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RESUMO

As perdas anuais resultantes dos ataques de insetos as plantacdes chegam a
cifra de 30%. Estudos na area de interagéo inseto-planta tém revelado que as
plantas defendem-se dos insetos produzindo substancias quimicas que os
repelem ou intoxicam. Neste trabalho, um inibidor de tripsina isolado de sementes
de Poincianella pyramidalls (Caesalpinioideae) — (PpyTl) foi purificado e
caracterizado sob o ponto de vista funcional e estrutural. O inibidor mostrou-se
estavel a pH emu ma faixa de 2 a 8, porem perdeu parcialmente a atividade em
altas temperaturas e na presence de DTT 100mM. PpyT]I foi purificado através de
trés passos de purificagdo e apresentou uma massa acurada de 19.042 Daltons,
determinada através de espectrometria de massa MALDI-TOF. Outras
caracteristicas como a estequiometria de inibi¢cdo, a constante de inibicao (Ki) e o
sequenciamento N- terminal permitiram classificar PpyTl indicam que
possivelmente se trata de um inibidor de serinoprotease membro da familia
Kunitz. O inibidor In vitro foi capaz de inibir enzimas intestinais de diversos
insetos-praga. E teste In vivo com Anagastha kuehniella, mostram atividade
inseticida, reduzido a sobrevivéncia e comprometendo o desenvolvimento larval
ao ponto de interferer no empupamento desses inseto, alem desse impacto, as
larvas que ingeriram PpyTl incorporada a dieta artificial ndo mostraram sinais de
adapatagao, e continuaram sensiveis ao inibidor. De acordo com estes resultados,
PpyTl se mostra como uma ferramenta promissora no combate a pragas

agricolas.
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ABSTRACT

Annual losses resulting from the attacks of insects to crops reach the figure of
30%. Studies on insect-plant interactions have revealed that plants defend
themselves from insects producing chemicals that repel or intoxicate. In this work
a trypsin inhibitor isolated from seeds of Poincianella pyramidalls
(Ceasalpinioideae) - (PpyTl) was purified and characterized from the point of view
of functional and structural. The inhibitor was stable and pH, however partially lost
activity at higher temperatures and in the presence of 100 mM DTT. PpyTl was
purified by three purification steps and had a mass of 19,042 Daltons accurate, as
revealed by mass spectrometry MALDI-TOF. Other characteristics such as
stoichiometry of inhibition, the inhibition constant (Ki) and N-terminal sequencing
can be classified PpyTI| possibly indicate that it is a member of the serine protease
inhibitor of the Kunitz family. The in vitro inhibitor was able to inhibit intestinal
enzymes of various insect pests. E In vivo testing with Anagastha kuehniella show
insecticidal activity, reduced survival and compromising larval development to the
point of the interferer become a pupa these insects, besides this impact, the larvae
that ingested PpyTlI incorporated into artificial diet showed no signs of adaption,
and continued sensitive to the inhibitor. According to these results, PpyTl shown

as a promising tool in the fight against agricultural pests.
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| - Introducgao

1- Cenario Atual

Atualmente a populagdo mundial ultrapassou 7 bilndes de habitantes, mais
que o dobro da década de 60, quando nao ultrapassavam 3,3 bilhdes de
habitantes. Estimativas da FAO - Food and Agriculture Organization (Organizagéo
da Agricultura de Alimentos das Nag¢des Unidas) apontam que nas proximas
décadas a populagao mundial podera alcangar a marca de 9 bilhdes de habitantes
(FAO, 2011). Junto com a explosao demografica, a demanda agricola deve ser
otimizada em escala global. Entretanto, estimativas dao conta que perdas nas
principais lavouras devido ao ataque de insetos esteja entre 10 e 20%, o que é

um fator limitante na produgéo de alimentos (FERRY et al., 2004).

Hoje o controle de insetos-praga € feito principalmente com o uso de
agroquimicos, que, apesar de eficientes apresentam sérios riscos ambientais e a
saude humana, além de ser um método que alto custo, com gastos anuais
superiores a U$ 8 bilhdes (LAWRENCE et al, 2002). Além disso, o uso
indiscriminado de inseticidas tem provocado o surgimento de populagcdes de
insetos resistentes, exigindo a aplicacao de agrotéxicos em superdosagens ou a
utilizagdo de novos principios ativos com os efeitos sobre o agroecossistema
ainda pouco avaliados (JUNIOR, 2011). Sendo assim, estratégias alternativas a
utilizacado de inseticidas convencionais necessitam ser desenvolvidas. O controle
biolégico é uma técnica aplicada a redugdo da populagdo de uma espécie-alvo

que tem potencial de provocar danos econémico, além de ser recomendado para



reduzir as populagbes de insetos-praga, combater plantas daninhas, patégenos

de plantas, nematoides entre outros (ROMEIRO, 2007).

Para limitar os efeitos nocivos dos agroquimicos sobre o ambiente e a
saude humana, a engenharia genética de plantas tem sido proposta como uma
alternativa para criar plantas resistentes a insetos. Sabe-se que plantas
expressam proteinas de defesa em resposta ao ataque de insetos e patégenos,
sendo que a transferéncia destes genes na maioria das vezes conferem
resisténcia ao ataque dos patégenos avaliados (RAMOS et al., 2012; RANJEKAR
et al., 2003). Dentre as diversas proteinas vegetais estudadas, podemos destacar
a familia dos inibidores de proteases. Diversas plantas transgénicas expressando
inibidores de protease apresentaram resultados satisfatorios (DE LEO et al., 2002;

HILDER et al., 1999; RAMOS et al., 2012).

2 — Protease

Proteases sdo enzimas responsaveis por catalisar a clivagem das ligagdes
peptidicas das proteinas, sendo que os produtos de sua atividade sao peptideos
ou aminodcidos e sao subdivididas em endopeptidases (proteinases) e
exopeptidases (proteases), as quais diferem quanto ao local de clivagem na
molécula de proteina. As endopeptidades atuam nas regides internas da cadeia
polipeptidica, enquanto as exopeptidases hidrolisam aminoacidos na extremidade
C ou N terminal da cadeia (JONGSMA et al., 1997). Nos animais elas
representam 2% dos genes expressos (SAJID et al., 2002) e estdo envolvidas em
inimeros processos fisiolégicos: metabolismo de proteinas, ativagdo de proteinas

traduzidas como zimogénio, reaproveitamento de aminoacidos, digestao,



respostas imunes, apoptose e coagulacdo sanguinea (GONZALEZ-RABADE et

al., 2011).

De acordo com a sua fungdo, similaridade da estrutura primaria e da
natureza quimica do sitio catalitico, as proteases sao organizadas em classes
(tabela 1), sendo que as mais estudadas s&o: serinoproteases, cisteinoproteases,

asparticosproteases e metaloproteases (LECAILLE et al., 2002).

Tabela 1.: Tabela descritiva das classes de proteases Fonte: (NEURATH, 1986)

Proteases Aminoacidos do sitio
Classe
representativas ativo
Quimotripsina
Tripsina Asp,Ser,His
Serinoprotease

Elastase
Calicreina pancreatica
Papaina

Cisteinoprotease Actinidina Cis,His,Asp
Catepsina
Penicilopepsina

Asparticoprotease Asp

Renina




Metaloprotease Carboxipeptidase A Zn,Glu,Tyr

Serinoproteases é a classe bem estudadas. Caracterizada por uma triade
catalitica de aspartato (Asp), histidina (His) e serina (Ser). A conformagao global
das serinoproteases €& praticamente a mesma: dois dominios compactos,
simetricamente dispostos ao redor de dois eixos de simetria. Diferencas na
especificidade do substrato podem estar relacionadas a substituicao de
aminoacidos no sitio primario do substrato, comumente denominado de P1, e a
diferengas menores, no sitio secundario. Os genes que codificam ftripsina,
quimotripsina e elastase diferem em numero e distribuicao de introns (CRAIK et
al., 1982). A catélise ocorre via um estagio de transi¢ao intermediario durante os
estdgios de acilacdo e desacilacao (KRAUT, 1977). Cisteinoproteases
apresentam residuos cisteina e histidina na triade catalitica, podendo ainda
apresentarem outros residuos de aminoacidos. A catalise ocorre via um éster thiol
intermediario e é facilitada por cadeias adjacentes de histidina e acido aspartico.
Asparticoproteases ou proteases acidas sdao endopeptidases que possuem um
residuo de acido aspartico em seu sitio catalitico. A principal caracteristica das
metaloproteases é a dependéncia de um ion metalico divalente. O sitio ativo inclui

o ion metélico, o qual é ligado a dois acidos glutamicos e a uma histidina.

Estudos acerca da distribuicdo de enzimas digestivas em insetos revelaram
a presenca de todas as classes de protease na maioria das familias de insetos. A
predominéncia de uma determinada familia varia de acordo com a ordem de
inseto estudada. Por exemplo, é caracteristico dentre insetos lepiddpteros a

presenga de serinoproteases e em coledpteros a presenca de cisteinoprotases
4



(TERRA et al., 1994).0Outra caracteristica comum a lepidépteros é a presencga de
um trato digestivo alcalino, possivelmente resultado adaptagdes evolucionarias
que permitiram a esta ordem consumir alimentos ricos em celulose
(CHRISTELLER et al., 1992). Nesta linha de raciocinio, coledpteros apresentam
um trato digestivo 4cido, e tem como principal constituinte de sua dieta sementes

de leguminosas.

3 - Inibidores de protease

As proteases sao enzimas de extrema importancia para o funcionamento
adequado do metabolismo de proteinas, porem quando desreguladas essas
enzimas sao extremamente nocivas para o organismo. Para limitar esse dano,
essas moléculas sao controladas de diferentes formas: por biossintese de
proteases na forma de zimogénio, por regulagdo na expressao/secrecao ou pelo
bloqueio da atividade catalitica(LOPES et al., 2009).Inibidores sao encontrados
em todos os seres vivos, principalmente em fungos e plantas. O estudo da sua
importancia na defesa de plantas teve inicio em 1947 por Desikachar onde estes
autores observaram que larvas de alguns insetos ndo se desenvolviam em
sementes de soja. Essa atividade inseticida despertou grande interesse dos
pesquisadores que viram um potencial para controle de pragas (MACEDO et al.,
2011; STEVENS et al., 2013). Em outras areas de pesquisas, o uso de inibidores
como potenciais farmacos tem sido estudadas, com em pesquisas relacionadas
ao estudo do retrovirus da AIDS, malaria e cancer (BHATTACHARYYA et al.,

2009a; FAYARD et al., 2009; JARDINE et al., 2000).

Os inibidores de proteases vegetais sao peptideos ou proteinas

encontrados principalmente em plantas das familias Fabaceae, Poaceae e
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Solaneceae. Sao consideradas moléculas extremamente estaveis, resistentes a
variacbes de pH, ao calor e a protedlise por proteases, sendo que esta
estabilidade pode ser atribuida a presenga de pontes dissulfeto e a outras
interacdes nao covalentes (BIRK, 2003). Além disso, em um unico tecido vegetal,
pode-se encontrar varios tipos de inibidores, sendo estes especificos ou para um
amplo espectro de proteases de origem microbiana e animal (INANAGA et al.,
2001). Séao classificados de acordo com sua especificidade de interagcéo, podendo
afetar a atividade de serinoproteases, cisteinoproteases, proteases asparticas e
metaloproteases, as quais compreendem o0s grandes grupos de enzimas
proteoliticas (TREMACOLDI et al., 2004). Grande parte dos inibidores descritos
na literatura séo isolados e caracterizados a partir de sementes de leguminosas
(GARCIA OLMEDO et al., 1987; LINGARAJU et al., 2008; MACEDO et al.,
2000a; MACEDO et al.,, 2007a; MACHADO et al., 2013c; OLIVEIRA et al.,
2012). Os inibidores mais estudados em plantas pertencem a familias conhecidas

como Bowman-Birk e Kunitz.

Os inibidores apresentam uma variagdo de massa molecular A massa
molecular desses inibidores variam de 10 a 90 kDa, e sdo capazes de interagir
especificamente e reversivelmente com diferentes enzimas proteoliticas
promovendo a inibicdo competitiva e de estequiometria 1:1 na formacgédo do
complexo do enzima-inibidor altamente estaveis com valores entre 108 e 10" M

(Bode and Huber 2000).
3.1 - Familia Bowman-Birk

Inibidores dessa familia sao moléculas pequenas com aproximadamente

8kDa e possuem a capacidade de formar complexos em sitios reativos

6



independes de estequiometria 1:1 com tripsina, quimotripsina e mais raramente

elastase (BIRK, 1985).

3.2 - Familia Kunitz

Inibidores da familia Kunitz possuem uma massa molecular que a maioria
dos representantes desta familia apresentam uma massa préxima a 22kDa.
podem ser dimeros e geralmente possuem quatro residuos de cisteina que

formam duas pontos dissulfeto (OLIVA et al., 2000).

4 - Inseto Praga

Os insetos podem interagir de maneira benéfica ou maléfica, atuando
direta ou indiretamente sobre o homem e outros organismos (FUJIHARA, 2008).
Os considerados maléficos atuam como vetores de patdégenos e como pragas de
plantas cultivadas (GILLOTT, 2005). Os insetos que se alimentam de plantas
podem ser classificados como fitofagos a partir do momento em que atingem
populacdes capazes de provocar danos de importdncia econbémica. O ataque
pode ocorrer nas diferentes partes dos vegetais ocasionando queda de valor
comercial, de produgdo e até morte das plantas. Em relagdo aos habitos
alimentares, os insetos podem ser divididos em insetos generalistas ou

especialistas (BERNAYS et al., 1994; NAKANO, 1981).

Os insetos generalistas alimentam-se de uma ampla variedade de espécies
de plantas e seus mecanismos adaptativos sao mais complexos, pois tendem
responder a uma série de diferentes substancias quimicas e proteinas de plantas.
Por outro lado, insetos especialistas alimentam-se de poucas espécies de plantas

relacionadas e envolvem a produgdo de grandes quantidades de enzimas para
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desintoxicagdo de seus alimentos ou ainda mecanismos de reservas de toxinas

da planta hospedeira (PATANKAR et al., 2001).
4.1 - Ordem Lepidoptera

Insetos pertencentes a ordens Lepidoptera representam os principais
responsaveis pelos danos causados no campo e no armazenamento de culturas

de importancia econdémica.

Em relagdo aos lepidopteros podemos citar alguns exemplos de espécies
que afetam culturas importantes. Esta ordem agrupa as mariposas e borboletas,
cujos adultos ndo podem consumir materiais sélidos, sendo os danos causados
pelas larvas, que possuem aparelho mastigador. As larvas das espécies do
género Helicoverpa (Lepidoptera: Noctuidae) sdo consideradas pestes na Asia,
Australia e nas Américas. Elas causam perdas em muitas culturas importantes
tais como de algodao, grao-de-bico, milho, tomate e girassol (VOLPICELLA et al.,
2003). Outra praga generalista que causa danos significantes no Brasil é
Spodoptera frugiperda, a sua larva causa danos em diversas culturas como milho,

arroz, trigo, algodao e amendoin.(MONNERAT et al., 2006).

5 - Proteases do Intestino de Insetos Lepidopteros

Os Lepdopteros sao conhecidos por terem uma faixa de pH intestinal
variando de 8 a 11 e é comumente relatada a presenga majoritaria de enzimas do
tipo serinoproteases para os processos digestivos nesta ordem de inseto
(GATEHOUSE et al,, 1997; TERRA et al., 1994).Em larvas de lepiddpteros,
existe um complexo grupo de enzimas digestivas, que incluem tripsinas,

quimotripsinas, elastases, catepsinas B, aminopeptidases e carboxipeptidades.
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Além de apresentar um amplo espectro de proteases digestivas, muitos insetos
ainda apresentam isoformas de proteases. Em Helicoverpa armigera é possivel
encontrar cerca de 20 tipos de isoformas de serinoproteinases ativas no intestino
(BOWN et al., 1997; PATANKAR et al., 2001). Spodopera frugiperda também
apresentam diversos genes que codificam diferentes tripsinas e quimotripsinas
(OLIVEIRA et al., 2013). A presenga de um grande numero de genes traduzindo
uma mesma protease possivelmente tenha um papel importante no contexto
evolutivo dos insetos, possivelmente estes genes participam de processos

adaptativos, explicados a seguir.

6 - Adaptacao dos insetos aos Inibidores de Proteinases

Como as plantas tentam garantir a continuidade da espécie através de
mecanismos de defesa contra a predagao, os insetos por sua vez tém buscado
maneiras de sobrepujar os mecanismos de defesa vegetal, desenvolvendo
elaborados mecanismos de resposta ao longo da co-evolugéo inseto-planta. Em
relacdo a adaptacdo aos inibidores de proteases de plantas, diferentes insetos
expressam isoenzimas insensiveis a estas moléculas. Essas isoenzimas a
primeira vista podem parecer desnecessarias, j& que apenas algumas contribuam
de forma significativa para a digestdo. Entretanto, acredita-se que sao elas que
promovam vantagens evolutivas, garantindo a sobrevivéncia da espécie ao
proporcionar ao inseto a capacidade de lidar com a ampla gama de proteinas de

diversas plantas, incluindo as toxicas.

Além dessa diversidade de enzimas, que tém um papel fundamental na
adaptacao, outra estratégia utilizada pelos insetos em resposta a inibidores de

proteinases € superprodugdo das proteinases que estdo sendo inibidas

9



(BROADWAY, 1997; JOHNSTON et al., 1995) ou pela inativagao proteolitica da
proteina téxica através das proteinases presentes no intestino médio dos insetos
(GIRI et al., 1998; MAZUMDAR-LEIGHTON et al., 2001). O mecanismo molecular
da resposta adaptativa de insetos a inibidores de proteinases de plantas ainda
deixa muitas duvidas e entender melhor as vias de respostas do inseto é
fundamental para que se possa utilizar os inibidores de proteinases na engenharia

de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga

7 - Anagastha Kuehniella

Entre as diversas familias pertencentes a ordem Lepidoptera que causam
danos a agricultura uma delas é a Pyralidae, muito numerosa e de distribuigcao
mundial. Seus integrantes sao bastantes pequenos e se comportam de maneira
muito diversa, com grande capacidade adaptativa a diferentes ambientes
(GALLO, 2002). Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) é predominante em
zona de clima temperado, sendo nativa da Europa. Possui envergadura de asas
de 20 a 25 mm e quando larvas chegam a medir 15 a 20 mm. As larvas
apresentam coloragao branca, as vezes rosada com a parte posterior da cabega
marrom. A pupa mede em torno 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 mais de 500
ovos. O ciclo de vida total dura em torno de 2 meses. As larvas movem-se
rapidamente, alimentando-se e langando fios de seda, formando teias (GALLO,

2002).

Essa praga ataca graos e farinha ja processada e armazenada, sendo que

poucos produtos vegetais secos e armazenados estdo protegidos desta pequena
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traga voraz. As larvas vivem em cereais moidos, e muitas vezes em produtos ja
processados como farinhas, fubas, chocolates em pd, biscoitos, doces e ragdes.

Quando presente em moinhos, a farinha aglutinada muitas vezes obstrui o
maquinario causando interrupgdo da moagem e em armazenagem a granel
podem cobrir as paredes com teias que podem servir de abrigo para outros

insetos (PACHECO, 1995).

Antes de se desenvolver pesquisas aplicadas com o intuito de conferir
resisténcia a cultivares contra o ataque de insetos, precisamos buscar novas
proteinas com potencial biotecnolédgico e estudar a fundo seu mecanismo de agao

contra insetos modelo.

8 - Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, a terceira maior familia de angiospermas, compreende
cerca de 727 géneros e 19.325 espécies (LEWIS, 1998). A familia é subdivida em

subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae.

8.1 - Poincianella pyramidalis

A P. pyramidalis (Tull., L. P. Queiroz), pertencente a subfamilia
Caesalpinioideae e é conhecida popularmente por catingueira (LORENZI, 1992).
Possui o porte arbéreo médio, entre 4 e 6m, de copa aberta e irregular (MAIA,
2004). A frutificagdo ocorre no inicio da estagdo chuvosa, do tipo legume
deiscente (6-10 cm de comprimento por 1,7-2,3 cm de largura), de coloragao
marrom esverdeada cuja semente estenospérmica apresenta-se com 1,0-1,6 cm
de comprimento por 0,7-1,2 cm de largura com coloragado castanho-escura ou

verde-escura (SILVA et al., 1998).
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Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram
que as sementes de P. pyramidalis possuem inibidores de serinoprotases, abrindo
assim uma excelente oportunidade para se aprofundar os conhecimentos sobre a
estrutura e o potencial dessa proteina. Neste trabalho, realizamos a purificagcéo e
caracterizagao de um novo inibidor enzimatico de sementes de uma espécie
vegetal disseminada em todo o Brasil. Uma segunda parte deste trabalho foi
dedicada a entender os efeitos inseticidas desta proteina sobre a fisiologia de um
inseto praga modelo, A. kuehniella, sob os aspectos bioquimicos e fisiologicos,
tentando desta maneira contribuir com novas informagdes acerca do papel

biolégico deste grupo de proteinas.
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Il - Objetivos

1 - Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo isolar um inibidor de tripsina de
sementes de P. pyramidalis (PpyTl) e analisar seu potencial inseticida mediante a
realizacdo de ensaios in vitro e in vivo com A. kuehniella, elucidando os

mecanismos de toxicidade desta proteina.

1.2 - Objetivos Especificos

- Isolar e purificar um inibidor de tripsina de sementes de P. pyramidalis;
- Realizar a caracterizagao fisico-quimica do PpyTl;

- Avaliar o potencial inseticida do PpyT| através de ensaios in vivo e in vitro contra

A. kuehniella.
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lll - Material e Métodos

1- Isolamento e Purificacado do Inibidor de P. pyramidalis

1.1 Material Vegetal

Sementes de P. pyramidalis foram obtidas do Laboratério de Purificagao de
Proteinas e suas Funcdes Bioldgicas (LPPFB), da Universidade Federal do Mato

Grosso do Sul (UFMS).

1.2 Obtencao da farinha de sementes de P. pyramidalis

As sementes foram descascadas e moidas em moinho elétrico a 27.000
rem, formando uma farinha fina a qual foi submetida a delipidacao com hexano. O

material delipidado foi seco para a volatilizagdo do hexano.

1.3 Obtencao do extrato bruto

A farinha delipidada foi homogeneizada em solugdo de fosfato de sédio
0,1M, pH 7,6 na proporgdao 1:10 (m/v), durante duas horas a temperatura
ambiente. A suspensao foi clarificada em centrifuga a 5.000 rpm a 4°C durante 30
minutos e, o sobrenadante dialisado contra agua destilada durante 48 horas e em
seguida submetido ao processo de liofilizagdo. O material proveniente da

liofilizagdo foi denominado Extrato Bruto (EB).
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1.4 Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sephadex G-75

Uma aliquota de 300 mg de EB foi dissolvida em 3 ml de tampao fosfato de
sédio 0,1M, pH7,6 contendo 0,1M de NaCl. O material foi incubado em banho de
ultra som durante 3 minutos e em seguida centrifugado por 5 minutos a 10.000
rom. O sobrenadante foi aplicado em coluna Sephadex G-75 (3 x 80cm)
equilibrada previamente com o mesmo tampé&o. Foram coletadas fragbes de 3ml
em um fluxo de 12ml/h. A deteccao de proteinas foi feita por espectrofotdmetro a
280nm. Apds a cromatografia, as fracdes coletadas foram submetidas a um

ensaio para detectar atividade inibitéria contra tripsina bovina.

1.5 Cromatografia de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose

A fragdo que apresentou atividade anti-triptica proveniente da
cromatografia em coluna Sephadex G-75 foi dialisada, liofilizada e aliquotas de 10
mg dissolvida em 500ul de Tampéao A (fosfato de s6dio 20mM com sulfato de
aménio 0,4M, pH 7,2). Esta amostra foi entdo aplicada em coluna Phenyl-
Sepharose em um sistema de cromatografia de baixa pressao (FPLC). A coluna
foi previamente equilibrada em tamp&o A com um fluxo de 1,2ml/min. Nesta etapa
utilizamos um gradiente descontinuo (“stepwise”) de tampdes A, B (fosfato de
sodio 20mM pH7,2) e C (isopropanol 30%). O gradiente empregado nesta etapa
estd descrito na tabela 2. A deteccdo de proteinas foi feita em absorbancia de
280nm. Os picos obtidos tiveram a atividade inibitéria avaliada e o pico que

apresentou atividade inibitéria foi dialisado e liofilizado, obtendo-se PpyTI.
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Tabela 2. Programacao utilizada na cromatografia Phenyl-Sepharose

Tempo (min) Tampao Tampao Tampao Agua(%)
A(%) B(%) C(%)
0 100
15 100
16 50 50
45 50 50
46 100
66 100
67 30 70
92 30 70
93 100
108 100
109 100
119 100

120 100 0




1.6 - Cromatografia em coluna C-18

A fim de analisar a pureza do material proveniente da cromatografia em
coluna phenyl sepharose, o PpyTI foi submetido a cromatografia liquida de alta
eficiéncia em coluna C-18. O sistema cromatografico empregado é o HPLC - PDA
991 (Waters), equipado com duas bombas Waters modelo 510/B e um injetor
automatico de amostras U6K com um loop de 200 uL. A coluna utilizada é a u-
Bondapak C-18 (3,9 x 300 mm), previamente equilibrada com acido
trifluoroacético (TFA) 0,1%, (v/v) (tamp&o A). Brevemente, 5mg de PpyTI| foram
dissolvidas em 200 pL de tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0 e incubadas em banho
de ultra som durante 5 minutos. A solugdo obtida foi centrifugada a 5.000 rpm
durante 3 minutos para clarificacdo e o sobrenadante aplicado na coluna. As
proteinas foram eluidas utilizando-se um gradiente descontinuo de tampao B
(acetonitrila 66,5 %, TFA 0,1 %): 10 minutos com 0 % de tamp&o B, 6 minutos a
30 % de tampao B, 6 minutos a 40 % de tampé&o B, 6 minutos a 50 % de tampao e
10 minutos a 100 % de tampao B. O fluxo é mantido constante a 1 ml/min e
monitorado a 280 nm. As fragbes obtidas foram imediatamente submetidas ao

ensaio de atividade inibitéria. O restante do material coletado foi imediatamente

liofilizado e armazenado a -20°C para a utilizagao posterior.

2 - Quantificacao de Proteinas

A concentragao relativa de proteinas de cada etapa foi estimada pelo
método descrito por BRADFORD (1976), utilizando a BSA (albumina sérica
bovina) como padrdo. A leitura das absorbancias sera obtida por meio de um

espectrofotdmetro a 595nm.
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3- Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

Um gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE 12,5%) foi feito de
acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). As placas de
poliacrilamida sao feitas de modo descontinuo: apresentam um gel de
concentragcdo de 5 % e um gel de corrida de 12,5 %. As placas sao preparadas
utilizando-se uma solug@o de acrilamida estoque. O gel de concentragao 5 % €
preparado utilizando-se o tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e o gel de corrida é feito
com tampéo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. Em ambos os géis sao acrescentados 0,1 %
(v/v) de SDS 20 %. A PAGE-SDS é realizada em um sistema duplo de mini placas
SE 250 Mighty Small Il (Hoefer Scientific Instruments). As amostras e os
marcadores de massa molecular sdo dissolvidos em tampédo de amostra (Tris-
HCI, 0,075 M, pH 6,8; 10 % de dlicerol; 4 % de SDS; 0,001 % de azul de
bromofenol). As proteinas utilizadas como marcadores de peso molecular foram:
fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovalbumina (43 kDa),
anidrase carbbdnica (30 kDa), inibidor de ftripsina de soja (20 kDa) e a-
lactoalbumina (14 kDa). A corrida eletroforética foi realizada com corrente
constante (20 mA) e 200 volts. Apds a corrida, o gel foi corado com solucao de

Comassie Blue 0,05% e o0 excesso retirado com solugéo de acido acético 7%.

4- Determinacao da sequencia N-terminal

O método de degradagédo automético desenvolvido por Edman (1950) foi
utilizado para determinar a sequéncia da porgao N-terminal do inibidor PpyTl. A
degradagédo Edman é um procedimento ciclico, onde os aminoacidos constituintes
de uma proteina ou peptideo sédo clivados um a um (um por ciclo) a partir da

extremidade N-terminal, sendo identificados como derivados de feniltioidantoinas.
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Cada ciclo é composto de 3 etapas: acoplamento de fenilisotiocianato (PITC) ao
residuo N-terminal, clivagem do residuo N- terminal por ciclizagdo em meio acido,
conversdo do derivativo tiazolinona (ATZ) formado, para um derivado mais
estavel, a tioidantoina (PTH), que pode ser identificado por cromatografia. A
amostra foi submetida a sequenciamento automatico em sequenciador de
proteinas de fase gasosa Shimadzu PPSQ-10. Os aminoédcidos processados

foram identificados a 269 nm depois da separacao em coluna C-18 (4,6 mm x 2,5

mm) sobre condigbes isocraticas.

4.1 - Estudo de homologia sequencial

A partir dos resultados da composigao de aminoacidos obtida um estudo
de homologia foi realizado com auxilio do servidor ExXPASy (WILKINS et al. 1998),
onde é possivel efetuar buscas a partir da composi¢cao de aminoacidos de uma
proteina por proteinas homélogas. A porcentagem de identidade N-terminal com
inibidores de tripsina foi pesquisada utilizando o sistema NCBI-BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990). O alinhamento multiplo das sequencias N-terminal dos
inibidores com as maiores similaridades encontradas foi realizado utilizando o

programa CLUSTAL W 2.0.12 (HIGGINS et al., 1996).
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5 - Caracterizacao do inibidor de P.pyramidalis

5.1- Atividade inibitoria frente a tripsina bovina

Seguindo a metodologia de ERLAGER et al (1961), atividade da tripsina foi
medida através da quantificagcao do corante p-nitroanilida, produto da hidrélise do

substrato cromogénico N-benzoyl-L-arginina-p-nitroanilida (BAPNA).

O ensaio foi realizado em microplaca com um volume final de 270ul, sendo
4ul de tripsina (0,125 mg/ml), um volume variavel de inibidor dissolvido em
tampao Tris-HCI 0,05M pH 8,0. Essa solugéo foi incubada a 37°C por 10 min e
logo apds foi adicionado 200ul de BAPNA 1mM. O tempo total de ensaio foi de 30
min e a determinacdo da hidrélise do substrato foi medida a 410nm no leitor de
microplacas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices). Em todos os
ensaios foram preparados os respectivos controles negativos (brancos), onde o

volume de enzima foi substituido por tampao.

5.2- Estequiometria de inibicao

Para determinar a relagao estequiométrica entre PpyTI e tripsina bovina,
uma concentracao fixa de tripsina (0,021 mM) foi incubada a 37°C por 10 min
com concentracdes crescentes de inibidor (0; 0,00525; 0,0105; 0,01575; 0,021;
0,02625; e 0,042 mM). Desta maneira, estabelecemos as relagbes molares
(inibidor/enzima) de 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25 e 2. Apés a incubagédo a reagao

ocorreu como descrito acima.
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5.3 -Determinacao da constante de inibicao (Ki)

A determinagdo da constante de inibicao (Ki) de PpyTlI foi realizada com o
auxilio do programa SigmaPlot. O ensaio foi realizado utilizando BAPNA em
diferentes concentragdes (0,03 - 1,1M). A concentragdo de inibidor foi fixa
(0,03M). Um ensaio similar foi feito sem a adicao de PpyTIl. O ensaio foi realizado
em 6 replicatas. A partir da cinética da tripsina nas 2 situagdes, auséncia ou
presenca de PpyTl, o programa calculou a constante de inibigdo de PpyTI para

tripsina bovina.

5.4 - Estabilidade do PpyTI

5.4.1 - Estabilidade Térmica

Para avaliar a estabilidade do inibidor frente a variagbes térmicas, aliquotas
de PpyTI foram incubadas em diferentes temperaturas (37°C a 100°C) por 30min.
Logo apds, as aliquotas foram resfriadas rapidamente e a atividade inibitéria

avaliada através de ensaios como anteriormente descrito.

5.4.2 - Estabilidade a variac6es de pH

Para avaliar a estabilidade do inibidor a variagdo de pH, aliquotas de PpyTI
foram incubadas em tampdes os quais variavam de pH2 a pH10. Para a faixa de
pH 2 a 5 foi usado o tampao citrato de sédio 0,1M, para os pHs de 6 a 8 foi usado
o tampao fosfato de sdédio monobasico 0,1M e para os pHs 9 e 10 foi utilizado o
tampao bicabornato de sédio 0,1M. Todos os tampdes tiveram o seu pH ajustados
por acréscimo de acido cloridrico ou hidréxido de sbédio. As amostras foram
incubadas por 30 min. Logo apés, foi avaliado a capacidade inibitéria do PpyTI
através de ensaio triptico como anteriormente descrito.
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5.4.3 - Estabilidade ao DTT

O PpyT]I foi incubado a 37°C com diferentes concentragées de DTT (1mM,
10mM e 100mM) e aliquotas de cada concentracao retiradas em diferentes
tempos de incubagao (15, 30, 60 120 min). A reagao foi interrompida pela adi¢cao
de lodoacetamida em uma concentragdo duas vezes maior que a de DTT. Logo
apds, a capacidade inibitéria do PpyTI foi analisada através de ensaio triptico

como anteriormente descrito.

6 - Atividade bioldgica de PpyTI em larvas de 4°instar de A. kuehniella.

Ensaios in vivo foram feitos para avaliar o potencial inseticida do PpyTI
sobre o desenvolvimento larval de A. kuehniella. Para isso, PpyTl liofilizado foi
adicionado na dieta artificial em uma proporgéao de 0,25; 0,5 e 1,0% do peso total

da dieta. Uma dieta sem adic¢ao de inibidor foi feita como controle do experimento.

Cada grupo continha 40 larva neonatas que estavam divididas em 10 tubos
contendo 250mg de dieta homogeneizada. Apés 21 dias as larvas foram retidas
da dieta, contadas e pesadas para avaliar o efeito sobre o peso e mortalidade de

PpyTl.

A dieta ndo consumida e as fezes produzidas foram separadas e usadas
para a elaboragdo dos indices nutricionais. Os indices foram feitos apenas na
concentragdo de 0,25%, por ser a concentracdo que mais se aproximou da
reducao de 50% no peso médio larval. Os indices avaliados foram a eficiéncia da
conversdo em massa do alimento digerido (ECI), eficiéncia da conversdo em

massa do alimento digerido (ECD), digestibilidade aproximada (AD) e o custo
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metabdlico (CM). Para o calculo desse indices foram determinados pela seguinte

formulas:
B
ECI(%):T x 100

B

ECD(%): -—

x 100

AD(%): == x 100

CM(%): 100- ECD

Onde o ganho de peso da larva até o quarto instar é “B™, o alimento

ingerido é “I”, o peso das fezes ingeridas é “F” e o alimento assimilado é “I-F”.

7. Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas (ANOVA) com o teste de Tukey,
sendo que o valor de P< 0.05 foi considerado significativo. Para o ensaio de
estabilidade ao DDT, cada intervalo de tempo foi analisado separadamente,

apresentando seus respectivos controles

8 - Atividade biolégica de PpyTI frente as proteases de diferentes insetos-

pragas

A atividade inibitéria do PpyT]I foi testada contra proteases intestinais de 4
espécies de insetos-pragas (Spodoptera cosmioides, S. eridana, S. frugiperda e
Anticarsia gemmatalis) alimentadas apenas com dieta artificial até o 4° instar.

Para a extragdo das proteases foi feita a dissecagao e retirada do intestino médio,
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estes foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido, macerados,
homogeneizados com tampéao fosfato de soédio 0,1M pH7,6 e centrifugado a
14.000 rpm por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado, e a quantidade de

proteina foi quantificada pelo método de Bradford (1976) e armazenado a -20°C.

Um volume variavel de PpyTl (0-1.16ug) e um volume fixo de extrato
intestinais foram incubados por 10min a 37°C e logo apds foi adicionado 200ul de
BAPNA. Os ensaios aconteceram como descritos anteriormente. Do valor de

todos os tratamentos foi descontado a leitura da solugao branco (sem inibidor).
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IV — Resultados

1 - Purificacao PpyTI

1.1 - Cromatografia em coluna de exclusao molecular Sephadex G-75

O perfil cromatografico do Extrato Bruto de P. Pyramidalis aplicado em
coluna Sephadex G-75 apresentou 3 picos definidos. As fragbes correspondentes
a cada um dos picos foram coletadas e tiveram sua atividade inibitéria contra
tripsina determinada. Desta forma observamos que apenas o pico 2 (S-ll)

apresentou atividade inibitéria (Fig. 1).

Atividade Inibitéria

2,5

2,0

1,5 -

c)D280nm

1,0 -

0,5

o J N e ——
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tempo ( minutos)

Figura 1: Perfil Cromatografico da coluna de exclusdao molecular Sephadex G75, quando aplicada
300mg de EB equilibrada e eluida tampéao fosfato de sédio 0,1M, pH7,6 contendo 0,1M de NaCl fluxo

de 0,2 ml/min. A barra(-) indica o pico que possuiu atividade inibitoria.
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1.2 - Cromatografia em coluna de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose

Apés a didlise e liofilizacdo do S-ll, uma aliquota foi submetida a
cromatografia de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose (Figura 2). Os picos 1 e 2 (P-I
e P-Il) foram eluidos em tampao A, os picos 3 (P-lll) e 4 (P-1V) eluidos em 50% e
100% de tampéo B, respectivamente; os picos 5 (P-V) e 6 (P-VI) eluidos em 70%
do tampéao C, sendo que o pico 7 (P-VII) foi eluido com 100% de tampéao C.
Ensaios in vitro revelaram atividade inibitéria no pico 4 (P-1V). Este foi entdo

dialisado, liofilizado e armazenado a -20°C.

0,35 Atividade Inibitotia
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Figura 2: Perfil cromatografico de PpyTIl aplicado em coluna de hidrofobicidae Phenyl Sepharose. A
eluicdo das proteinas aderidas a resina foi feita com gradiente "stepwise"” com fluxo de 1,2ml/min. A

barra (-) indica a fracdo que apresentou atividade inibitoria.
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1.3 - Cromatografia em C-18

O P-IV foi submetido a cromatografia em coluna C-18. O cromatograma

revelou a presenga de um pico homogéneo eluido com aproximadamente 60% de

tampao B.
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Figura 3: perfil cromatografico de PpyTl aplicado em coluna C-18 esquilibrada com tampao TFA 0,1%.

Fluxo de 1 mi/min.
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1.4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

O processo de purificagdo do inibidor foi acompanhado através de
eletroforese SDS-PAGE, como apresentado na figura 5A. O inibidor purificado
(linha 3) apresentou uma massa molecular aparente de 20 kDa. Na presenca do
agente redutor DTT PpyT| também apresentou uma Unica banda com massa

molecular ligeiramente maior (Figura 5A linha 4, Figura 5B).

KDa KDa H B
97,4 97,4 R
66,2
66,2 (.
54 |
54 [
31
31 .

21,5

14,4

Figura 4: SDS-PAGE 12,5% das frac6es oriundas da purica¢io. 4A: (M) marcador de peso molecular; (1)
extrato bruto; (2) Pll da Sephadex G-75; (3) P-IV da Phenyl Sepharose; (4) P-IV da Phenyl Sepharose com

1% de DTT 0,1M. 4B: (M) marcador de peso molecular; (1) PpyTl da C1-8; (2) PpyTl da C-18 com 1% de

DTT 0,1M
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2 - Determinacao da massa acurada por espectomotria MALDI-TOF

Uma aliquota purificada do inibidor foi submetida a uma analise por

espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF. O padrao isotdpico foi obtido,

sendo assim foi possivel determinar a massa intacta

de PpyTI obtida foi de 19.042 Da.

do inibidor. A massa intacta
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Figura 5: Perfil do padrao isotopico de PpyTl obtido por espectometria de massa MALDI-TOF

3 - Determinacao da sequéncia N-terminal

A tabela 3 ilustra o alinhamento da sequéncia N-terminal de PpyTlI.

Obtivemos a sequéncia dos primeiros 30 residuos

de aminoacidos, que foram

utilizados no estudo de homologia. A pesquisa foi realizada no banco de dados

NCBI-BLAST e revelou homologia entre PpyTl e outros inibidores da familia

Kunitz.
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Tabela 3:Alinhamento da sequéncia N-terminal com alta identidade com PpyTlI. Inibidores do tipo

Kunitz de Adenanthera pavonia L.(IDSA_ADEPA), Acacia confusa banda A(ACTI-A),

A. confusa

(INTRY_ACACO), Enterolobium contortisiliquum (INTRY_ENTCO) e Bauhinia variegata (BVTI). O

alinhamento multiplo foi realizado utilizando o programa CLUSTAL W 2.0.12.
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4 - Caracterizacao do inibidor PpyTI

4.1 - Estequiometria de inibicao

A estequiometria de inibicdo do PpyTl sobre a tripsina bovina foi

determinada através de ensaios bioquimicos. A inibicdo da tripsina seguiu uma

tendéncia linear em baixas concentracdes de inibidor. A partir da relagdo 0,5:1

houve uma mudanga no comportamento da inibicdo, sendo que a inibicao

completa foi obtida na relagcéo entre inibidor: enzima de 1:1 (Figura 6). A partir dai

a inibicao da tripsina por PpyT]I foi total.
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Figura 6: Curva de inibicdo da tripsina bovina por PpyTI. Tripsina foi pré-incubada (10 min, 37 °C, Tris-
HCI 0,05 M, pH 8,0) com concentrac6es crescentes de inibidor. A atividade residual da tripsina foi
determinada com BAPNA 1 mM.

4.2 - Determinacao da constante de inibicao (Ki)

Constante de inibicao (Ki) de PpyTIl para tripsina bovina foi determinada
com o auxilio do software Sigma plot. A analise dos dados realizada pelo software
determinou que a constante de inibicao de PpyTI para tripsina bovina é de 1,2 nM

(Figura 7).
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Figura 7: Andlise cinética da atividade inibitéria de PpyTl pelo programa SigmaPLot para a
determinacdo da constante de inibicdo (Ki) frente a 2 diferentes concentracées de BAPNA. As
concentracoes finais de substrato foram de 1 mM (O) e 3 mM (@). O inverso da velocidade foi plotado
contra diferentes concentragées de inibidor.

4.3 — Caracterizacao fisico-quimica de PpyTI

4.3.1 - Estabilidade ao DTT

A incubagdo do PpyTl com o agente redutor DTT afetou sua atividade
inibitoria. Apés 30 minutos de incubagdo com 1mM de DTT, uma redugao de 20%
na atividade inibitéria foi observada. Entretanto, notamos que a atividade inibitéria

se manteve constante com o aumento do tempo (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do DTT sobre a estabilidade de PpyTl. Diferentes concentracées foram incubadas com

Ppytl em diferentes intervalos de tempo.

4.3.2 - Estabilidade Térmica

O PpyTl mostrou uma consideravel termoestabilidade. A partir de 80°C
uma diminuicdo de 20% na atividade inibitéria foi observada. Em temperaturas
superiores, atividade inibitéria decaiu bruscamente, com uma atividade residual

de 30% a 90°C e de apenas 2% a 100°C (Figura 9).
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Figura 9: Efeito da temperatura sobre a estabilidade do PpyTl. O inibidor foi incubado por 30 minutos

em cada temperatura.
4.3.3 - Estabilidade a variacao de pH

A variagdo do pH né&o influenciou a atividade inibitéria do PpyTI, com

excecao do pH 2, onde uma redugao significativa foi observada (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do pH sobre a estabilidade do PpyTI incubado em diferentes pHs por 30 minutos.
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5 - Atividade biolégica de PpyTl em larvas de A. kuehniella

5.1 — Peso larval

O PpyTIl apresentou uma redugdo dose-dependente sobre o ganho de

peso larval de A. kuehniella. A menor concentracdo de inibidor adicionado em

dieta (0,25% p/p) provocou uma reducao superior a 50% no peso médio larval

(Figura 11). Como a menor concentragéo de inibidor utilizada (0,25%) provocou

uma reducdo de peso superior a 50%, utilizamos as larvas provenientes deste

tratamento para a determinagao dos parametros nutricionais e bioquimicos.
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Figura 11: Média do peso das larvas de 4°instar quando incorporadas em dietas contendo PpyTI.

5.2 — Sobrevivéncia larval

O inibidor apresentou uma redugéo significativa da sobrevivéncia larval quando

incorporado a 1%(Figura 12).
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Figura 12: Média do sobrevivéncia por tubo das larvas de 4° instar quando incorporadas em dietas

contendo PpyTI.
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5.3 — indices nutricionais

Uma diminuigdo de 74% na producgéao das fezes e de 54% no consumo do
alimento foi observado para o grupo alimentado com 0,25% de PpyTlI (tabela 4). A
andlise dos indices nutricionais mostrou que PpyTI| afetou negativamente 3 dos 4
parédmetros analisados. Pode-se observar um aumento na digestibilidade
aparente (AD) porem a eficiéncia de conversao do alimento digerido (ECD)
diminuiu aproximadamente 50% o que levou a um aumento do custo

metabdlico(CM).

Tabela 4: Tabela de indice nutricional de A. kuehniella

ECI(%) ECD(%) AD(%) CM
Controle 3244+27a 38,02+3,1a 85,37+3,4a 61,98 £3,1 a
0,25% 27,79+5,0a 19,06x2,1b 9512+16b 70,94+ 18Db

6 - Atividade biolégica de PpyTl em larvas de A.kuehniella

6.1 — Atividade triptica de larvas de A.kuehniella

Larvas de 4° instar de A. kuehniella alimentadas com PpyTl 0,25%
apresentaram uma diminuigdo da atividade das enzimas tripsinas de 50% quando

comparadas com o grupo controle (figura 13). A atividade enzimatica diminuiu
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proporcionalmente com a adi¢ao de PpyTlI (fig. 14) quando realizamos uma curva

de inibicéo.
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Figura 13: Atividade triptica das enzimas extraidas de intestinos das larvas de A. kuehniella incorporadas em

dieta controle ou contendo 0,25% de PpyTI.
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Figura 14: Atividade Anti-triptica das enzimas extraidas de intestinos das larvas de A. kuehniella

incorporadas em dieta controle ou contendo 0,25% de PpyTI.
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6.3 — Atividade quimotriptica de larvas de A. kuehniella

A atividade das quimotripsinas do grupo alimentado com PpyTI reduziu em
10% (Figura 15). Em relacdo a sensibilidade a inibicao das quimotripsinas, as
enzimas de ambos os grupos apresentaram redugao na atividade enzimatica na

mesma proporgao.
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Figura 15: Atividade Anti-quimotriptica das enzimas extraidas de intestinos das larvas de A. kuehniella

incorporadas em dieta controle ou contendo 0,25% de PpyTI.
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7 - Desenvolvimento pupal de A. kuehniella em dieta contendo PpyTI

Larvas alimentadas com PpyTI 0,25% apresentaram um comprometimento

do desenvolvimento larval. No grupo controle, 95,5% das larvas completaram o

estagio larval com 30 dias, sendo que no mesmo intervalo de tempo apenas

28,5% das larvas alimentadas com PpyTI tornaram-se pupas. Mesmo com o

prolongamento do estagio larval, uma fracao das larvas alimentadas com o

inibidor ndo empuparam (Tabela 5). No entanto, as pupas provenientes de ambos

os tratamentos nao apresentaram diferenga de peso significativa (Tabela 6).

Tabela 5: Tabela do efeito de PpyTl no empupamento de A. kuehniella

Pupas 30 dias 35 dias 55 dias
Controle (n=45) 95,5%? 95,5%*? 95,5%?
PpyTl 0,25% (n=45) 28,5%" 71,5%° 71,5%°

Tabela 6: Tabela do peso pula de A. kuehniella

Peso médio pupal (mg)

Controle 2526 +35°%

PpyTl 0,25% 24,3+4,7°
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8 - Estudo da atividade biolégica de PpyTI sobre as proteases de diferentes

insetos-praga

Um screening foi realizado para avaliar o efeito de PpyTl sobre a inibicao
das enzimas digestivas de diferentes insetos-praga. Diferentes curvas de inibicao
foram obtidas e agrupadas na Figura 12. Uma inibigao méxima de 50% foi
observada para a tripsinas de Spodoptera eridana e de 30% em S. frugiperda.
Anticarcia gemmatilis e S. cosmioides também tiveram as suas proteases inibidas

em aproximadamente 40% (Figura 16).
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Figura 16: Inibicdo da atividade proteolitica das proteases intestinas de larvas-pragas no 4°instar. BAPNA foi

usado como o substrato.
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V — DISCUSSAO

A familia Fabaceae é amplamente estudada por conter grandes
quantidades de proteinas nas sementes de seus representantes. Um grupo mais
especifico destas proteinas possui a capacidade inibir enzimas proteoliticas,
sendo conhecidos por inibidores de proteases. Estudos sugerem que inibidores
de protease possuem potencial biotecnolégico para o controle de pragas
agricolas. Porém, estudos aprofundados sobre as propriedades quimicas e
mecanismos de acao dos inibidores sobre os insetos sdo necessarios para avaliar

sua viabilidade (MACEDO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

A metodologia utilizada para extrair e purificar o inibidor de P. pyramidalis
foi baseada em estudos semelhantes anteriormente desenvolvidos. Inicialmente,
as sementes foram descascadas e pulverizadas e a farinha obtida submetida a
um processo de delipidadagéo, procedimento essencial para uma boa purificagao
pois elimina possiveis problemas nas etapas posteriores (BOYES et al., 2008;
RABILLOUD, 1996). As proteinas foram extraidas em tampao fosfato, dialisadas e

lioflizadas para a obtengéo do Extrato Bruto, utilizado no processo de purificagéo.

A primeira etapa de purificacdo utilizou cromatografia de exclusao
molecular (Figura 1), sendo que apenas o segundo pico (S-Il) apresentou
atividade inibitéria, sendo utilizado na etapa seguinte. O inibidor PpyTI foi
purificado em coluna de hidrobicidade Phenyl-Sepharose. Nesta etapa de
purificagdo obtivemos 7 picos, sendo que apenas o pico 4 (P-1V) apresentou

atividade inibitéria, sendo eluido em 100% de tampao B.

A eletroforese SDS-PAGE 12,5% permitiu acompanhar todos os passos de

purificagao do inibidor (Figura 5). A andlise do EB e dos passos de purificagao nos
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permitem verificar que um alto grau de pureza foi alcangado. Com apenas 2
passos de purificacdo obtivemos PpyTI purificado, como ficou comprovado em gel
pela presenga de uma unica banda polipeptidica com massa aparente de 20kDa
(Fig 4), mesmo quando a amostra foi reduzida com 100mM de DTT,
demonstrando que PpyTl é constituido por uma Unica cadeia polipeptidica. No
entanto, um aumento de massa aparente foi observado quando a amostra foi
tratada com DTT. Sabe-se que DTT provoca o completo desenovelamento da
proteina, dificultando assim a permeagdo da amostra ao longo dos poros do gel
de eletroforese. A dificuldade na corrida resulta neste aumento aparente de
massa molecular. Em relagdo a massa determinada em SDS-PAGE,
caracteristicas similares de massa e estrutura sao reportadas a outros inibidores
pertencentes a subfamilia Caesalpinioideae (BARIANI et al., 2012; GOMES et al.,

2005; KOYAMA et al., 1986).

Apesar da aparente homogeneidade molecular observada no dltimo passo
de purificacdo e através da eletroforese obtida, realizamos uma corrida em
sistema de HPLC com o intuito de investigar a presenga de proteinas de
diferentes graus de hidrofobicidade, o que muitas vezes é caracteristico de
inibidores que apresentam isoformas, como ja descrito anteriormente (DE
OLIVEIRA, 2011). A presenca de isoformas € uma caracteristica comumente
observada para esta familia de proteinas (LOPES et al., 2009; MACEDO et al.,

2007c¢)

A aplicagdo da espectrometria de massas em biomoléculas tem se
revelado uma técnica de grande importancia para a analise de proteinas. A
técnica de espectrometria de massas Matrix Assisted Laser Desorption/lonization

(MALDI-TOF) foi utilizado para determinar a massa acurada de PpyTIl. A amostra
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ionizada apresentou um padrao isotdpico tipico, com a presenca de populagdes
contendo diferentes cargas de ionizagdo. Assim sendo, observamos um pico de
massa exata de 19.042 Da (Figura 6). A analise do espectro de massas fornece
uma grande quantidade de informacdes sobre proteinas em um curto periodo de
tempo, além de necessitar de pequenas concentragbes de amostra (DA SILVA-
LOPEZ et al., 2004). Em relagdo a massa obtida, esta encontra-se dentro dos

parametros reportados para inibidores vegetais.

O sequenciamento N-terminal revelou homologia entre PpyTl e outros
inibidores tipo Kunitz. Uma alta similaridade além da presenca de substituicoes
altamente conservadas foram notadas (Tabela 3). Os inibidores de Acacia
confusa, Enterolobium contortisiliquum, Adenanthera pavonina e Bauhinia
variegata foram aqueles que apresentaram a maior similaridade. A sequéncia
amino terminal juntamente com os resultados anteriormente descritos permitem

sugerir que PpyTI pertence a familia Kunitz de inibidores de serinoprotease.

A especificidade dos inibidores presentes na familia Kunitz pode variar.
Poucos inibidores desta familia sdo especificos para quimotripsina e nao inibem
tripsina (BHATTACHARYYA et al., 2007), alguns sdo potentes inibidores de
tripsina e também inibem quimotripsina, como o inibidor isolado de Derris trifoliata
(BHATTACHARYYA et al., 2009b), ou tem a habilidade de inibir enzimas de
diferentes classes, como ApKTI, que inibe tripsina e papaina (MIGLIOLO et al.,
2010). Ensaios de atividade enzimatica in vitro detectaram uma fraca atividade
inibitéria de PpyTlI frente a quimotripsina bovina (dados ndo mostrados). Por este
motivo 0s ensaios de caracterizagao foram realizados somente com tripsina.

PpyTl mostrou uma especificidade de inibigdo semelhante aos inibidores que
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possuem um unico sitio reativo especifico para tripsina (MACEDO et al., 2007c;

OLIVEIRA, 2011).

Uma vez purificado, PpyTI foi submetido a ensaios de caracterizagdo. A
estequiometria de inibicdo do tipo 1:1 foi determinada, apontando que PpyTI
possua um unico sitio reativo, capaz de se complexar com uma molécula de
enzima. Este resultado é comumente reportado para inibidores do tipo Kunitz
(RICHARDSON, 1991), corroborando nossos resultados relacionados ao estudo

de homologia sequencial.

Usando o programa SigmaPlot calculamos o Ki do PpyTIl para tripsina
bovina. O valor encontrado foi de 1,2x 10° M, o que demostra uma grande
afinidade do PpyTl pela enzima (Figura 7). Outro resultado obtido pelo programa
foi que a inibigao de PpyTl & do tipo competitiva. Outros inibidores Kunitz
apresentaram valores de Ki similares (BHATTACHARYYA et al., 2006; MACEDO

et al., 2007Db)

Ensaios de estabilidade foram feitos em diferentes faixas de pH (2-10),
temperatura (37-100°C) e agente redutor DTT. O PpyTl mostrou-se estavel em
todas as faixas de pH, com excecéo de pH 2 (Figura 11) e a temperaturas de até
80°C (Figura 10), caracteristicas comumente descritas para inibidores Kunitz
(BHATTACHARYYA et al., 2006; MACEDO et al., 2000b; OLIVA et al., 2000)
Porém, PpyTl foi sensivel a presenga do agente redutor DTT (Figura 8), outra
caracteristica comum em alguns de inibidores do tipo Kunitz (GARCIA et al.,

2004; MACEDO et al., 2009; MACHADO et al., 2013Db).

As enzimas extraidas do intestino de A. kuehniella que se alimentaram

com dieta e controle e contendo inibidor, tiveram a sua atividade proteolitica
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medida usando os substratos BAPNA e SAPNA (Figura 15, 16). A atividade
enzimatica no grupo alimentado com PpyTI diminuiu possivelmente pela formagao
de complexos enzima: inibidor (EHRMANN et al., 2004). Adicionalmente, as
enzimas de ambos os grupos quando incubadas com o PpyTI foram inibidas na
mesma proporgao, sugerindo que nenhuma nova enzima foi sintetizada em
resposta ao inibidor em dieta artificial. Demonstramos assim que A. kuehniella
nao adapta-se a PpyTl. A adaptagdo de insetos a inibidores de protease pode
ocorrer (DE OLIVEIRA et al., 2013; PAULILLO et al., 2000). Assim sendo, é de
grande importancia um estudo prévio do efeito de um inibidor sobre uma

determinada praga.

Inibidores de tripsina purificados da subfamilia Cesalpinoideae ja foram
estudados, dentre eles CbTI (Inibidor de tripsina de Caesalpinia bonduc), que
apresentou atividade inseticida sobre Spodoptera litura (Lepidoptera), afetando o
desenvolvimento larval deste inseto (BASKAR et al., 2012). A concentragdo de
PpyTl usada em nosso estudo (0,25%) corresponde aos niveis que estas
proteinas estdo presentes em sementes de leguminosas e estqd dentro dos
valores utilizados em outros estudos (DA SILVEIRA RAMOS et al, 2009;
JONGSMA et al., 1997), reinterando desta maneira seu potencial inseticida, uma

vez que estes niveis sao facilmente expressos.

Analisando os indices nutricionais, podemos verificar que o PpyTlI
apresentou um efeito antinurtricional para o inseto, uma vez que a diminuicdo na
ingestdo de dieta de 54% foi observada. Esta reducdo levou a uma redug¢do na
producdo de fezes e, com base nos Indices nutricionais elaborados, podemos
inferir que PpyTI diminuiu a eficiéncia da digestao e assimilagao de nutrientes, e

como consequéncia da alteracao destes pardmetros observamos o aumento do
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custo metabdlico larval (tabela 3). As larvas de A. kuehniella que ingeriram
cronicamente 0,5% de AcKl (Inibidor de Tripsina de Acacia polyphylla)
apresentaram o respostas similares dos parametros nutricionais (MACHADO et

al., 2013a).

Para avaliar a atividade do PpyTlI in vivo, foi feita a incorporac¢ao do inibidor
em dieta artificial (0-1%) e oferecido a larvas neonatas de A. kuehniella. Ao final
do 4° instar, observamos um efeito negativo sobre o ganho de peso larval bem
como sobre a redugdo na taxa de sobrevivéncia. Estes efeitos exercidos durante
o estagio larval comprometeram o processo de empupamento. No entanto, nao
notamos uma diferenca de peso entre as pupas de ambos os tratamentos. Uma
possivel explicacdo para este resultado seria que, uma vez que lepiddpteros
adultos sao é&fidos, ou seja, ndo se alimentam na fase adulta, é necessario que as
larvas acumulem todos os nutrientes e energia necessarios para os processos de
empupamento, vitelogénese e sobrevivéncia na fase adulta (OLIVEIRA et al.,
2010). Possivelmente este seja o motivo pelo qual o estagio larval no grupo
alimentado com PpyTI seja extendido. Outros trabalhos com insetos da mesma
ordem j& mostravam essa caracteristica (PAULILLO et al., 2012; SILVA et al.,

2009).

Ensaios enzimaticos in vitro utilizando intestino de varios outros insetos
pragas da ordem lepiddptera foram realizados (Figura 17) e com isso foi possivel
observar que a atividade inibitéria de PpyTl em torno de 50% em todas as
espécies, se mostrando mais eficaz contra S. frugiperda. Assim demonstramos o

potencial desse inibidor para diferentes insetos pragas.

Baseado nos resultados acerca da purificacdo e caracterizacao de PpyTl
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associados aos efeitos inseticidas descritos neste trabalho, mostramos o potencial

de PpyTlI como uma ferramenta de investigagao da atividade inseticida.
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VI - CONCLUSOES

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

na espécie P. pyramidalis, foi isolado e caracterizado.

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

pertencente a familia Kunitz de inibidores de serinoprotease;

» PpyTl quando incorporado em dietas artificiais reduziu significativamente a

sobrevivéncia e o peso médio das larvas de A. kuehniella;

Alterou o desenvolvimento de A. kuehniella, aumentando o tempo larval e

diminuendo o nimero de pupas;

Baseado nos ensaios in vivo e in vitro, demonstramos que PpyTl apresenta

potencial para o controle de A. kuehniella.
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