, o ECTIL Macedo e/
al. (2003} observaram que o mbidor de Peliophorum dubium, PDTI, também da familia
de Kunitz, nfo sofre reducio de sua atividade inibitéria;bem como Garcia er al. (2004)
gue caracterizaram o inibidor presente em sementes de Poecilanthe parvifiora, o PPTL

A aglio de um agente redutor, como o DTT, sobre as pontes dissulfeto presentes no
inibidor pode causar danos a sua integridade, ¢ provavelmente, afetar 2 atividade
antitriptica do mesmo, dependendo da localizagiio dessas pontes em relaclic ao seu sitio
reativo. Assim, foi realizado um estudo para verificar a acfio do DTT sobre a atividade
intbitonia de DMTI e consegiientemente comparar os efeitos causados pelo mesmo agente
na atividade de DMTI-IL. Observamos que o DTT nfo apresentou nenhum efeito
consideravel sobre a estabilidade da atividade inibitéria de DMTI (Figura 6B), fato
também observado com DMTI-II (Figura 6A). Lehle e ol (1996) também relataram que
ETL um inibidor de tripsina da familia de Kunitz presentes em sementes de Erythring
observaram que quando o mibidor PDTI foi incubado, por 120 minutos, com 10 mM de
DTT, a atividade 1mbitéria sofreu um decréscimo de 60%: ja quando incubado com 100

mM do agente redutor, o mesmo perdeu 90% de sua atividade. Fato semelhante foi
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demonstrado por Garcia et al. (2004), cujo inibidor PPTI perden 85% de sua atividade
quande incubado com a mesma concentracic de DTT por 120 minutos. Aparentemente, a
estabilidade dos imbidores de Dimorphandra moliis nio esti relacionada 3 presenca de
pontes dissuifeto.

Outros agentes redutores tais como wréia e cloreto de guanidina (GdnHCY) sdo
também utilizados para verificar sua possivel agdio na atividade e conformacfo dos
inibidores como ja fizeram Lehle er al (1996), Ramasarma ef al, (1995} ¢ Souza ei ol
(2000). Em concentragBes entre 5 ¢ 8M, eles sdo os desnaturantes protéicos mais
comumente utilizados; e a efetividade como desnaturantes ¢ devida 3 sua habilidade em
romper interacdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio. Enquanto a uréia atua sobre essas
duas ligagdes, os lous originados do GdnHCl modulam as interag@es eletrostaticas {Wang
et al. 2000). Para estudar os efeitos destes agentes na estrutura destas proteinas, utiliza-se
método espectrofotoméirico como o monitoramento da emissio fluorescente. Contudo
este procedimento ainda nfo foi realizado no estudo da estabilidade dos dois inibidores de
Dimorphandra mollis, sendo, portanto uma préxima etapa a ser cumprida.

Os resultados obtidos com a incubag8o por 1 hora, a 37°C, de DMTI-II e DMTI
com concentragdes crescentes de uréia e cloreto de guanidina intensificam a necessidade
de aprofundamento do estudo. A Figura 8 mostra que a uréia nio foi capaz de alterar
significativamente a atividade dos dois inibidores, mesmo na concentracdo de 8M apos 1
hora de incubacfio. No entanto, foi observado que a a¢lo do cloreto de gnanidina foi mais
acentuada na atividade inibitéria de DMTI-II, pois na concentracio de 6 M de GdnCl,
DMTI-1I apresentou cerca de 50% de atividade residual enquanto DMTI, 78% (Figura 9).
A diferenga existente entre os efeitos dos dois agentes desnaturantes sugere que as
interagOes hidrofobicas ndo s3o as principais forcas necessarias 3 estabilidade do sitio
reativo dos inibidores, e talvez sim as interaces eletrostaticas, pois o GdnHCI mostrou
ter mais efeito em ambos inibidores. J4 a diferenca resultante deste efeito entre os dois

inibidores pode estar relacionada com a exposicdo do sitic reativo aos ions de cloreto de

guanidina,

106



Os resultados obtidos da caracterizagio fisico-quimica dos inibidores de 1. mollis
motivaram a investigacdo da estrutura protéica de ambos. Com a finalidade de melhor elucidar,
DMTI-IT & DMTI foram submetidos a analises de dicroismo circular {CD)) e calorimetria de
varredura diferencial (DSC). Em 4gua ou em tamplo fosfato, ambos apresentaram grande
guantidade de estrufuras desordenadas, fato descrito na literatura para esta classe de inibidores
(Haq & Khan, 2003), conforme ilustrado nas Figuras 10 ¢ 11. Batista ef o/ (2001} mostraram que
o especiro de EcTI, obtido por dicroisme circular, era constituido por 59% de estruturas do tipo
folha-B e 41% de estruturas irregulares ou desordenadas. Quando incubados com SDS e TFE, os
imibidores apresentaram diferencas na tendéncia estrutural. O TFE (2,2,2 tnflucroretancl) é um
agente capaz de induzir a formagfio de estruturas o-hélice em proteinas, favorecendo
estabilizac@io da mesma. DMTI (Figura 13) mosirou maior tendéncia em formar estrufuras -
heélice, evento que nfio foi observado para DMTI-II (Figura 12).

O aumento de temperatura provoca o desenovelamento de uma proteina, este
desenovelamento provoca uma variagdo da capacidade calorifica mensuravel pela técnica
de calorimetria de varredura diferencial (DSC). Um dos parémetros que € extraido do
desenovelamento térmico por DSC ¢ o Tm ou temperatura de transicdo. No Tm, 50% das
proteinas estfio enoveladas e outros 50% encontram-se desenoveladas (Shnyrov, eral.,
1997). No estudo de calorimetria de varredura diferencial de DMTI-I foi possivel
determinar que este inibidor possui um Tm = 70 °C ¢ uma transigdo irreversivel. Este
resultado € condizente com aquele cbtido para o experimento da estabilidade térmica de
DMTI-IL. Quando o imnibidor foi aguecido numa temperatura maior que a temperatura

equivalente ao seu Tm, a reagéo foi irreversivel (Figura 5).
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O estudo dos papéis biologicos dos inibidores de Dimorphandra mollis possibilita
esclarecer a aplicagdo destas moléculas como ferramenta biolégica. Baseado no
conhecimento de qgue plantas utilizam substincias guimicas para se defenderem da
agressdo de animais predadores, insetos, microorganismos e muitos outros fitopatogenos,
a agdo desses inibidores como agentes inseticidas foi investigada. Muitos estudos tém
sido realizados nesta 4rea direcionando 2 acfo de inibidores de proteinases ja que estes se
mostram capazes de reduzir o desenvolvimento e sobrevivéncia de uma gama de insetos,
quando sdo adicionadas as suas dietas. Muitas pesquisas estdo sendo realizadas com o
ntnito de verificar a eficacia deste papel bioldgico, e trazer assim confribuicfes pars a
agricultura (Jouanin ef al., 1998),

Para verificar a aplicabilidade da acfio inseticida dos inibidores e ou de qualguer
outra proteina, sdo utilizados métodos gue envolvem ensaios de mibigio in vitro das
proteases presentes no trato digestivo do inseto pelos inibidores alvo do estudo, testes de
alimentacéo de insetos onde dietas artificiais contendo a proteina de estudo ¢ numa fase
mais avangada, a produgfo de plantas transgénicas, onde o aumento de sua resisténeia
seria decorrente da transferéncia de genes codificantes de inibidores de proteinases.

Segundo Broadway (1997), os estudos de inibiglo in vitro tanto de enzimas
comerciais ou daquelas presentes no trato digestivo do inseto alvo s3o necessarios para
determmar o efeito do inibidor sobre estas proteases. Através desta simulagfio, o potencial
desta proteina em inibir o desenvolvimento do inseto quando ingerida pode ser avaliado.

Em geral, os inibidores de serinoproteinases sdo efetivos contra insetos da ordem
Lepidoptera, ja que estas s3o as enzimas majoritarias detectadas no intestino médio destes
insetos {Mazumdar-Leighton & Broadway, 2001). No nosso estudo, duas espécies desta
ordem, pertencentes & familia Pyralidae, foram utilizadas, Corcyra cephalonica e
Anagasta kuehniella. Ambas sfo responsaveis pelas perdas de grios estocados
importantes economicamente, tais como arroz, sorgo, trigo, além de produtos deles
derivados.

Com o intuito de verificar os efeitos dos inibidores de tripsina presentes nas

sementes de Dimorphandra mollis, DMTI e DMTI-I1, sobre as enzimas digestivas de
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larvas dessas duas espécies, estudos de inibiciio e de digestibilidade in virro foram
realizados. Primeiramente, foi realizado a incubacfo dos inibidores com as enzimas
digestivas de ambas espécies para verificar a ocorréncia da inibic#o. Quando incubadas as
enzimas de Anagasia kuehniella com 0.4 pg/ml de DMTI e de DMTI-IL, a inibicdo da
atividade de enzimas do tipo tripsina foi, respectivamente, 69% e 49%. Na concentracgio
méxima testada, de 0,8 pg/mi, enquanto DMTI-II inibiu cerca de 59%, DMTI inibiu cerca
de 78% da atividade enzimatica (Figura 15), Com excegdio da concentragio 0,6 pg/ml
(segundo analise estatistica), as enzimas do tipo tripsina de Corcyra cephalonica sofreram
ignalmente a agdo dos dois inibidores nas concentragBes testadas. Cerca de 74% da
atividade enzimética foi inibida quando incubada com 0,8 pg/ml de DMTI e de DMTI-1I
(Figura 16).

Em seguida, foi realizado um estudo da digestibilidade iz vitro de DMTI e DMTI-
I pelas enzimas presentes no intestino médio das larvas de Corcyra cephalonica e
Anagasta kuehniella, para verificar se esses inibidores eram refratarios a digestdo pelas
enzimas destes msetos. Foi verificado que até 6 horas, os dois inibidores nfio sofreram
digestdo enzimatica pelas proteases de Anagasta kuehmiella (Fignra 17). Quando
analisada a eletroforese em PAGE-SDS das aliquotas do ensaio de digestibilidade dos
inibidores pelas enzimas de Corcyra cephalonica, foi observada que DMTI-I ¢ DMTI
nao sofreram digestdo enzimatica até 6 horas de incubagfio com as proteases (Figura 18).
Macedo ef al. (2003) também realizaram ensaios de inibigéio e digestibilidade in vitro do
inibidor purificado de sementes de Peltophorum dubium, o PDTL Este inibidor foi capaz
de mibir protemnases de cinco espécies de insetos, entre elas a Anagasta kuehniella, e
quando incubado com suas proteinases no teste de digestibilidade mostrou ser refratario 2
digestdio por até 72 horas de incubagdo.

Outra questfio abordada no estudo foi a resisténcia dos inibidores, ou seja, a
manutengdo da atividade inibitéria apéds o ensaio de digestibilidade in vitro pelas
proteinases de 4. kuehniella e C. cephalonica. Assim, apds terem sido incubados até 6
horas com as enzimas destes dois insetos, DMTI-1I e DMTI apresentaram um decréscimo

na atividade. No experimento com 4. kuehnieila (Figura 19), apés 3 horas de incubagio,
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DMTI-II apresentava cerca 31% de sua atividade, enquanio DMTI, 18%. Quando
analisadas as aliquotas que foram incubadas por 6 horas, os valores foram
respectivamente, 39% e 1%, mostrando gue DMTI-IT provavelmente é mais resistente a
agdo proteolitica do que DMTL embora este inibidor ndo tenha sofrido a digestdo
enzimatica conforme ilustra a Figura 17. No ensaio de inibig#o in vitro (Figura 15), DMTI
mostrou ser mais efetivo contra as proteases deste inseto, provavelmente devido a uma
afinidade maior do que para DMTI-IL Provavelmente, a exposicio do inibidor e de seu
sitic reativo a aglio enzimética das proteases de A. kuehmiclla tenha ocasionado
modificagdes que acairetaram a perda de sua atividade apoés o ensaio de digestibilidade.

Em relago & resisténcia dos inibidores apés mcubacdo com as proteases de C
cephalonica (Figura 20), também foi constatado que atc 6 horas, ocorre o decréscimo da
atividade de DMTI-II e DMTI, sendo este mais suscetivel 2 agHo das proteases do que
DMTI-11

Os resultados obtidos dos experimentos i vifro conduziram a uma segunda etapa
do estudo da atividade inseticida dos inibidores DMTI-I] e DMTI, o ensaio in vive, onde
eles foram oferecidos como fonte de alimento numa dieta artificial com a finalidade de
analisarmos os pardmetros de crescimento e desenvolvimento das duas espécies de
insetos.

A quantidade ¢ qualidade do alimento consumido na fase larval afetam a taxa de
crescimento, ¢ tempo de desenvolvimento, o peso corporeo, sobrevivéncia, bem como
influenciam a fecundidade, longevidade, movimentagfo e capacidade de competi¢do dos
adultos (Panizzi ef o/, 1991). Em todas as concentragdes testadas (0,5; 1,0 e 2,0 %) de
DMTI-II ndo foram observados efeitos significativos do inibidor sobre a sobrevivéncia
larval de Anagasta kuehniella (Figura 21A), embora tenha ocorrido uma diminuigdo no
peso larval quando o inibidor foi incorporado nas concentra¢des de 1 ¢ 2 % (Figura 21B),
Resultado similar foi encontrado quando os foram avaliados os efeitos do inibidor no
consumo da dieta e na quantidade de fezes produzidas (Figuras 22A e 22B), a presenca de

DMTI-IT a 2% na dieta nfo afetou significativamente o consumo do alimento embora

110



tenha diminuido a producio de fezes. Estes resultados refletem nos indices nutricionais
enconirados para 0 ensaio m vivo com A. kuehniella ¢ relacionados na Tabela 1.

A eficiéncia de conversfio de alimento ingerido (ECI) representa a percentagem de
alimento ingerido gue ¢ transformada em biomassa; e a eficiéncia de comversio de
alimento digerido (ECD) € a estimativa da conversiio de alimento ingerido que €
assimilado pelo mseto (Hernandez, 1995). Os indices ECI e ECD foram menores na dieta
contendo 2% de DMTLIL significando que nesta dieta, uma menor quantidade de
alimento foi utilizada para a producfio de biomassa do inseto, 0 que justifica menor peso
larval menor producfo de fezes nos insetos alimentados com o imibidor. O custo
metabdlico (CM) dessa dieta foi maior que o da dieta controle, pois provavelmente uma
quantidade maior de energia proveniente da dieta tenha sido utilizada no processo de
degradacgfo do nibidor presente. A digestibilidade aproximada (AD) também fo1 maior na
dieta contendo DMTI-II, fato que sugere a necessidade de que o alimento permanecesse
no tubo digestivo por um tempo maior para permitir a degradac3io ou neutralizacio dos
efeitos do imbidor. Logo esse maior tempo de contato do alimento com as enzimas
digestivas provavelmente tenha permitido maior digestibilidade do alimento.

Em resposta a ingestdo de um inibidor, os insetos podem se adaptar a ingestio de
mibidores de proteinases. Lepidopteros podem superexpressar proteases intestinais ou
mduzir a producdo de novos tipos de proteases ou de formas insensiveis a estes inibidores
com 2 finalidade de superar os efeitos deletérios da ingestdo destas proteinas (Jonsgma &
Boulter, 1997; Volpicella ez al., 2003).

Apbs o ensaio de alimentacdio, a atividade enzimética do fluido intestinal (IM) e
das fezes dos insetos foi avaliada para avaliar os efeitos da presenca de DMTI-II na dieta.
Foi constatado que tanto no IM quanto nas fezes, a atividade das enzimas do tipo tripsina
foi reduzida devido a presen¢a do inibidor ja4 que a produgfio de nmol de BAPNA
hidrolisado foi menor nos dois casos (Figura 23). Entretanto, a exposicfo das enzimas do
IM do grupo alimentado com ¢ inibidor novamente a concentragdes crescentes de DMTI-
II mostrou que estas enzimas foram pouco sensiveis (Figura 24). A atividade em gelatina

das enzimas do IM ¢ das fezes de larvas alimentadas com as dietas artificiais (Figura 25)
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além de reforgar os resultados mostrados nas Figuras 23A e 23B, confirma a atividade de
enzimas do tipo tripsina., embora essas enzimas tenham sofrido uma pequena alteracio no
peso molecular,

Em relagdo aos efeitos de DMTI-II sobre a espécie Corcyra cephalonica, a
presenca do inibidor na dieta ndo afetou a sobrevivéncia & 0 peso corpéreo das larvas
(Figura 26), bem como consumo da dieta e a produgfo das fezes (Figura 27).
Conseqiientemente, o metabolismo das larvas deste inseto nio foi alterado quando
comparado ao metabolismo das larvas alimentadas com dieta sem DMTILII (Tabela 2).
Em resposta a ingestdo do inibider, a atividade das enzimas do IM e das fezes ndo foi
afetada (Figura 28); dado também confirmado quando a atividade dessas enzimas em
" gelatina foi verificada (Figura 30). Entretanto, a exposicio destas enzimas 2
concentraghes crescentes de DMTI-II sugere que, de alguma maneira, a ingestdo do
inibidor tornaram-nas insensiveis (Figura 29) aparentemente sem interferir diretamente no
metabolismo do inseto. Estes resultados evidenciam uma diferenca no modo de agdo de
um mesmo mibidor sobre duas espécies diferentes de lepidépteros.

Quando DMTT foi oferecido s larvas de Anagasta kuehniella em conceniracfes
crescentes, nenhuma alteragdo na sobrevivéncia e no peso larval foi constatada (Figura
31), logo ndo houve diferenca na eficiéncia de conversio de alimento mgerido (ECI)
quando comparadc o grupo controle com o grupo alimentado com DMTI 2 2% {Tabela
3). A presenga de DMTI a 2 % nfo interferiu no consumo da dieta (Figura 32A) embora
tenha afetado a produgfo de fezes das larvas alimentadas com o imibidor (Figura 32B).
Em decorréncia disto, a eficiéncia de conversdo de alimento digerido (ECD) foi menor no
grupo alimentado com DMTI, enquanto gue o custo metabolico (CM) ¢ a digestibilidade
aparente (AD) neste mesmo grupo foi maior do que o valor enconirado para ¢ grupo
controle (Tabela 3). O aumento desses dois indices, CM e AD, indicam que
provavelmente que o inseto necessitou além de mais energia, maior tempo de digestiio do
alimento ingerido a fim de possibilitar, por exemplo, 0 aumento da producic enziméatica
para proporcionar a neutralizagio da acfio do imibidor que poderia prejudicar ¢ sen

desenvolvimento,
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Embora nfc tenham ocomido alteragSes na sobrevivéncia e peso larval, a atividade
enzimatica do IM e das fezes sofreu um acréscimo significativo de, respectivamente, 14%
e 6% {Figura 33); fato que foi confirmado através da eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo 0,1% de gelatina (Figura 35). No ensaio antitriptico, as enzimas
do IM do grupo alimentado com o inibidor quando incubadas com concentracdes de 4 ¢ 6
ug/ml de DMTI mantiveram cerca de 100% da atividade triptica, enguanto gue as
enzimas do grupo controle perderam respectivamente, 20 e 48% da atividade; mostrando
que além de aumentar a produgfic de enzimas, A. kuehmiella talvez tenha simtetizado
enzimas do tipo tripsina insensiveis ao inibidor DMTI (Figura 34).

Quanto zos efeitos de DMTI a 2% sobre o lepidoptero Corcyvra cephalonica, a
presenga do imibidor na dieta ndo interferiu na sobrevivéncia e no peso larval (Figura 36),
reforgando os valores de ECI que nfio foram diferentes entre 0s grupo alimentados com a
dieta controle € com ¢ inibidor. A inexisténcia de uma diferenca significativa entre 0 ECD
do grupo controle € do grupo alimentado com DMTI mostra que também nfo houve
diferenca quanto a taxa de alimento assimilado. Isto se explica pelo fato de que embora o
inibidor tenha causado redugdo no consumo e na produgio de fezes, respectivamente de
36% e 27% (Figura 37), nfio houve diferenca na relacio peso médio larval/alimento
assimilado de ambos 0s grupos € o consumo e produgdo de fezes foram proporcionais.

Os indices AD ¢ CM também nfio apresentaram diferenga significativa nos dois
grupos, mostrando que a presenga de DMTT néo interferiu no metabolismo do inseto. Este
fato € confirmado também pela resposta da atividade das proteinases presentes no IM de
C. cephalonica que nlo sofreram nenhuma alteragio (Figura 38A). J& a atividade
enzimatica das fezes das larvas alimentadas com DMTI sofreu uma redugio de 89%
talvez porque além da diminui¢do das fezes, o inibidor tenha sido eliminado quase que
totalmente nelas, justificando também a auséncia de alteracio no metabolismo do inseto.
O resultado da atividade antitriptica das enzimas do IM de larvas alimentadas ou ndo com
DMTI a 2% demonstra que quando incubadas com 6 ug do inibidor ocorre uma reducéio
de 25% enqguanto que nas enzimas da dieta controle houve uma redugfo de 60%,

mndicando, possivelmente, a producio de enzimas do tipo fripsina pouco sensiveis.
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Buscar alternativas naturais gue possam ser utilizadas no confrole de pragas
causadoras de prejuizos na produgiio agricola tornou-se um objetivo de muitos
pesquisadores que procuram amenizar os diversos problemas provenientes do uso de
mseticidas sintéticos. Esclarecer € compreender os mecanismos de aclo dos inibidores
como agentes inseticidas ¢ de fundamental importancia para ¢ avango da biotecnologia
que visa melhorar a producio de alimentos bem como aumentar a qualidade de vida da
populacio mundial. Embora, DMTI-II ¢ DMTI nio tenham apresentado um potencial
como agente mseticida contra os lepidépteros aqui estudados, ndo ¢ descartado de forma

alguma a sua aplicabilidade contra outras espécies de insetos.
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De acordo com a literatura, os inibidores de proteinases sfio ferramentas titeis nos
estudos bioquimicos e fisioldgicos (Oliva ef al. 1999), podendo ser utilizados para a
purificagfo de enzimas proteoliticas por cromatografia de afinidade ou para esclarecer o
papel destas no processo de coagulagfio sanguinea (Hayashi er ¢/ 1994; Oliva ef al
2000). Outra aplicagdo dos inibidores de proteinases seria a atuaciio destes no processo
inflamatério. Oliva er al. (2000) mostraram que o inibidor de Leucaena leucocephala
(LITI), além de inibir algumas enzimas da coagulagio sanguinea; quando administrado
miravenosamente, atuava no processo inflamatério, causando uma dimimicdo no edema
de pata de rato induzido por carragenina ou pelo calor, apresentando assim uma agfio
antiinflamatona.

Todavia, esta propriedade antiinflamatdria nfo foi observada para os inibidores de
Dimorphandra mollis. O estudo dos efeitos de inibidores de serinoproteinases num
modelo mflamatério, tal como a indugfio de edema de pata de rato, tendo estas moléculas
como agentes inflamatdrios ainda nfo havia sido relatado na literatura. Os resultados
obtidos com DMTI-II ¢ DMTI permitem analisar um novo papel bioldgico destas
proteinas. A Figura 41 mostra o primeiro resultado obtido com DMTI-II na inducio de
edema de pata de rato. Quando DMTI-II foi injetado em doses crescentes na regidio
subplantar da pata do animal, foi observado um aumento no volume da pata em relagéo ao
volume inicial. At€ mesmo o edema induzido por um agonista classico no estudo de
processos inflamatérios, a carragenina, foi menor do que o induzido por este inibidor. A
mjecio de concentracdes ou doses crescentes de DMTI-II resultou numa curva dose-
dependente (Figura 41), sendo que a resposta méxima para todas as doses ocorreu 30
minutos apos a injecdo do inibidor, conforme ilustra a Figura 42.

Ja o inibidor DMTI foi menos efetivo na inducio do edema de pata de rato,
conforme mostra a Figura 43. A resposta maxima também ocorreu 30 minutos apds a
inje¢@o do inibidor (Figura 44), entretanto quando os resultados de DMTI foram
comparados com 0s obtidos pela indugio com DMTI-II, foi observado que nfic ha uma
resposta dose-dependente; além disso, o efeito da carragening nos animais controle foi até

mais efetivo gue DMTL



Comoe DMTI-II apresentou maior efeito na indugdo do edema, tornou-se
mteressante aprofundar os estudos relacionados ao processo inflamatdrio. A realizacfio de
novos experimentos possibilitaria, talvezr, esclarecer o sen mecamismo de agfo neste
modelo biologico. Na inflamacio experimental induzida DOr carragemina em patas de
ratos, acredita-se que ocorra inicialmente uma primeira fase (em torno da 1* hora apés o
estimulo) com participagio de histamina e serotomina oriundos da desgranulacio de
mastocitos. Em uma segunda fase (2° & 3° hora apds o estimulo), ocorreria 2 liberagio de
cininas plasmaticas e, finalmente, uma terceira fase (3" & 4" hora apés o estimulo) onde as
prostaglandinas seriam os principais mediadores presentes no sitio inflamado {Medeiros,
1995). Quando comparados os resultados obtidos no edema induzido por DMTI-II com o
controle positivo do edema que foi induzido por carrageming, observa-se que o inibidor
apresenta uma resposta méxima apos 30 minutos de sua injecsio, portanto ¢le estaria tendo
uma participaglio importante na primeira fase da inflamagéio, ou seja, sua atnacgiio
provavelmente estaria envolvida com a liberagio de histamina e ou serotonina.

A utilizac8o de drogas antiinflamatérias, como 2 mepiramina e a ciproheptadina,
permitiu verificar a a¢fio do inibidor de D. mollis. A primeira droga ¢ um antagonista do
receptor Hj, ou seja, trata-se de um anti-histaminico cldssico que ndo mnterfere com a
sintese ou liberagdo de histamina, mas blogueia competitivamente a resposta do tecido-
aivo mediada por receptor. A mepiramina impede a ligacdo da histamina liberada no meio
a célula alvo. JA4 a segunda droga, a ciproheptadina, além de inibir receptores da
histamina, também atua nos receptores da serotonina. As Figuras 46 ¢ 45 evidenciam que
o edema de pata de rato induzido por DMTI-II foi eficientemente inibide por
ciproheptadina, mas ndo por mepiramina, j4 que em ratos € comum ser a serotonina um
mediador mais atuante do que a histamina.

A heparina, uma molécula polianidnica, pode reduzir amplamente a aglic de
compostos com cargas catibnicas envolvidas na ativagio de mastocitos, e
consequentemente, diminuiria a liberagfio de histamina e ou serotonina {Lomonte ef al ,
1994; Landucci ef al., 1998). Quando co-injetado com heparima, 0 edemsa de pata de rato

mduzido por DMTI-II foi reduzido a 32%. Existe a possibilidade das cargas catiénicas do
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inibidor estarem influenciando a produgfio do edema ja que houve a reducdo do mesmo
qguando a heparina estd presente. Quando Landucci ef ol (1998) estudaram os efeitos in
vivo (edema de pata e de pele de rato) e in vifro (desgranulaciio de masticitos) de duas
fosfolipases A, homodlogas presentes no veneno de Bothrops joraracussu: a
bothropstoxina-1 e a bothropstoxina-II, os pesquisadores observaram que tanto a induciio
do edema de pata e de pele em ratos guanto a desgranulacio de mastdcitos provocados
pelas toxinas foram reduzidas significativamente pela presenca da heparina.

Para vernificar se 0 edema de pata induzido pelo inibidor era devido a sua acéio
direta na liberagdo de histamina através da desgranulaciio de mastdcito, a liberacfio in
vitro deste mediador por DMTI-II foi realizada. Neste experimento (Figura 48) ficou
evidente que DMTI-II nfio fo1 capaz de induzir a desgranulacio dos mastocitos do lavado
peritoneal, devido a baixa porcentagem de histamina liberada.

Algumas toxinas apresentam mecanismo de a¢do que envolve a estimulaciio de trés
tipos celulares principais: os neurbnios do trato-gastrintestinal, macréfagos e linféeitos,
sendo este (ltimo estimulado somente quandc estas toxinas sdo administradas
sistemicamente. A estimula¢do dos neurdnios sensoriais do trato gastrintestinal € seguida
pela liberagdo de neuropeptideos, que podem incluir a substincia P | o principal mediador
da inflamac@o neurogénica. Estes neuropeptideos agiriam entfio em mastocitos, levando a
liberagiio de leucotrienos, fator de necrose tumoral-o (TNF-ot), interleucina-1 (IL-1),
histamina e serotonina (Micusan & Thibodean, 1993). A inflaragio neurogénica pode ser
provocada pela estimulagio elétrica, quimica ¢ meclnica de neurbnios sensoriais e
envolve ainda evenios tais como a vasodilatagio, extravasamento de proteinas
plasmaticas e ativacio de mastécitos (Inoue, 1997). A capsaicina é uma substéncia
classicamente empregada para depletar as fibras sensoriais do seu conteido de
neuropeptideos ¢ € capaz de reduzir acentuadamente o edema e a exsudagio plasmatica
inibindo assim a inflamacdo neurogénica (DeSouza & Ribeiro-da-Silva, 1998; Nimmo ef
al.,2004). Com base nesses dados, ratos foram pré-tratados com capsaicinz a fim de
provocar a deplegfo total das fibras sensoriais para verificar se DMTI-II estaria

ocasionando inflamacfo através desta via. Segundo a Figura 49, o edema induzido por
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DMTI-II em ratos submetidos ao pré-tratamento com capsaicina ndo apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo nio tratado com esta substincia,

O processo de formagio do edema depende de um sinergismo entre os mediadores
que aumentam a permeabilidade vascular e o fluxo sanguineo (Brain & William, 1985). O
sistema gerador de cininas estd intimamente associado 20 sistema da coagulacfio, ja que o
fator de Hageman ativado por superficie eletronegativa ou por endotoxinas ativa a pré-
calicreina em calicreina, a qual age sobre uma globulina, o cimindgeno de alto peso
molecular (HMWK) gerando um nonapeptidio vasoativo, a bradicinina, um potente
agente que aumenta a permeabilidade vascular. A bradicinina também gera a contraclo da
musculatura lisa, a dilatagfio de vasos sanguineos e dor quando injetada na pele (Robbins,
1996). A utilizag8o de um antagonista de receptores B, de bradicinina, HOE 140, no pré-
tratamento de ratos, reduziu em cerca de 79% o edema induzido por DMTI-II
{(30ug/pata), 30 min apds o estimulo (Figura 50); mostrando 2 possivel participacio
indireta da bradicinina na ativacio de mastécitos, que por sua vez liberard histamina e
serotonina. Sabe-se que o edema inflamatério é dependente da ativagio de fibras
sensoriais aferentes (Fibras C) pela presenca de cininas e subsegiiente ativagio dos
receptores B,, que por sua vez leva a liberagdo local de neuropeptideos pro-inflamatédrios
tais como a substdncia P, que finalmente induzem a desgranulacio de mastécitos
liberando assim a histamina e a serotonina.

O metabolismo do 4dcido araquiddnico intensifica ainda mais a produgio de
mediadores inflamatérios, via a agfio de ciclooxigenase ou lipooxigenase. O pré-
tratamento com antagonistas seletivos para receptores NK; (SR140333) e NK, {SR48968)
de taquicininas reduziu, 37% e 50%, respectivamente o edema induzido por DMTI-II (30
ug/pata) mdicando a participagio indireta de cininas liberadas localmente nas terminacdes
nervosas, as taquicininas. A reducdo de 33 % por indometacina também indica a provavel
participacdo da via ciclooxigenase na formagio do edema (Figura 5 1)

Tem sido mostrado que muitos compostos derivados de plantas apresentam efeitos
antiinflamatorios significativos. Por esta razdo, e¢les sfo considerados moléculas

importantes no desenvolvimento de novas drogas, especialmente aquelas destinadas ao
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tratamento ou ac controle de estados inflamatdrios. J4 fol mencionado que em 2000,
Oliva er al mostraram que o inibidor de serinoproteinases presente em sementes de
Leucaena leucocephala, o LITI, apresentava efeito antiinflamatério no edema de pata de
rato induzide por carragenina, sendo que diminuia a liberacio de bradicinina além de
blogquear i vitro as enzimas envolvidas na coagulac8o sanguinea e na fibrindlise, Os
autores sugeriram que o efeito antunflamatdric in vive de LITI era devido a sua
interferéncia no sistema calicreina-cinina.

Diante dos resultados obtidos no estudo do papel inflamatério de DMTI-IL, &
provavel que sua agfo inflamatoria seja ocasionada por induzir um aumento da liberagio
de bradicinina ¢ também a indugiio de outros mediadores que irfio aumentar a
permeabilidade vascular. Sabe-se que a bradicinina também atua na liberagio de
metabolitos do acido araquidénico tais como a prostaciclinas e 2 prostaglandina E,, dois
mediadores capazes de amplificar as reacBes mflamatérias devide 2 suas acdes
vasodilatoras. Estes resultados contribuem para o melhor esclarscimento do mecanismo
de agdo de DMTI-IL no processo inflamatério e estimulam a continuidade desse estudo
num futuro préximo com a finalidade de esclarecer, por exemplo, se o outro inibidor de
D. mollis, DMT]I, apresenta propriedade inflamatéria de fato, ou talvez, possa apresentar

agdo antiinflamatoria assim como ¢ inibidor isclado por Oliva e al. (2000).
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Purification and Characterization of a New Trypsin Inhibitor
from Dimorphandra mollis Seeds
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A second wypsin whibiter (DMITAD} was purified from the seed of Dimorphandre moliis
{Leguminosae-Mimosoideas) by ammonium sulfate precipitation (30--60%), gel Alraticn, and ion-
sxchangs and affmity chromatography. A molecular weight of 23 ks was 2stimated by goi fltvation
of: 2 Superdex 73 coluren SDS-PAGE under reduced conditions showed that DMTLI consisted of 2
single polypeptide chain, although isoeleciric focusing revealed the presence of three isoforms. The
disseciation constant of 1.7 X 107° M with bovine trypsin indicated & high afinity berween the
inhibitor and this enzyme. The inhibitory activity was swble over a wide pH renge and in the pres-
ence of DTT. The N-terminal sequence of DMTE-I showed a high degree of homology with other

Kunitr-type inhibitors,

EEY WORDS: Dimorphandro mollis; Mimosoideas; trypsin inhibitor; Noterminal sequence; Runiez family.

1. INTRODUCTION

Proteinase inhibitors are widely distributed in animals,
microorganisms. and plants {Richardson, 1991; Birk,
1994}, Among these, serine proteinase inhibitors are the
most studied and have been isolated from various Legn-
minosae seeds (Richardsom, 1991; Xavier-Filho, 1992;
Souza ef af., 1993, Batista ef ol, 1996; Macedo ef gl
2000. Cliva e ¢, 2601). In plants. proteinase inhibitors
may represent 2 form of storage protein Mosolov, 1995;
Valueva and Mosolov, 1999) or maay be involved in plant
defense mechenisms against pest and diseases (Heath
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et al, 1997 Jongsma and Boulter, 1997; Shewry and
Lucas, 1997; Schuler er al., 1998; Valueva and Mosolov,
1999). In addition to their natural biological functions.
proteinase inhibitors may also have a role in the treat-
ment of human pathologies such as inflapmation, hem-
orrhage (Oliva of al, 2000), and cancer (DeClerck and
Dmren, 1994; Kennedy, 1998).

Legume seeds contain various proeinase wdibitors
classfied into several fanpilies, including Kunitz-type.
Bowman-Bitk-type. potato L and potato I, squash. cereal
superfamily. and thaumatin-like inkhibitors (Richardson.,
1991). Kunitz-type inhibitors are proteins (M, 18.000-
24.007) with one o two polypeptide chains and 2 low cvs-
teine content, usually with four Cys residues arranged in

¢ Abbrevistions: APNE, acenyiL-phemylulany)d -arginne-p-nitroanilide;
APTT. activated partial thromboplastin tme; BAPNA, N-benzoyl
DL-arginyl-p-nivcanilide: BSA, bovine serum albmmin BTPXNA,
Nbenzoyl-tyrosylperdtoanifide; DMTL tyrpsin tnbibitor from
L. moflis; DMII-IL, typsin inhibiten-T] fom D mellis; DTT,
dithipthrestol; HoPK. bamen plasine kallikeein; PPE poscine pan-
creane elastase; PoPK. porcine pancreatic kallikrein: £, dissocia
tion constant, XTI, Kumitz &rypsin inhibitor precusser—soybess:
SDSPAGE, sedinm dodecyl sulfate-polyacrylamide gel clecimo-
whoresis; $TL ypsin inbibitor from G max.

DTLE0IR0TII0N062ET £ 2002 Feowe Peblidung Corporation
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two disulfide bridges. These iphibitors are found in all
Leguminosae subfamilies (Mimosoideae, Caesalpinoidess,
Papilionoideas) {Norioka e/ #/. 1988 Ryan. 1990:
Richardson, 1991; Sampaio of af, 1996, T4 Clero of of.,
1998; Macedo e @l 2000: Oliva & o/, 2000} and also
m the Solanaceae {Walsh and Twitchell 1991 Valuewm
et al, 1997).

Dimorphandra mollis (subfamily Mimosoideac) is a
common tree in the cerrade (savannah-like) ecosvstem of
central Brazil. Macedo ef al, (2000} isolated and char-
actenized 3 fypsin mhubitor (DMID Som this species
and also detected the presence of a second protein with
sntitryptic activity. In this report, we describe the purifi-
cation and characterization of this second wypsin in-
hibitor from D. mollis seeds.

2. MATERIALS AND METHODS
2.3, Migterials

D. moifis seeds were obiained locally and wers
also provided by Chamflora {Trés Lagoas, MS, Brazil).
Acetyl-L-phenylalanyl-: -arginine-p-nitroanilide {APNE).
a~amylase. bovine pancreatic papain, bovine pancreatic
trypsin, bovine serum albumin (BSA). e-chymotrypsin.
HN-benzoyl-DL-arginyl-p-aitreanilide (BAPNA) and
N-benzoyl-L-tyrosyl-p-nitroanilide (BTPNA) were from
Sigma, as were the SDS-PAGE molecular weight mark-
ers, acrylamide, bis-acrylamide, and other elecirophore-
sis reagents. Ampholines and chromatography supports
were from Pharmacia. All other chemicals and reagents
used were of apalytical grade.

2.2. Purificatien of DMIIII

D. moliis seeds free of tegument and defatted with
hexane were ground in a coffee mill. 4 crude inhibitor
preparation was obtzined by extraction of this meal with
0.1 M phosphate buffer, pH 7.6 (1:10. wA). for 2 Wr
at 25°C with subsequent centrifugation at 7500 X g for
30 min. The supernatant was fractionated by ammonium
sulfate precipitation inte three fractions, corresponding
1o 30%, 60%, and 80% saturation. The three fractions
were dizlyzed against distilled water for 24 hr at 4°C and
Ivophilized. The fraction comesponding to 30-60%
ampmonium sulfate saturation (precipitate I or PI) was
selected for further purification.

Lyophilized PII was dissolved in 0.1 M phosphate
buffer. pH 7.6. containing 0.1 M NaCl, and applisd 10 a
Sephadex G-75 column (2.7 em X 100 cm) eguilibrated

i3z
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with the same buffer. The fraction with inhibitory activity
was farther fractioned by ion-exchange chromatography
an a DEAE-Sepharose cohumnn (2.0 em X 20 om) eguili-
brated with 005 M Tris-HC! buffer, pH 2.0, and ehped
with the same buffer containing NaCl in a gradient of
0-1.0 M. The fraction eluting before the saline gradisnt
contamned inhibitory activity and was applied to 2 trypsin-
Sepharose column (2.0 cm X 10 om) equilibated with
0.1 M phosphate buffer, pH 7.6, and 0.1 M NaCl (Macedo
and Havier-Filho, 1992). The clution profiles were muoni-
tored at 280 nm.

2.3. Proveip (Quantification

Protein concentrations were determined by the dye-
binding method of Bradford (1976). with bovine serum
aibnugin as the standard,

2.4. Assay of Inkibitory Activity

The inhibition of trypsin was determined by meas-
uring the residual enzymatic activity towards the sub-
straie BAPNA at pH 8.0 after pre-incubation with in-
hibitor (Exlanger 7 /.. 1961). The ability to inhibit other
proteinases such as chymotrypsin and papain was as-
sayed as described by Xavier-Fitho ef o/ (1989). The in-
hibition of porcine pancreatic a-amylase was measured
according to the method of Bemfeld (1953).

The proteolytic activity of other serine proteinases
was measured using synthetic peptide derivatives of
pruitroanilide (1 mM each) in 0.05 M Tris-HC1 buffer,
pH 8.0, 37°C, in a final volume of 1.0 ml. The reaction
was interrupted by adding 500 ul of 30% acetic acid
(v/). The substrate hydrolysis was followed by measur-
ing the absorbance of released p-nitroaniline at 405 nm
(Cliva ¢f al.. 1996). Human plasma kallikrein kimin-
releasing activity was measured in incubations with
human high-molecular-weight kininogen or human
plasma (Oliva ef o/, 1982).

2.5. K, Determination

The dissociation constant (X)) and the inhibitor con-
centration were determined for each protease by pre-
mcubating the enzyme with increasing concentrations
of purified inhibitor in 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0). 37°C, fol-
lowed by measurement of the residual activity using ap-
propriate substrates. Apparent values of X, were deter-
mined by adjusting the experirnental points to the equation
for slow-tight binding (Knight, 1986), using 2 nonlinear
regression with the help of the Enzfitter program.
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2.6. Congulation Tests (Activated Partial
Thrombopiastin Time, APTT)

Coagudation timmes were recorded with a Organon
Telknika Coagulator Compact automate apparatus. Pool
plasma was collected fom aponymous and healthy
donors. centrifuged at 3000 g for 10 mun at 48°C, and
frozen at — 10°C before use. Coagulation time tests wers
conducted according fo the conventional proceduwe after
mixing 10G pl plasma at 37°C with an equivalent vol-
ume of cephalin-kaokin minture and 106 wl Trs-HC
0.1 M pH 8.0 buffer (Lorengo f of, 1989). Time meas-
urements began upor additon of 106 i CaCl, 0.025 M
following 180 s of incubation. To assess the influence of
the inhibitor in the APTT test, DMTI-H in the range of
3—40 ng (A} was added to buman plasma poor to en-
cephstin and keolin addition The clotting time (in sec-
onds) was determuned in the presence and in the absence
of mhibitor.

2.7. Formation of DM II-I-Trypsin Complex

The DMTI-I-trypsin complex was gel filtered
(0.3 ml/min) on a Superdex 73 column equlibrated
with 0.05 M Tris-HCl buffer, pH 8.0, containing G.1 M
MaCl. Trypsin and inhibitor (1:1 molar ratic), trypsin/
nhibitor complex, and trypsin in a molar excess of the
enzyme were pre-incubated for 10 min at 30°C m 0.1 M
Tris-HCI buffer, pH 8.0, with 0.02% CaCl,. As 2 con-
trol, isolated proteins were gel filtered as described
above. The elution profiles were monitored based on the
absorbance at 280 nm, and the inhibitory activity was
followed using BAPNA sas substrate. The column was
calibrated with zibumin {67 kDia), ovalbumin (45 kDa),
carbonic anhydrase (30 kDa), wypsinogen (24 kDa), and
eyvtochrome ¢ {12 kDa).

2.8. SDS-PAGE and Isoelectric Focusing

SDS polvacrylamude gel (12.5%) electrophoresis
{SDS—PAGE) m the absence and presence of dithiotreitol
{0.1 M)} was done as described by Laemmb {1970). The
proteins used as molecular weight standards were phos-
phorvlase {94 kDa}, bovine senum atbumin (67 kDa), oval-
bumin (43 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), sovbean
wypsin inhibitor (20 kDa}, and o-lactalbumin (14 kDa).
The proteins were detected by staining with 0.1%
Coomassie brilliant blue R-250.

Isceleciric focusing was done on a flatbed apparatus
(LKB). Ampholine solutions {40%, v/v} in the pH range
3.5-9.5 were used with subsequent Coomassie brilliant
blue G-230 staming according to Westermneler {1993}
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The inhibitors were detected using the negative staining
techmigue of Unel and Berges (1968).

&%, Stability of Inkibitory Activity against Bovine
Trypsin

Effect of Temperature

The inhibitor solmion (1 mg/ml of 8.05 M Tris-HI
buffer, pit 8.0), was heated for 20 min in s water bath at
varows temperahmes {(37°-100°C) and then cooled to
0°C before testing for residual inhibitory activity.

Effect of pH

To measure the pH stabality, 2 solution of inhibitor
(500 pg/ml) was diluted with an equal volume of vari-
ous buffers (0.1 M}: sodium citrate {pH 2—4), sodium ac-
state (pH 4.5-5.5), sodium phosphate (pH 6-7), Tris-
HCl (pH 7.5-8.5), and sodium bicarbonate (pH 9-10).
After incubation in each buffer for 30 min at 37°C, the
pH was adiusted to pH 8.0 and the inhibitory activity on
Typsin was assayed as described below.

Effect of DIT

The mhibtior (300 ug/ml) was incubated with the re-
ducing agent dithiothreitol {DTT) at fina] concentrations
of 1, 10, and 100 mM for 15120 min at 37°C. The reac-
tion was terminated by adding iodo-acetamide at twice
the amount of each DTT concentration and the resicual
inhibitory activity on trvpsin was then determined,

Adfter the treatments above, the residual inhibitory ac-
tvily on irypsin was measured using BAPNA as substrate.
Aliguots (50 ul) of wypsin inhibitor solution were nixed
with bovine trypsin stock solution {50 wl, 0.33 mg/mi in
2.5 mM HCD m 0.05 M Tris-HC buffer. pH 2. The mix-
mre was incubated at 37°C for 10 min followed by the ad-
dition of 1 ml of BAPNA (0.1 M) 1o give a final volume
of 1.5 mi After a 20-min incubation, the reaction was
stopped by adding 200 wl of 30% (v/v) acetic acid. Sub-
strate hydrolysis was followed by the increase in ab-
sorbance at 405 nm. All experiments were done in miph-
cate and data are the mean of three assays.

2.10. Protein Sequencing

The MN-terminal sequence was determined on a Shi-
madzu PPSG-10 automated protein sequencer using
Edman degradation. Phenylthiolhydantoin amine acids
(PTH-AA) were detected at 269 nm after separation on
a reverse-phase C;; Wakopack Wakosil HPLC colun
(4.6 mm X 25 cm) from Shimadzu, under isocratic con-
ditions, using 40% acetonitrile, 20 mM acetic acid and
(.014% sodmum dodecy] sulfate as the mobile phase ar
a flow rate of 1.0 ml/min at 40°C. The sequence was
aligned automatically, using the NCBI-Blast search
systeqm.
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3. RESULTS
3.1. Purification and Properties of DMTLI

D mollis trypsin inhibitor (DMTI-T} was purified by
extraction m 0.1 M phosphate buffer (H 7.6). mumonium
sulfate precipitation (30-60% sanzration), gel filiration on
Sephadex G-75, ion-exchange chromatography on DEAF-
Sepharose, and affinity chromatography on trypsin-
Sepharose. Only one peak from gel filuation (Fig 1a)
showsed antitryptic activity, whereas DEAE-Sephaross
chromatography provided two active peaks (Fig. 1b). The
peak eluting before the saline gradient was rechro-
matographed on an affinity colwmm (Fig. Ic) of enzymat-
ically inactive wypsin-Sepharose (Xavier-Filho and
Campos, 1983) and yielded only one peak (DMTI-I)
with antiryptic activity. Affimty chromatography proved
to be a very convenient step for isolating this inhibitor, al-
though the possibility of hmuted digestion of the whibitor
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by the immobilized trypsin during punification cannot be
excluded. However, the vield of inhibitory activity after
wypsm-Sepharose and the presence of only ome protein
band following SDS-PAGE suggested that DMTI-TI
did mot undergo hydrolysis. The inbibitor was purified
12.2-fold with & vield of 0.46% (Table 7). which was
lower than for DMTI (vacedo ef o, 2000,

SDS-PAGE in the absence Fig. 1d. ipsert) and
presence {data not shown) of DTT (0.1 M showed that
DMTI-I consisted of a single polypeptide chain with &
molecular mass of approvimately 22 kDa, which was
also confirmed by gel filtration chromatography on Su-
perdex 75. Staiming for protein and inhibitory activity
after isoelectric focusing of DMTI-II showed the pres-
ence of three bands with pl values of 6.4, 5.5, and 6.7
{data not shown), indicating the existence of iscforms of
the inhibitor.

The X; of 1.7 X 107% M obtained for the inhibitor
with bovine trypsin {(Fig. 2) was calculated using the

c)
EGS9
=
=]
&
=06 - DAMTH!
% 21 M HOH
803 1
g 0‘%il}inlfllliiiiiidi T
g i 20 30 4 50 80 7O
Frachion
&)
kDe ,
0 T
T o TF
43 L :r.s".:.f;‘. )
X e W8 A

Bi A B ¢ D

Fig. 1. {2} Gel fiwation (Sephedex G-75) of PI obiained by smmonium sulfute precipitation. FI contained the mypsip-inhibitiog
activity and was sebjected 1o ion-exchange chromatography (b) on a DEAE-Sepharose colunn (2.0 om X 20 om) equilibrated with
.03 M Tris-HCI buffer. pH 8.0. The fraction ehiting before the saline gradient (7) was applied to a trypsin-Sepharose affinity column
(2.0 cm X 10 cm) {¢) equilibreted with 0.1 M phosphate buffer, pH 7.6, containing 0.1 M MaCl {3} SDS-PAGE showing all Sactions
obiained during purification: {A) PI fBacton. (B) fraction FL {C) fraction DL and (1 the purified wypsin inhibitor DMTLE. Molecular

mass markers (M) are shown on the left
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Table L Yields and Activities of DMTI-II during Purification from D. moilis Seeds

Total Specific

profein Total activity Purification Tigld
Steps (mg) activity (1) (Ui (fold) O]
Cynde Fxrrag 136175 54,800 47.6 1 100
Fraction 30--50% G484 4,540 Ti6 15 72
Sephadex G675 359 18530.6 1781 274 1.6
DEAX-Sepharose 2.41 30093 2118 445 .78
Trypsin-Sepharose 0.514 28%.13 3781 12.1% 0.46

equation for stow-tight binding mivbition {Knight, 1986)
and nonlinear regression with the help of the Enzfitter pro-
eram. Stoichiometric snxdies showed ther DMTI-IT incu-
bated with wypsin in a 1:1 molar ratio produced a complex
with an Mr of approxunately 46,000, based on gel filira-
tion on Superdex G-75 (Fig. 3). This first peak showed
neither minbitory nor enzymatic activity and the value of
Mr, 46,000, comesponded 1o the combined masses of the
1o protems. The sscond peak of My, 24,000, coincided
with the elution vohmme of rypsin in the fee fonm and
showed only frypsin activity.

The database search using the N-ierminal seguence
of DMTI-I revealed a homology with Kunitz-type
trypsin inhibitors {Table 1.

3.2. Stazbility of Inhibitory Activity

The inbibitor reizined more than 80% of its activity
at up to 50°C for 20 mip, but there was 2 40% and 80%
loss of activity at 60°C and 86°C. respectively (Fig. da).

& 80
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- 20
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Fig. 1. Tiratien curve of wypsin inkibiton by DMTLIL Increasing
copcentrations of iphibitor were added 1o 2 fixed concentration of
enzyme {42 nM}. Residual enzyme activity was determined using
BAFNA a3 substrate. Each point is the mean of three assavs.
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Pre-mcubation of the mhibitor in the pH range 2.0-16.0
for 20 min did not affect trypsin mlubition (Fig. 4b). Fig-
ure 5 shows that the mhibitory activity was unaffected by
DT (1-100 mM) after up to 2 .

3.3, Specifivity

The spectficity of the iphibitory acuvity of DMTL-
I¥ was assessed using the different proteipases chy-
metrypsiy, human plasma kallikrein (HePK), porcine
pancreatic elastase (PPE), porcme pancrestic kallilorein
(PoPK), plasmin, papain, and amviase. The inhibition
curves for these enzymes followed the same model as
for trypsin. The dissociation constants of the enzyme-
mhibitor complexes calculated for each enzyme are shown
in Table I Chymmotrypsin, a-amnylase, papain, PPE, and
PoPK were not inhibited by DMTL-IL, whereas human
plasmma kallilrein (K 0.31 M), plasmin (X 0.13 oM), and
wypsin (K; 1.7 M) were. DMTII did not affect activated
partial thromboplastn time (APTT).

1.4

Mr = 46,000
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Fig. 3. Gel filtration of the aypsin-DMTI-I complex on Superdex 75.
DMTEII {4 mg) aud mypsin (6 mg) were incubated in 1 ml of 0.05 M
Tris-HCl buffer. 6.3 M NaCl pB 8.0. for 10 min at 37°C and the mixure
was then applied to a calibrated Superdex 75 columa (30 am ¥ 1.5 e,
The column was squilibrated and eluted with the same buffer (Sow
rate, 2.3 milfmin}.
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Melie ef gl

Table IL Pastial Sequence of (DMTI-II Aligned with Different Regions of Known Kunity
Trypsin Inbibitors. (DMTT: trvpsin inhibitor (Kanitz) from 1. mollis Odaceds er ol
2000): STL wypsin inhibdtor fom Glveine mar—pdb [1BAT IBAT-A: K11 Kuniw

irypsin inhibitor precursor-soybean—spermbil | 30360 | Q3086 PRIX,
Rumitz frypsin inhibitor precursor——swiss § Q00652 | PRIN_SOL)

Initial
Inhibitor position Segquence’bomclogy
DT 1 L ¥V ¥ B2 5 D G F P L B N G &
DMTE 2 Q@ ¥V F L T £E G ¥ G I BN G &
513 2 ¥V L b N E G N P EE NG &
KT 27 I ¥V F P ¥ EH®# N P I BE N G @
PEIX 48 ¥V ¥ B g L ¢ H P LR I OG

4. DISCTUSSION

Macedo ef of. {2000) purified and characterized the
first Kumitz-type wwypsin izhibitor (DMTTD) from Dinor
phandra mollis seeds. The present study describes the
purification, biochemnical properties, and inhibitory
activity of a second serine proteinase inhibitor (DMTL-ID
from these same seeds.

a)
§»1m_
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2 7 .
37 0] &G 0 08
Temperatire {°C)
)
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£
&
=]
3 “
F
it
8 .

2 3354 45 355586857 758 859 10

pH
Fig. 4. Stability of DMTEIL. (g} Temperature stebility of the inhibltory
activity of DMTII after incobation for 20 min at the indicated
temperature. (0) pH stability of DMTLIL The activity wes assayed
asing BAPNA in 0.05 M Tris-HCL pH 8.0, afler incubation at the

indicated pH for 30 min 2t 37°C, The cohunns and points are the mean
of three assavs,
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The purification procedure used to obtain the protein
was satisfactory since the purified protein exhibited a sin-
gle band m SDS-PAGE under reducing conditions, indi-
cating no dimerization of the native inhibitor. DMTIT had
a Mr of 22,000, similar to proteinase inhibitors of the
Kunitz family, which generally have molecular masses
of 18-24 kDa and ome or two polypeptide chains
{Richardson, 1991; Buk, 1994; Sampaic ef al, 1996).
Cur results agree with those described for DMTI iso-
lated from these same seeds (Macedo e o, 2000) and
for Kunitz-type inhibitors isolated from potato tuber
(Valueva et al, 1997).

Many enzyme inhibitors in seeds are present in oyul-
uple molecular forms, which may differ considerably in
their pI values {Richardson, 1991), with most inhibitors
1 the Kumtz fammily being acidic (Kalume ef al., 1995},
The pi values of 6.4, 6.5, and 6.7 found for DMTI.IT

100
=
e ag.
r
=
g 80
(3
w 4D
=
=
g*

)

45 k't 80 420
Time {min}

e Conipd 1 MM BTT e B W DTT 00 MM DTT

Fig. 8. Effect of DTT on the stability of DMTI-IL The inhibitor was
treated with different final concentration (1. 19, and 100 mM) of DIT
for 13-120 min. at 37°C. The teactiom was interrupted with
iodoncetamide (two-fold molar excess relative 1o DTT). and the
residual wypsip inhibitory activity was messured using BAPNA a3
substrate. Each point is the mean of three BTSEYE,
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Table [l Dissocciation Constants for Proteipase-DMVTI-
Cemplexes. (Inhibitory activities were determined using synthetic
substrates: BAPNA {Bovine wypsin): BTPNA (chymoirypsin).
Ac-Phe-Arg-pian (humas plasma kallikrein). H-Pro-Phe-Arg-AMC
{porcine pancreatic kallikrein). H-D-Val-Len-Lys-pNan {plasiind nd.,
o inhixton)

FEnryme £
Bovine rypsin 1.7 oM
Chymotrypsin ni.
FuPE 6.31 uM
PPE 2
PoPFE ni.
Plasmin .13 oM
Papain ai
Amylase ni.

{data not shown) mdicate the presence of soforms and
show thar this inhibitor 15 less acid than DML which
has pl values of 3.6, 5.8, and 5.9 (Macedo g7 af, 2000).

A 1:1 relationship existed between DMITI and
rypsin in a binary complex with a Mr of 46,0600, deter-
rined by zel fltration on Superdex 75. This result was
confirmed when incubation of the isolated complex
{trypsin-DMTI-II) with excess trypsin yielded no com-
plex with a Mr of 70,000, This experiment showed that
a ternary complex was not formed and confirmed the
presence of a single reactive site for trypsin; no hydrol-
ysis products were detected. The sivichiomeitic ratio of
1:1 and the molecuiar mass agree with those for other
Kumitz hibitors {Richardson, 1991; Birk, 1994; Souza
et al., 1995; Sarapaio ef ol., 1996; Batista ef of,, 1996;
Olbiva ef al., 1999; Macedo ef ¢l, 2000).

The mhibntory activity of Kunitz-type proteinase in-
hibitors varies. A few inhibitors of this family are specific
for chymotrvpsin and do not inhibit tryvpsin Foulbert er al.,
1981}). Some Kunitz-type inhibitors are potent inhibitors
of trypsin but also mhibit chymoirypsin to varying degrees
(Odani er al, 1979). DMTI-II mhubited trvpsin (K,
1.7 odd) bt oot chyvinotrvpsin. This & value indicates a
high affinity between the enzyme and inhibitor, as is also
shown for other plamt tryvpsin mbibitors (Macedo ef gl
2000; Ohva ef af, 2001). DMTI-II showed no activity
against w-amylase and papam.

Proteinases inhibitors are useful tools in biochemical
and physiological stadies of proteinase fimetions {Oliva
et af., 1999), as well as for the purification of proteclytic
enzymes by affinity chromatography and for understand-
ing the role of proteolytic enzymes in blood clotting
(Havashi et o/, 1994: Oliva ef al, 2000), For this reason,
the specificity of the inhibitory activity was investigated.
The £; velues were detenmuned for complexes with plas-
min and human plasma kallikzemn (HoPK) (0,13 oM and

7

631

0.31 M, respectively). The affinity between plasmin and
DMTE-H was higher than for HuPK and plasma kallikremn
mhibition was not effective compared 1o inmhibitors
described for this enzvme (Oliva of al, 2000; Oliva er al.,
2601}. The lack of HuPK minbition was confirmed by the
absence of nterference i the APTT. DMIL-I showed no
activily against porcine pamgreatic slastase and porcine
pancreane kallilmein, Thus, DMTI-I can block some en-
zymes involved 1o blood clotting, as alse shown for plang
Kaunitz inhibitors (Cliva ef ol 2000).

The inramolecular disulfide bridges are presumably
responsible for the fimctional stability of Kumtzetype m-
hibitors in the presence of various physical and chemical
denaturants (Broze ef al., 1990) such as temperature, pH,
and reducing agents. DMTEI lost 20% of 1s achivity
when meubated at SO°C for 20 min. When heated to
G607, 80° and 100°C, 2 greater decresse n activity was
observed. However, the inhibitory activity was not sen-
sitive w pH over the range 2.0~10.0; a similar result was
reported for ECTI {Batista er o, 1996). DT had no
effect on the actvity or siability of DMTE-IL, in contrast
1o the findings of Ramasarma ef gl (1995) who studied
& Bowmsn-Birk inhibitor from Dolickos bifiorus. Lehle
et gl. (1996} observed that ETL, a Kuniz-type trypsin
inhibitor from Eryihrina caffra, rewained its inhibitory
activity after reduction with IXTT. The stability of
DMTE 1s apparently unrelated to the presence of disul-
fide bridges. Recent reports have described inhibitors
1solated from Bouhinia sp. seeds, which are devoid of
disulfide bridges and cysteine residues (Oliva of ol,
20013

The partial N-terminal sequence of DMTL-II con-
firmed the lugh degree of homology with other Kumitz
family inhibitors, as well as with the inhibitor isolated by
Macedo ef al. {2000) from this same species.
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Abstract

Bruchid larvae sause major Josses 1n grain legume crops throughout the world. Some brochid species, such s the cowpea weevi, are
pests that damage sored seeds. Plants synthesize 5 variety of molecules, meluding proteinaceous protwinese inhibitors. to defend themselves
against attack by inseers. In this work, o trypsin inhibitor {DMTI-I]) isolated from Dimor phandra moifis seeds wos tested for mti-insect
asoviy against Collosobruchue meculans larvas. The inhibiins produced ca. 67% mortality to s bruchid when ingorporated into an
artificial diet 5t 3 Jevel of 19, The doses necessary 1o canse 5094 rmortaliy {105} and to reduce weight by 50% (EDg,) for DMTLI were
ca. 0.50% zad 0.60%. respectively. The action of DM TI-II on & maceles lanvae may nvolve the imbibiton of trypsin-like activity of farval
midget extracts, the abseace of digestion by midgar preparstions or with a miziue of Pepsm and papain. and its assoelation with 5 chitin
solumn and chitinous structare in the midgat of this insegt, © 2002 Editioas soentifiques ot médicales Elsevier SAS. Al rights ressrved.

Eeywirds: Callasobruchus mocwlares, Dimorphandramoliis: Resisores; Trypsin inhibiter

1. introduction

The grains of legumes such 2s beans. cowpen (ana
ungidcwate L. Walp). and lemils are major sources of
digtary proteins in many countries. bw sesd harvess are
ofien diminished by infestation of the crops with seed
weevils. The cowpea plant has 2 Jow level of resistance 1o
nmseets and microorganisms. and consequently produces very
low crop yields [20]. A grain potential of over 1300 kghgt
is never obigined withowt the use of synthetic insecticides
{30]. One of the most impottant insect pests of the cowpen is
the bruchid weevil Collosobruchs mmrilans ¥, (Co-
leopters}. which attacks the seeds during siorage severely

Abbrevighions: BAPNA. N-termoyl-Di-srginyl-paitrowslide: BSA,
bovine serum albumin, DMS0, dimeiind sulforide; DMTIIL iTypsin
inkibiter fom Dimerpiundre mollis; EDu,. dose nECEsSTY 10 reduee
weight by 50%: EDTA. sthykmediaming ¥twacetic ocid: &, inhibition
comstant. LD, dese nesessary to cuuse 50% mormlity: PL preteinase
inlebiter; SDS-PAGE. sodinm dodecy! sulfete polyactilamide zel elerrmo-
phoresis,

¢ Corresponding mghor
-l address: Hoplangterm com.br (.1 R, dacedo).

© 2002 Edirions scientifiques ot madicales Elsrvier SAS. Al rights reserved,
PI:S0951-94238({8270144:.9
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affect the quality and storability of the produce. 1n severe
perinds of infestation. post-harvest seed losses due o O
macwahs can reach 100% within a period of 6 moenths [14].

bany proteins thai bind 1 chitin are related 1o plant
defense mechanisms against organisms that comrain this
pelysacchanide as a2 constituent of their membranes. This
group includes wheat germ agulutinin {WGA) and other
lectins and proteins that are toxic to insects and affect the
development of fungl. The mode of action of these proteins
is unknown but may interfers with the uptake of nutriens by
binding to chitin in larval midgut membranes. This mem-
brane exisis in most phyviophagous insects and is composad
primarily of chitin {containing N-acetviglucosamine resi-
dues) and proteins {31] The periophic membrane forms 2
barrier to protect the midget epithelium from abrasive foed
particles,

Plamts synthesize a vanety of molecules 1o defend
themsehes against insect anack | l}. Protginacesus proiein-
ase inhibitors {PD) represemt ons class of such molecules
[9.38]. The resuking inactivation of gt proteolysis leads to
poor nuirient use, retarded development. and evardually
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death by starvation [1€]. Serine Pls are effective against
Lepidoptera [ 7.16.358.42], whereas cysteing Pls are effective
against some coleoprerans [ 14212439,

Mon-serine digestive proteinases resembling cathepsin
were initially considered 1o be restricted 1o hemipterans, bt
have now been describsd in other imsects, mainly in
phytephagous insects of the Coleopiera order [35]. Diges-
tive cysteine and aspartic proteinases resermbling cathepsins
were first identified outside the hemipterans in bruchids
[5.34.40]. Recently, the existence of 2 minor serine protein-
ase in the midgn of Zobrotes subfosciotus larvas was
suggested [17]. Silva er ak [33] observed an activity against
MNbenzovl-DL-arginvl-p-nitroanilide (BAPNAY in & macu-
larus larvae.

The search for possible targets in bruchid physiclogy that
could be uwsed in control strategies made an important
advance n the late 1970s, when Gatchouse and co-workers
reported that trypsin inhibitors were involved in the resis-
tance of a cultivar of ¥ ungwiculate to the cowpea weevil
1121

Feedings trials with artificial diets containing Pls have
been reported for a number of important insect pests,
although this approach is limited by the inability o rear
some insects on ariificial diets and by the limited availsbil-
ity of purified Pls. Most work has been done with insects
belonging 1o the orders Lepidoptera, Coleoptera, and Ortho-
piera [15.18%. Only a small range of Pls has been used in
these studies, the most commeon being cowpea irypsin
inhibitor {CpT1), soybean trypsin inhibitor {SBTI). soybean
Bowman-Birk inhibitor (SBBI}, 2nd potato inhibitor 1 (Pot
Pl 11). Most of the Pls tested reduced the growth of the
target insect, and in some cases. an insect growth regulatory
effect was observed, as well as increased mortality.

Mello and co-workers [29] recently isolated from Dimor-
phondre mollis a trypsin inhibitor {DMTI-II) from seeds
that showed a high degree of homology with varous
rembers of the Kunitz family of inhibitors and had 2 high
specificity for wrypsin. In this work, larvae G maculatus
were fed with DMTI-1? at four different concentration levels
{(1.0-0.125%) In a fresh diet in order to determine the effects
on larval develepment. mortality, and digestive proteinase
activity. Immunoblot analyses were performed 1o investi-
gate the binding of DMTILH to membranous swuctures of
the larval midgut

2. Results

2.1. Effects of nypsin inkhibitor from Dimorphandra moifis
(DMTI-I} on eadegenous trypsin-like activipy

Dhigestive proteolytic activity in larval midgur extracis
was measurzd using 1 mM BAPNA as subsirate. The
specific activity Jor the hydrolysis of BAPNA by midgut
enzymes was Z % 107% kat my™'. Increasing concentrations
of the mhibitor pregressively decreased the trypsin-like
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Fig 1. Effect of increasing DMTI-1] concentration on the hydroivsis of
BAPNA by extract made from whele Caflosobruchus macuisius larvae.
Dtz poinis tepresent the mean of vwee incebations. and the =r7or Tar
represents the range hetween the incubations. The Stadem tiest was usad
1o idemtify the means tar diffored If ANGVA Indicated siprificanca.

activity. with maximal inhibition (80%) ccowming with of
Bug of DMTLH (Fig. 1)

2.2, Effect of DMTIEH on lorval development

The effect of DMTI-1] on larval development was moni-
tored by feeding the larvae DMTLH in artificial seeds {final
inhibitor concentrations ranged from 0.125% to 1% of total
digtary protwein) and then determining the number and mass
of surviving larvac 20d after oviposition. The dose—re-
sponse effect of DMTI-I! on the survival and growth of
weevil larvae is shown in Figs. 2 and 3, respectively. The
mortality and weight of cowpea weevil larvae feeding on
contro} seeds {represented by the y-intercept value) were ca.
13.5% and 2.4 mg, respectively, while 2 seed containing
§.53% and 0.60% DMTII produced an estimated 50%
mertality {LIy,) and a decrease of 30% weight (EDy),
respectively. Regression analvsis showed that for every
0.1% increzse in DMT1-1! dose, there was a 5.5% increase
in mortality with an 22 value of 0.97. For 2ach increase in
dose of 0.1% DMTEIL, thers was a 0.2 mg decrease in
weight: the R2 value was 0.98. The mhibition of survivers
and weight of the larvae were significantly different for all
doses of DMTI-II (P < 0.05).

2.3 Digestion of DMTI-If

The susceptibility of DMTLII to the action of papain and
pepsin and to acidic proteclytic enzvmes from weevil
midgwt homogenates was assayed by incubating these
enzymes with the inhibitor follewed by SDS-PAGE. Incu-
bation of DMTI-H] with 2 mixture of pepsin and papain (/1)
forupto 16 har 37 °C and pH 6.0 showed that DMT-H was
resistant 1o hydrelysis (Fig. 41 Incubation with whole
mudgur extracts of O maculaius forup to 72 h at 37 °C alse
had no effect on DMTLI (Fig. 55
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Fig. 2. Effect of DMTHI on Callosebruchus macidots tarval mortality.
using an artificial seed bieassay. The »intercept is the meorality of larvas
i comrol seeds. Hach point has an # higher than or egual 1o 60, Ertor bars
indicate the standard amor of the mean.

4.4, Resistance of DMTI-I] 10 larval proteases

Larvai proteases were unable to digest DMTI-IT (Fig. 5).
To determine whether incubation with midgut enzymes of
. maculans was able to inactive DMTI-1), we assaved the
residual inhibitory activity after each peried of incubation.
ln this case, DMTII maintzined ca. 80% of its activity,
even after a 72-h incubation with midgut digestive enzymes
{Fig. 6).

2.3, Chitin-cohaun chromeography

When DMTI-II was chromatographed on a chitin col-
umn, two peaks were obtained. one on eluting in the
equitibrium buffer {30 mM phosphate buffer, pH 7.6) and
the other with 100 mM HCL Approximately 50% of
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Fig. 3.Effect of DMTI on Coflesobruchus mecuiotus larval weight
mean, using an arificial seed bioassay. The y-mercep! is the morality of
larvae in control seeds. Each point has an # 2 80, Ervor hars indicale the
standard error of the mean.
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Fig. 7. Chromatography of DMTI-Il o a chitin column, The colnn (2 cm
» 6 o was equilibrated with 30 mb phosphate buffer (pH 7.6) and 2luted
with 180 mb HCL (°) dapp ot (&) inhibitor activity,

DMTEL bound o the matix (Fig. 7). The inhibitory
activity was detected egually in the peak and in the
non-retained fraction.

2.6, DMTIIT binding o midgut membranes

Immunobiots showed that DMTI-1I bound to membranes
from €. macudatus larvae and can be dissociated by chitosan
and 100mM HCO (Fig. 8). DMTHI showed 2 stronger
binding signal in the eluate with soluble chitosan than with
HCL These results indicate that DMTI-H can bind to C
macuiarus, possibly through interaction with chitin present
in these membranes and'or with other siructures, ocourring
as glycoproteins, glycoconjugates, and trypsin andor
trypsin-like proteins.

3. Discussion

Several trypsin inhibitors with detrimental effects on the
growth of insects have been isolated from plants [6.23421.

DAETRL e

1 2 3 4

Fig, 8. Representative western biolling analysis of the binding of DMTE-
o isoleted membranous structures of larval Collosobrichs macniatus
midput. Lane 1. DMTIH-I (Controln lane 2. DMTLH sluted with 50 mM
phosphaie buffer; lane 3. DMTEY oluted with chitosan: lane 4. DMTL-I
eluted with 180 md HCL
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The present study examined the action of a Dimorphandra
mroflis trypsin inhibiter {DMT 11} with chitin-binding prop-
sriies on the growth of Callosobruchus maculatus larvae,
and assessed the susceptibility of DMTLI to digestion by
papain, pepsin, and acidic proteolytic enzymes of the weevil
midgur, a5 well as the ability to bind 1o isclated membranes
from . maculotus tarvae. DMTIIT consisted of a single
polypeptide chain with 2 molecular mass of approximately
22 kDe. The dissociation constant of 1.7 ¥ 1077 M obiained
with bovine wrypsin indicaed 2 high affinity between the
irshibitor and this enryme [29).

Recently, Ishimot and Chrispeels [17] suggested the
existence of & minor serine proteinase in the midgur of
larval Zabrotes subfascianis. The detection of this protein
was based mainly on the degradation of the o-amylase
inhibitor by a crude midgut homogenate followed by
electrophoresis, and also by the effect of serine protsinase
whibitors. Silva et al. [33] reinvestigated the specificity of
intestinal proteinases of larval O macwons and Z subfas-
cigns using synthetic substrates. These authors observed
that intestinal homogenates of larvae from ¢ macudarus and
Z subfascigius presented serine proteinase activities, al-
though Z subfasciatus were twice more sctive towards
p-nitroantlide derivatives, which are substmates for serine
proteinases, than C. macuiaius homogenates.

The assay of trypsindike activity using BAPNA as
subsirate confirmed the results presented by Silva etal. [33]
regarding the existence of serine proteinases in the midgut
of C. macuigius.

The occurrence of serine proteinases in the gut of this
insect indicated that DMTI-II would inhibit gutr protease
activity effectively, Indesd. DMTL-H! inhibited the gut pro-
tease activity of O macularss by 80% (Fig. 1) DMTL! has
a K; of 1.7 nM for trypsin but does ot inhibit chymotrypsin,
c-amylase, clastase, and papain [29]. The high specificity of
DMTI-I for trypsin suggests that the serine proteinase
present in the midgut of £, macuiarus is of the trvpsin tvpe.
The presence of & minor serine proteinase in C. macwlatis
could play a similar role to that found in Z. subfasciatus, as
suggested by Ishimoto and Chrispeels [17]. The authors
supposed that trypsin could be involved in the hydrolysis of
Phaseolus vulgaris d-amylase inhibitor 1 {@-All) 1
detoxify the protein. Based on this information. we can
suggest that DMTEI was avoiding the hydrelysis of
a-amylase inhibitor by trypsin, causing a possible toxicant
effect to the insect.

Several studies have stressed the importance of bioassays
for assessing the ability of plant compounds to impart
resistance [3.11.15]. The substantial inhibition of gut pro
teases of several species in the assay in viro suggested that
DMTI-I may affect the growth andior survival of these
insect pests when incorporated into their diet. The effect of
DMTI-U on the development of C. macuiatus was assessed
by detormining the number and mass of surviving larvae
204 after oviposition in artificial seeds containing increas-
g amounts of DMTLEL DMTLI produced 7% morality

o

o
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a1 the 1.0% level. with an LDy, of ca. 0.5%. DMTI-ll had 3
strong negative effect on the weight of C. macudans, with
an Elg, of 0.6%. Several other serine proteinase inhibitors
also showed mnsecticidal activity ar low concentrations.
Thus, jackfruit seed rypsin inhibitor, when incorporated in
the digt at levels of 1.3% and 0.3%. was toxic 1o Cnapha-
locrosis medinalis and Scirpophaga incermias, respectively
12]. Similariy, Micotiane alarz inhibitor, when incorporated
at a level of 0.26% and (L33%, was 1onic to Helicoverpa
punctigera and feleogrvllus commodns, respeetively [15].

¢ midgut proteases of larval bruchid beeties are mainly
cysieine and aspariic proteinases [5.22.34.40). The pro-
teolysis of proteinase inhibitors and proieins in general by
iarval enzymes has been used by various authers to deter-
mine the possible appearance of 2 smaller, toxic polypentide
117.24.32.39]. The susceptibility and stability of DMTi-1l 10
the action of papain and pepsin and to acidie proteclytic
enzymes from weevil midgut homogenates were cxamined.
The digestion of DMTL-I by pepsin {aspartic proteinase)
and papain {oysteing profeinase) at pH 6.0 was studied as 3
model for the action of midewt aspartic and cysteins
proteinases in . maculaius reared on the seeds of ¥
wnguiculala (227,

DMTEN was resistant 1o hydrolysis by a mixture of
pepsin and papain for up 10 16h at 37 °C. € mecudens
tarval enzymes also did not cleave BMTL-H, afterup 1o 72 1
at 37 °C {Fig. 5}. These resulis show that DMTI-U is more
resistant 1o digestion by the pepsin—papain mixture and
midgut proteinases of C. maculatus than are vicilins of
resistant cultivars. Vicilin is a storage protein that has been
implicated in the detrimental effect of C. macuiatuy against
certain cowpea (¥ unguicularay cultivars [261.

The presence of chitin in midgw structures of & macu-
lotus larvae was shown by Sales et al, [3Z] based on
chemical and immunocvicchemical methods. These authors
showed that chitin is located in the apical part of microvilli
in the midgut epithelium. They also used the von Wissel-
ingh test {32] to demonstrate the presence of chitin in the
luminaj fluid content and membranes of the larval midgut.

As shown here, DMTI-I! bound to a chitin column,
although not completely {Fig. 7}, and is still active toward
trypsin. Immunoblotting showed that DMTI-1] also bound
to the midgut membrane of C. maculans (Fig. 8), however,
not sirongly. Part of this binding probably represents inter-
actions with chitinous structures present in these mem-
branes. The fact of DMTI-H binding weakly to chitin could
be refated to the fact that serine inhibitors usually do not
present a specific demain to chitin, like some insecticide
proteins such as vicilins [26.27.327 and zeatoxin, 2 toxic
protein isolsted from Zeg mavs seeds that is detrimental to
C. macalatus (251 The association of DMTLI o the
midgut of O macuiorys, although modesately, may hinder
the transport of enzymes and their hydrolysis produets.
which, in combination with 2 low proteolysis rate, may
reduce the availability of amine acids for larval growih,
leading to their observed poor development and high
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mortaiity 31]. Anether explanation for the detrimental
effect, which does not exclude the one presented above, is
related to the fact that ¢hitin also lines the foregut of inseets
[31], and consequently. this part of the gut in bruchids could
be associated to DMTH from the beginning of the feeding
DroCess.

Summarizing. the action of DMTLH on € moculatns
larvae may invelve: (a) inhibition of endogenous trypsin-
like activity, (b} binding to chitin componems of the
peritrophic membrane {or cquivalent structures) in the
weevil midgat, and {e) a strong resistance of DMTLH 10
digestion by midgut aspartic and cysteine proteinases in €
maeniatus,

Additional studies of DMTIU in other insects are
required 1o confirm the biorechnological potential of
DMTI-1I as an agent against phyiophagons inseots,

4. Metheds
4.4, Materials

Dimaorphandra moliis seeds were collected locally in the
city of Trés Lagoas. State Mato Grosse do Sul (Brazil).
Bovine serum albumin, chitin, bovine pancreatic trypsin.
BAPNA. and acctic acid were purchased from Sigms
Chemical Co. {St. Louis, MO, USA). as were the SD-
S-PAGE molecular mass markers, nitrocellulose mem-
brane, acrylamide, and other electrophoresis reagents, Chro-
matography supports were from Pharmacia ({Uppsala,
Sweden). All other chemicals were of reagent grade ob-
tained from local suppliers.

4.2, Imsecis

The colonies of Callosobruchus maculatus used were
originally supplied by Dr. LHR. Santos (Centro de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Cears, Formalera, CE,
Brazii). The inseets were housed at 28+ 1°C and a relative
humnidity of 63-75% and were fed the sceds of a susceptible
cowpea cultivar {Epace-10).

4.3. DMTI purification

IMTE-1 was prepared according to Mello et al. [29],
D. mollis seeds free of integument and defatted with hexane
were ground in a coffee mill. A crude inhibitor preparation
was obtained by extraction of this meal with 0.1 M phos-
phate buffer {(pH 7.6) {10% wiv}) for 2h ar 25°C, with
subsequent centrifugation 21 7500 x g for 30 min. The
supernatant was fractionated by ammonium sulfate precipi-
tation. The fraction corresponding to 36-60% ammonium
sulfate saturation (precipitate 11 or PIl} was selected for
further purification. After dialysis against warer, centrifuga-
tion, and Iyophilization. PI} was dissolved in 0.1 M phos-
phate buffer (pH 7.6) comtaining 0.1 M NaCl, and applisd



290

a Sephadex (G-75 column (2.7 cm x 180 cm) equilibrated
with the same buffer. The fraciion with inhibitory sedvity
was further purified by lon exchange chromatography on a
DEAE-Sepharose ¢olumn (2.0om %20 om) equilibrated
with 0.05 M Tris—-HC) buffer (pH 8.9) and chuted with the
same buffer containing Nall in a linear gradient of G-1.0 M.
The peak chaing before the ssline gradient contained
inhibitory activity and was spplisd to 2 trypsin-Sepharose
column (2.0 om % 10 om) squilibrated with 0.1 M phosphate
buffer (pH 7.6} and 0.1 M NaCl {281, The clution profiles
were monitored at 280 nm.

4.4, insect bioassays

To examine the effects of DMTI on O macularus
development, the artificial seed system previously devsl-
oped by Macedo et sl [20] was used. Anificial seeds {(ca.
400 mg cach) were made from cowpes secds {cultivar
Epace-10) ground finely using 2 cylindrical brass mal and a
hand press. Artificial seeds containing DMT LI af concen-
trations of 0.125%, 0.25%, 0.5%, and 1% total protein were
ebisined by thoroughly mixing the inhibiter with cowpen
seed meal and pressing as described above. Twelve artificial
seeds were prepared for each of the above concentrations
and were replicated three times on different dates. After a
48-h period for adjustment in the growth chamber, the seeds
were offered to nine 2- to 3-d-old fertilized females. After
allowing 24 h for oviposition, the number of eggs per seed
was reduced to 5 {n=1060x3). Following incubation for
20 ¢ at 28 °C and 70-75% relative humidity, the seeds were
opened and the weight and number of larvae were deter-
mined, Conirol artificial seeds werz made with Epace-10
oultivar mea! containing no added DMTEIL Linear regres-
sion znalysis was used to describe the response of L.
macuiatus 1o 2 series of doses of DMTLL Effective doses
for 50% response (EDy,) are the concentration fractions that
decrease the mass of the larvae 1o 50% of the mass of the
control. Lethal doses (LDg;) are the concentrations of the
fractions that decrease the number of larvae to 50% of the
number found in control seeds. X' = dose, and ¥= weight or
perceniage moriality. Because of the range in mortality
percentages (14.5-67 2% for C. maculas) for the DMTIII
regression analysis, percentages were not transformed.

4.3. Protein guantification

Protein concentrations were determined by the dve.
binding method of Bradford {4], with bovine serum albumin
as the standard,

4.6. Protease apd inhibitory acviny assavs

Tryvpsin-like snzvmes were assayed using BAPNA as
substrate. For rouline assavs, BAPMNA was used at a final
concentration of 1 mM 2t 1% (v} dimethy! sulfoxide
{DMSD) in 2 final volume of 1.5 ml The pH used in the
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reaction was 8 [B]. Buffer and enzyme were thermoeguili-
brated a5t 37 °C for 10 min before adding substrate 1o swart
the reaction. The reaction was allowed t© proceed for
20 min and then stopped with 309 {vw/v) acetic acid. The
absorbance was read at 410 nm. Trvpsin inhibitory activity
was determined by measuring the remaining sctivity of
trypsin fowards the subsirste BAPNA at pH 8.0 after
pre-incubation with inlibitor [B], One inhibitory unit was
calculated as described by XavierFilho and Costho [411.

4.7, Midgwr preparation

Twenty-day-old larvae were cold-immobilized and dis-
sected, and the midgutl was removed in cold 250 mM NaClL
The whole gut was then cleaned of unwanted adhering
tissues, the midgut walls were pulled apart, and the luminal
contents werg oollected inio a knewn volume of 250 mM
®Mall and used immedistely or stored 5820 °C unnl re-
guired, Protein concentration in the exiracis was determined
according 1o Bradford (41,

4.8, Toigl proteinase aotivity assay

The total proteolviic activity was determined using
BAPNA as substrate [8]. Midgut farval extracts (200 pg of
protein} were incubated in 100 mM Tris-HCI buffer {(pH
8.0) in a final volume of 0.1 m! for 10min before the
addition of | ml | mM substrate. The reaction was allowed
to proceed at 37 °C for 20 min and then stopped by adding
0.2 ml of 30% {v/v} acetic acid. The resulting absorbance
was read at 410 nm. Incubations were done for at least three
different periods. unless stated otherwise, and the initial
rates of hydrolysis were caleulated. The assays were done
under conditions in which enzyme activity was proportional
to protein conceniration and the time of incubation. One
enzyme unit was defined as the amount of profein that
cataivzed the cleavage of 16.6 nkat.

£.9. Effects of DMTI-if on endogenous proteoiyiic activity

The effect of DMTI-II on the proteolytic activity of
whole midgut extracts was measuvred using BAPNA (I mM)
as 3 substrate, The assays were run at pH 8.0 in 100 mM
Tris~-HCL DMTE (2-10 pg) was incubated with the mid-
gut extract {200 ug of protein} at 37 °C for 135 min before
adding the substrate. The reaction was stepped by mmer-
sion in boiling water for Z min. All incubations were donein
iriplicate, and appropriate controls wers included. The
resulting absorbance was read at 410 nM.

4. 10, Digesiion of DMTI-I] and gel elecrrophoresis

Larval gut homogenates of £, maculanes were prepared
as described by Macedo et al. [23]. For this, 200 larval
midguts (fourth instar} were dissected and exiracted in | mi
of .1 M acetate buffer {pH 3.6} comaining I mM cysieine
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and 3 mM EDTA. The digestion of DMTII by the pro-
teolyiic enzyme preparations from £ maculofis was dons
in solutions of proteins {2 mg mi™) in the acetate buffer
indicated above, Digestion was done for 3, 6, 12, 24, 48 and
72 hoat 37 7L and stopped by immersing the mubes in boiling
waier for 2 min. After digestion of DMTL by larval gut
homogenates, aliquots were assayed for inhibitory activity
as described above. DMTHI was also digested with 2
mixture of pepain and papain (1/1) 2t 2 substate/proteinass
ratic of 2001 for 10 min, and 0.5, 1, 2,4, 8, and 16 har 37 °C
in .01 M phosphate buffer {(pH &) containing ! mM cys-
teine and 3 mM EDTA. The digestion was siopped as
described above [25]. The relative molecular masses of the
digestion products were estimated by polyacryvlamide gel
electrophorssis [19]. The proteins used as molezcular mass
standards for SDS-PAGE were phosphorvlase b (%4 kDa),
bevine serum albumin {66 kDa), ovalbamin (43 kDa). car
bonic anbvdrase (30 kDa), trypsin inhibitor (20,1 ¥Da), and
a-iactogiobulin (14.2 kDa).

4.71. Determination of inhibitory uctivizy of DMTE-I gfter
digestion

After the digestion of DMTI-II by the enzyme prepara.
tions from O meculatus, aliguots (504!} from each incw-
bation time were assaved as described in Section 4.6.

4.12. Chitin-columa chromatograpky

A chitin column (Zcm Xéom; 20m! bed volume),
prepared as described by Hackman and Goldberg [13], was
equilibrated with 30 mM potassium phesphate buffer {pH
7.6} After adsorption of the proteins {2 mg of DMTE-H in
1 mi of phosphate buffer), the column was washed with the
same buffer until the absorbance at 280 nm retumed to 0,
after which the adsorbed DMTI-1 was eluted with 100 mM
HCL Fractions (2 ml) were collected, and proteins were
estimated based on the absorbance at 280 nm after which
inhibitory activity was assaved.

4.12. Antiserum preparation and western bloiting

Antiserum against DMTI-II was prepared by immunizing
MNew Zealand white rabbits using established methods [27].
IgG was obtained by affinity chrometography of crude
immune serum on a protein A-Sepharose column. Pre-
immune serum was collected before immunization and used
as a conirol. DMTI-H was separated by SDS-PAGE in
12.3% gels [19] and transferrad to nitrocellulose membranes
using the method of Towbin et al. {371 The immunochlots
were developed with polyclonal antibodies against purified
DMTI-1} as deseribed above. The immunorsactive bands
were visualized with 2 horseradish peroxidase-conjugated
secondary antibody {Bio-Fad Laboratories, Richmond. CA,
USA) according to the manufacturer’s instructions.
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4,14, DMTI-I binding 1o midour membranes

COne hundred larvae reared in Epace-10 were dissected
under magnification in cold 0.13 M Nalll with the help of
rweezers. After exposure, midguts were homogenized with
30 mM sodivm phosphate buffer (pH 7.6) and centrifuged at
10000 % g. The pellet was washed with 0.1 N Bl solution
to remove dietary proteins possibly retained by membra-
nous structurss [52). Washed pellets were eqoilibrated with
0 mM phosphate buffer (pH 7.6) before being used to
study DMTLI binding. Pellets containing 100 midguts
were immersed in solutions {2 mg mi™ in 50 mM phosphate
buffer (pH 7.6)) of DMTI-I and incubated for 30 min with
gentle shaking. The material was then centrifuged, and the
peliets were washed with 50 mM phosphate buffer (pH 7.6).
1o remove unbound DMTI-IL The inhibitor was cluted with
soluble chitosan and 100 mM HCl and analyzed by western
blotting a5 described before,

4.15 Swdistical analvsic

All data were examined using one-way analysis of
variance {ANOVA) {general linear models in a GLM
procedure). The Student ~test was used to identify the
means that differed if ANOVA indicated significance. A p
value lower than 0.05 was considered to be sigaificant.
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