UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MATO GROSSO DO SUL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL

SUzy WIDER MACHADO

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM INIBIDOR DO
TIPO KUNITZ DE SEMENTES DE Acacia polyphylla DC. E SEU
POTENCIAL BIOINSETICIDA CONTRA Anagasta kuehniella
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Orientador: Profa. Dra. Maria Ligia Rodrigues Macedo

Co-orientador: Profa. Dra. Susana Elisa Moreno



UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MATO GROSSO DO SUL

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA VEGETAL

SUzy WIDER MACHADO

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UM INIBIDOR DO
TIPO KUNITZ DE SEMENTES DE Acacia polyphylla DC. E SEU
POTENCIAL BIOINSETICIDA CONTRA Anagasta kuehniella
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Dissertacao apresentada como
um dos requisitos para
obtencdo do grau de Mestre
em Biologia Vegetal junto ao
Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude

CAMPO GRANDE
2013
2



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Profa. Dra. Maria Ligia Rodrigues Macedo, pela
dedicacdo na orientacao e pelas licdbes dentro e fora do laboratorio através de seu

exemplo de disciplina, lideranca e amor a ciéncia.

Aos meus colegas do LPPFB pela amizade, companheirismo e pela paciéncia

em me auxiliar sempre que necessario, um verdadeiro grupo de trabalho e de apoio.

Aos meus colegas de republica que aguentaram bravamente algumas

mudancas de humor ao longo desse periodo.

Ao meu companheiro Eder, pelo seu amor, dedicacéo e carinho.



RESUMO

As plantas sintetizam uma variedade de moléculas de defesa contra ataques de
herbivoros, dentre essas moléculas encontram-se os inibidores de proteinases. Esse
estudo descreve a purificacdo e caracterizagdo de um novo inibidor de tripsina do
tipo Kunitz, presente em sementes de Acacia polyphylla. A purificacdo foi realizada
através de métodos cromatograficos em coluna de filtracdo em gel, coluna de
afinidade e RP-HPLC. O efeito inseticida do inibidor purificado foi testado contra
Anagasta kuehniella (traca da farinha), um inseto-praga poligafo, pertencente a
ordem Lepidoptera, predador de uma variedade de gréos e produtos armazenados,
responsavel por prejuizos econbmicos no mundo todo. O inibidor isolado,
denominado AcKI (Acacia polyphylla Kunitz Inhibitor), apresenta duas cadeias
polipeptidicas, com aproximadamente 20 kDa, e através da andlise em RP-HPLC foi
possivel identificar quatro isoformas dessa proteina. O AcKI possui alta estabilidade
a variacdes de temperatura e pH e néo é digerido pelas enzimas digestivas de A.
kuehniella. O efeito inseticida do AcKI in vivo foi testado sobre larvas de terceiro,
quarto e quinto instar, as quais com uma concentracao de 0,5% de AcKI na dieta,
apresentaram reducdo de cerca de 50% do peso e alteracdes nos parametros
nutricionais, tais como aumento do custo metabdlico e menor porcentagem de
conversado do alimento ingerido em biomassa. Quanto as alteracdes bioguimicas, no
altimo estagio larval houve aumento na sintese de tripsinas e quimotripsinas nativas,
bem como a sintese de isoformas dessas enzimas insensiveis ao AcKl. No entanto
apesar da resposta adaptativa de A. kuehniella, o inseto foi suscetivel. O AcKI
mostrou efeito antinutricional sobre as larvas de A. kuehniella e aparenta ser uma

proteina promissora para a biotecnologia de plantas resistentes a inseto-praga.



ABSTRACT

Plants synthesize a variety of defense molecules against herbivore attacks, including
proteinase inhibitors. This study describes the purification of a new kunitz-type
trypsin inhibitor from Acacia polyphylla seeds by chromatographic methods in gel
filtration column, affinity column and RP-HPLC; as well as their characterization and
insecticidal properties against Anagasta kuehniella (mediterranean flour moth), a
polyphagous insect pest, predator of a variety of grains and stored products, that
have caused economic losses worldwide. The inhibitor isolated in this work, called
AcKI (Acacia polyphylla Kunitz Inhibitor), presents two polypeptide chains, with
approximated molecular mass of 20 kDa and by HPLC analysis was possible to
identify four isoforms of this protein. Stability study showed that the AcKIl is highly
stable to changes in temperature and pH and it is not digested by digestive enzymes
of A. kuehniella. Insecticidal effect of AcKI in vivo was tested on third, fourth and fifth-
instar larvae, and at a concentration of AcKl 0,5%, showed a reduction of
approximately 50% in weight and a changes on nutritional parameters, such as
increase in metabolic cost and reducing of a percentage of ingested food converted
into biomass. Regarding the biochemical changes, in the last larval stage, there was
increase in the synthesis of native trypsin and chymotrypsin, as well as the synthesis
of isoforms of these enzymes insensitive to AcKl. However despite the adaptive
response of A. kuehniella, the insect was susceptible. Thus, AcKIl has an anti-
nutritional effect of A. kuehniella and appears to be a protein promising for biotech

plants resistant to insect pest.
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| - INTRODUCAO GERAL

A agricultura moderna enfrenta diversos desafios no tocante a qualidade e
producdo de alimentos no planeta. Segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization), em 2050, é estimada que a populacdo humana seja 35% maior do
que a atual, exigindo da agricultura mundial uma maior producéo, em um cenario
COM Menos recursos, mais pragas e com pressdes ambientais e climaticas cada vez
maiores.

Desse modo torna-se necessario a busca por alternativas que venham
contribuir para o desenvolvimento da agricultura de maneira sustentavel, auxiliando
na otimizacao da producdo, através do fornecimento de ferramentas que possibilitem
a superacao dos problemas encontrados no cenario atual.

O aumento da populacédo implica em uma maior demanda por grédos para
suprir as necessidades humanas e animais. Da mesma forma, aumenta a demanda
no uso de biocombustiveis onde se utiliza matéria-prima vegetal, que é igualmente
atacada por pragas.

Dentre os obstaculos encontrados na producdo agricola, destacam-se as
perdas causadas por ataques de uma variedade de pragas, como nematoéides, virus,
bactérias e insetos, que podem chegar até 45% (OERKE et al., 1994). Devido a isso,
pesquisadores e empresas tém unido esforcos para encontrar alternativas

sustentaveis no controle dessas pragas.

1. Insetos-praga

O numero de espécies de insetos descritas € de aproximadamente um
milhdo, das quais 10% sédo pragas (GALLO et al., 2002). Os danos causados por
insetos sdo variaveis, podendo ser observados em todos os 6rgdos da planta.
Podem causar danos diretos, quando atacam o produto a ser comercializado, ou
indiretos quando atacam estruturas vegetais ndo comercializadas, mas que alteram
0s processos fisioldgicos, provocando reflexos na producéo.

Os insetos sao responsaveis pela maior parte da perda na producgéo agricola,
podendo chegar até 20% nas maiores culturas (FERRY et al.,, 2004), além de

alimentarem-se da planta, podem atuar injetando substancias toxicas durante o
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processo alimentar ou ainda causar injurias que facilitam a instalacdo de patégenos
que induzem doencas (CARLINI e GROSSI DE SA, 2002).

As maiores culturas e graos armazenados sofrem ataques principalmente por
insetos da ordem Lepidoptera, seguidos pela ordem Coleoptera (GALLO et al, 2002).

Inseticidas convencionais para combater tal problema, s&o bastante
utilizados. Entretanto € um método altamente danoso ao meio ambiente. O uso
desses agroquimicos geram residuos toxicos, prejudicando o meio ambiente,
poluindo terras, lencéis freaticos, podendo causar danos a saude humana e a

animais quando utilizados de maneira incorreta ou excessiva (OERKE et al., 1994).

2. Proteinas Toxicas de Plantas

As plantas possuem proteinas téxicas inseticidas, que estdo envolvidas no
seu mecanismo natural de defesa, contribuindo para melhores chances de
sobrevivéncia da espécie (READ e HAAS, 1938). As proteinas inseticidas estdo
localizadas geralmente em sementes e 6rgdos de reserva, mas podem ser
encontradas em outros 6rgdos da planta, como, raiz, caule e folha (RICHARDSON,
1991).

Essas proteinas conferem determinados graus de resisténcia a planta contra
insetos herbivoros, nematdides e microrganismos, como bactérias, fungos e virus.
Podem ser constitutivas da planta, ou induzidas cuja sintese é desencadeada em
consequéncia a alguma injaria (BOWLES, 1990).

As proteinas envolvidas no mecanismo de defesa de plantas mais estudadas
sdo as lectinas (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991; PEUMANS e VAN DAMME, 1995),
proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) (BARBIERI et al., 1993), inibidores de a
- amilase (ISHIMOTO e KITAMURA, 1989), arcelinas (OSBORN et al., 1988),
canatoxinas (CARLINI et al., 1997) e os inibidores de proteinases (RYAN, 1990 e
KOIWA et al., 1997) estes com destaque pela natureza do presente trabalho.

3. Lectinas

As Lectinas sdo uma classe de proteinas ndo imunes, com a0 menos um

dominio ndo catalitico que se liga de forma especifica e reversivel a mono ou
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oligossacarideos, sao tipicamente multivalentes, dai a sua capacidade de aglutinar
as células (VIJAYAN e CHANDRA, 1999). O termo lectina (do latim, legere, relativo
ao verbo selecionar) foi dado por Boyd, em 1949, para enfatizar a capacidade de
algumas hemaglutininas de discriminar células sanguineas contidas no sistema
sanguineo ABO (BOYD e REGUERA, 1949). As moléculas de lectinas podem se
apresentar constitutivamente na planta, ou ter a sua sintese induzida (MICHIELS et
al., 2010; VAN DAMME et al., 2008).

As lectinas tém afinidade por acucares, formando glicoconjugados,
interagindo em solugdes ou através de marcadores localizados na superficie celular
dessas moléculas. Essa propriedade promove a essas proteinas uma variedade de
aplicacdes na biotecnologia de plantas e no campo das ciéncias biomédicas (VAN
DRIESSCHE et al., 1996).

Lectinas sdo bastante encontradas na natureza, e um grande numero de
moléculas ja tem sido isolado. Sementes, particularmente de leguminosas, séo ricas
fontes de lectinas. Cerca de 40% das estruturas tridimensionais de lectinas
depositadas no banco de dados www.cermav.cnrs.fr/databank/lectine, foram
isoladas a partir de sementes de leguminosas (CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002).
No entanto, lectinas também foram encontradas em outras partes da planta, e sua
presenca abundante sugere que essas proteinas possuem fun¢es importantes.
Uma possivel funcéo fisioldgica que tem sido discutida é o papel de defesa, através
da ligacdo com carboidratos, contra microrganismos, insetos fitéfagos e animais
herbivoros (HARPER et al.,, 1995, GATEHOUSE et al, 1995). Além disso, foi
reportada propriedade citotoxica, fungitdxica, inseticida e nematicida in vitro e in
vivo, bem como toxicidade a animais superiores (OLIVEIRA et al., 1994; PEUMANS
e VAN DAMME, 1995; OKA et al., 1997; RIPOLL et al, 2003; VASCONCELLOS e
OLIVEIRA, 2004).

O modo de acdo da atividade inseticida de lectinas ainda né&o foi
completamente elucidado (HAMSHOU et al., 2009). Sabe-se que essas proteinas se
ligam a membrana peritréfica e/ou estruturas quitinosas na regido do intestino médio
dos insetos, dificultando o transito de moléculas e o mecanismo de reciclagem de
enzimas entre os compartimentos endo e ectoperitroficos (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995). As lectinas por se ligarem a enzimas e outras proteinas glicosiladas,

causam a inibicdo da absor¢do de nutrientes e/ou ruptura das células intestinais
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(Macedo et al.,, 2007; MACEDO et al., 2010). Varias lectinas de plantas tém
mostrado efeitos entomotoxicos quando ingeridas por insetos da ordem Coleoptera,
Homoptera e Lepidoptera (CZAPLA e LANG, 1990; GATEHOUSE et al., 1991,
HABIBI et al., 1998; ZHU-SALZMAN et al., 1998; GATEHOUSE et al., 1999)

Na é&rea das ciéncias médicas, as lectinas tém aplicacbes ndo menos
importantes, como 0 uso em processos diagnosticos, estudos de funcbes do sistema
imune, como inducédo da proliferacéo de linfocitos e producédo de interferon/citocina,
asma e inflamacéo (VAN DRIESSCHE et al, 1996).

Algumas lectinas sdo bastante toxicas para mamiferos, pois ndo séo digeridas
na passagem pelo intestino e provocam uma variedade de efeitos sistémicos. Dentre
essas, estdo as lectinas de feijjao comum Phaseolus vulgaris, de soja Glycine max,
de trigo Triticum vulgaris e concavalina A, a lectina presente no feijdo-de-porco
Canavalia ensiformis (PUSZTAI et al., 1993; BARDOCZ et al., 1995; UDEDIBIE e
CARLINI, 1998; KORDAS et al., 2000).

Apesar da grande oferta de lectinas na natureza e o grande potencial
inseticida dessa proteina, sua aplicabilidade ainda € limitada devido aos efeitos
adversos provocados em mamiferos e animais ndo alvos (VASCONCELOS e
OLIVEIRA, 2004). No entanto é interessante o estudo aprofundado dessa proteina a

fim de que se descubram maneiras de minimizar seus efeitos indesejaveis.

4. Proteinas Inativadoras de Ribossomos (RIPs)

As proteinas inativadoras de ribossomos impedem a sintese proteica, através
da inativacdo da subunidade 60S do ribossomo (BARBIERI et al., 1993). Os
primeiros estudos envolvendo esse tipo de proteina datam de mais de um século,
com Ricinus communis e Abrus precatorius (STILLMARK, 1888); as proteinas
toxicas encontradas nas sementes dessas espécies eram descritas como
“‘hemaglutininas toéxicas”. Estudos mais recentes, detectaram a natureza precisa da
atividade inibitéria da sintese proteica, através do estudo aprofundado da abrina
(OLSNES et al., 1974) e da ricina (ENDO et al., 1987), cuja compreensao da
estrutura tridimensional possibilitou compreender melhor o mecanismo da inativacao
do ribossomo e consequentemente a inibicdo da sintese proteica em células
eucarioticas (MONTFORT et al., 1987).
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Em razdo da heterogeneidade desse tipo de proteinas, foi necessério
estabelecer uma classificagéo para as RIPs. Estas sdo comumente divididas em trés
grupos, RIPs 1, 1l e lll, com base nas suas propriedades fisicas e estruturais (STIRPE
e BATTELLI, 2006).

As RIPs do tipo |, possuem apenas uma cadeia polipeptidica de
aproximadamente 30 kDa (GIRBES et al., 2004). No entanto, recentemente foram
isoladas RIPs do tipo | a partir de espécies da familia Curcumbitaceae, com menor
peso molecular, entre 7 — 11 kDa, aproximadamente (JOLMA et al., 2010). Esse
grupo apresenta atividade especifica RNA N-glicosilase. Inibe a sintese proteica
eficientemente in vitro, porém tem baixo efeito txico in vivo (REYS, 2011). A saporina
extraida de Saponaria officinalis (BAGGA et al.,, 2003), a PAP extraida de
Phytolacca americana, que possui atividade antiviral (LIN et al., 1991), a
trichossanthina (a-TCS), extraida de Trichosanthes kirilowii, com atividade anti-HIV
(CHOW et al., 1990), sao as RIPs do tipo I, mais conhecidas.

As RIPs do tipo Il sdo formadas por duas cadeias polipeptidicas (cadeia A e
cadeia B), de aproximadamente 30 kDa cada uma. As cadeias A e B possuem
estruturas e funcdes diferentes. A cadeia A é semelhante a uma RIP do tipo |, com
atividade especifica RNA N-glicosilase, que € ligada a cadeia B, através de pontes
dissulfeto (STIRPE et al., 1992). A cadeia B possui as propriedades de uma lectina,
com afinidade por acucares, geralmente D-galactose. Essa porcdo pode se ligar a
glicoproteinas ou glicolipideos de membrana, permitindo a entrada da toxina no meio
intracelular (BARBIERI et al., 1993). Uma vez dentro da célula, essa proteina
danifica a subunidade 60S do ribossomo, impedindo a sintese proteica levando a
morte celular. Essa estratégia garante as RIPs do tipo Il uma maior toxicidade em
relacdo as demais (BEAUMELLE, 1993). Nesse grupo encontram-se a ricina e a
abrina, bem como outras proteinas conhecidas, isoladas posteriormente, como a
modecina (OLSNES et al., 1978), a viscumina, a volkensina (STIRPE et al., 1980) e
a cinnamomina (LING et al., 1995).

As RIPs do tipo Il sdo moléculas inicialmente inativas, que precisam sofrer
protedlise para eliminacdo do peptideo ativo interno, um exemplo desse tipo de
molécula é a proteina RIP b-32, isolada a partir de sementes de milho (BASS et al.,
1992). A RIP do tipo Il também pode ser apresentar na forma de uma

guimerotoxina, que consiste em uma RIP do tipo |, associada a uma segunda cadeia
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polipeptidica, ainda de funcdo desconhecida, um exemplo € a JIP60, isolada a partir
de cevada (WALSH et al., 1991).

5. Inibidores de a- Amilase

As enzimas a-1,4-glucan-4-gucanohidrolases ou simplesmente a-amilases
sdo uma classe de enzimas hidroliticas que catalisam a clivagem inicial de ligacbes
a-1,4 em polimeros de acgucar, como amido e glicogénio, em oligossacarideos curtos
(ISHIMOTO e KITAMURA, 1989). Essa clivagem é necessaria para que 0S
polimeros de agucar sejam transformados em unidade menores passiveis de serem
assimiladas pelos organismos. Essas enzimas estdo presentes tanto em plantas,
como em microrganismos e animais, sendo uma das mais importantes enzimas
digestivas em um grande numero de insetos que se alimentam exclusivamente de
sementes durante a fase larval ou na vida adulta (CARLINI e GROSSI-DE-SA,
2002).

Inibidores de a-amilase sdo bastante encontrados em plantas, principalmente
em cereais e legumes. Tém sido reportadas com bastante frequéncia em espécies
do género Phaseolus e tém mostrado efeito téxico em varios insetos praga
(ISHIMOTO e KITAMURA, 1989; GROSSI-DE-SA et al., 1997; SUZUKI e
ISHIMOTO, 1999; KLUH et al., 2005). Quando a a-amilase € inibida, a nutricdo do
inseto € prejudicada, devido a ndo assimilacdo de carboidrato, provocando déficit de
energia para 0s processos vitais e supressao do crescimento larval (PUEYO et al.,
1995; ISHIMOTO e CHRISPELS, 1996; CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002).

Plantas transgénicas envolvendo inibidores de a-amilase também tém sido
propostas como uma alternativa para o desenvolvimento de plantas resistentes a
praga. Por exemplo, ervilha transgénica expressando o inibidor de a-amilase a-Al-1
apresentou resisténcia contra os bruquideos, Bruchus pisorum e Calosobruchus
maculatus; e feijdo azuki apresentando o mesmo inibidor transgénico mostrou-se
resistente a C. chinensis (SCHROEDER et al., 1995; ISHIMOTO et al., 1996;
MORTON et al., 2000).
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6. Arcelinas

As arcelinas estdo profundamente relacionadas com a familia de lectinas de
feijao e de inibidores de a-amilase, de acordo com a comparacéo entre a sequéncia
de aminoacidos (CHRISPEELS e RAIKHEL, 1991). Apesar dessa similaridade
estrutural, as propriedades bioquimicas, padrbes de glicosilacdo, estrutura
quaternaria e especificidade de ligagdo a agucares sao distintas (FABRE et al.,
1998; MOUREY et al., 1998).

O mecanismo de acdo toxico da arcelina ainda ndo € muito bem
compreendido. Entretanto é sabido que as arcelinas podem ter efeito toxico
(OSBORN et al., 1988) ou apenas antinutricional, induzindo a estagnagao no
desenvolvimento larval (MINNEY et al., 1990). Uma hipétese sobre o mecanismo de
toxicidade da arcelina, é que ela causa o rompimento das células epiteliais do
intestino de insetos (PAES et al., 2000), levando-o0 a morte. Enquanto outros autores
sugerem que o efeito tdéxico é devido a glicosilagédo do intestino (FABRE et al., 1998;
MOUREY et al., 1998) ou por fornecer ao inseto uma fonte de proteina pouco
digestiva (MINNEY et al., 1990; JANARTHANAN et al., 2008).

Arcelinas tém efeito inseticida conhecido contra bruquideos, seu efeito toxico
€ bastante conhecido em Zabrotes subfasciatus, uma das pragas mais importantes
de feijao armazenado, inibindo o desenvolvimento larval desse inseto (OSBORN et
al.,, 1988; CARDONA et al.,1990). Sdo encontradas em feijdo comum nativo
(OSBORN et al., 1986). A presenca dessa proteina de reserva tem sido
correlacionada com o baixo conteido de faseolina, outra proteina de reserva
encontrada em sementes de feijdo; quanto menor a concentracdo de faseolina, mais
provavel a presenca de altos niveis de arcelinas (CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002).

7. Canatoxinas

A canatoxina € uma proteina encontrada em sementes de C. ensiformes
(feijao-de-porco). Esta espécie é conhecida por ser livre de ataques de pragas e
doencas (KAY, 1979). Essa proteina consiste em um dimero ligado n&o-
covalentemente de uma cadeia polipeptidica de 95 kDa que representa cerca de
0,5% do peso seco da semente de feijao-de-porco (CARLINI e GUIMARAES, 1981).
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As canatoxinas apresentam muitas similaridades com a urease (FOLLMER et
al., 2001). A comparacao de partes da sequéncia interna de peptideos tem mostrado
grande homologia com essa enzima (EC 3.5.1.5) (DIXON et al., 1976). Além disso,
andlise de clones de cDNA de tecidos de C. ensiformes apresenta alta similaridade
com pelo menos trés genes homaologos de urease, com cerca de 85% de identidade
de nucleotideos (FREITAS-SILVA et al., 2000). Estudos indicam que a canatoxina €
uma forma variante da urease, porém com propriedades biologicas, caracteristicas
estruturais ou de dominios, distintas (CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2000).

O papel da canatoxina em C. ensiformes ainda esta sendo investigado, porém
sabe-se que esta relacionado a defesa da planta. A fim de testar esta hipétese,
alguns insetos foram submetidos a dieta contendo canatoxina e esta se mostrou letal
a C. maculatus (Coleoptera) e Rhodnius prolixus (Hemiptera) enquanto o0s
hemipteros Nezara viridula e Dysdercus peruvianus foram altamente suscetiveis
(CARLINI at al., 1997).

O efeito entomotdxico da canatoxina se deve a peptideos contidos no interior
da proteina, estes precisam sofrer ativacao proteolitica pelas enzimas digestivas do
inseto. As catepsinas B e D estdo envolvidas nesse processamento da canatoxina
que liberam um ou mais peptideos entomotéxicos (FERREIRA-DA-SILVA et al.,
2000).

Esse mecanismo de acéo inseticida € semelhante ao efeito entomotoxico da
bactéria Bacillus thuringiensis, cuja proteina inseticida é inicialmente uma protoxina
que necessita ser processada pelas enzimas do intestino médio dos insetos para se
tornarem ativas (HAIDER et al., 1996).

Devido ao grande potencial bioinseticida dessa proteina, ha a necessidade de
estudos mais aprofundados para se compreender melhor o seu mecanismo de acéo,

podendo-se assim utilizar com seguranga esse recurso na biotecnologia de plantas

8. Inibidores de Proteinases

Os inibidores de proteinases sdo proteinas ou peptideos encontrados em

varios tecidos da planta, porém com maior frequéncia em sementes e Orgaos de

17



reserva em uma grande variedade de plantas (RICHARDSON, 1991), sendo
particularmente abundantes em espécies da familia Leguminosae.

Essas proteinas sado importantes metabolitos primarios, capazes de interagir
com enzimas proteoliticas de maneira especifica e reversivel, inibindo a clivagem de
ligacBes peptidicas entre proteinas, através da competicdo pelo sitio ativo da enzima
(BODE e HUBER, 2000; LINGARAJU e GOWDA, 2008). Sao moléculas altamente
estaveis a variacdo de temperatura e pH, e bastante resistentes a protedlise por
proteinases. Tal estabilidade pode ser atribuida a presenca de pontes dissulfeto e
outras ligagdes néo covalentes (BIRK, 2003).

O papel fisiolégico dos IPs na planta tem sido relacionado ao mecanismo de
defesa contra insetos e patdégenos, porém atuam como fonte de aminoacidos
sulfurados na regulacdo de proteinases enddgenas, como molécula de sinalizacdo
em resposta as condicbes ambientais e tem participacdo em muitos processos no
desenvolvimento da planta, como na programacédo de morte celular (SOLOMON et
al., 1999; BHATTACHARYYA et al., 2006; RAMESHWARAM & NADIMPALLI, 2008;
KONAREV et al.,, 2008). Da mesma forma que outras proteinas de defesa
mencionadas anteriormente, os inibidores de proteinases podem ser sintetizados
constitutivamente na planta ou induzidos em resposta a fatores externos, como
ataque de insetos ou patégenos (RYAN, 1990; RYAN e PEARCE, 1998).

As enzimas proteoliticas sdo classificadas de acordo com o seu mecanismo
de catdlise e grupo reativo presente no centro ativo, dessa forma sao classificadas
em serinoproteinases, com uma serina e uma histidina; cisteinoproteinases, com
uma cisteina; asparticoproteinases com um grupo aspartato e metaloproteinases
com um ion metélico Zn*, Ca®* ou Mn** (NEURATH, 1984; RICHARDSON, 1991;
TREMACOLDI e PASCHOLATI, 2004). Inibidores de serinoproteinases e
cisteinoproteinases frequentemente mostram efeitos deletérios quando ingeridos por
insetos das ordens Lepidoptera e Coleoptera, os quais incluem reducdo da
fecundidade, reducéo de peso, aumento da mortalidade e deformacdes morfolégicas
(KURODA et al., 1996; GRUDEN et al. 1997, ELDEN, 2000).

Os inibidores em plantas estdo divididos familias, tais como Kunitz, Bowman-
Birk, Batata |, Batata Il, Abdbora, Superfamilia cereal, Ragi 1-2 e Taumatina-
proteinas relacionadas a patogénese. A classificacdo dessas familias esta ligada a

homologia na estrutura primaria, massa molecular, conteddo e localizacdo das

18



cisteinas, posicéo do sitio reativo e especificidade inibitéria (Birk, 2003). As duas
familias mais comuns e melhores caracterizadas sdo Bowman-Birk e Kunitz que
atuam sobre as proteinases serinicas e sdo de ocorréncia frequente em varias
espécies de plantas e em diferentes tecidos, principalmente em Mimosoideae,
Cesalpinioideae e Papilionoideae, subfamilias de Leguminosae (MACEDO et al,
2002).

Os inibidores de proteinases do tipo Kunitz compreendem proteinas vegetais
com atividade inibitoria sobre varias enzimas proteoliticas, principalmente tripsina e
quimiotripsina. S&o encontrados largamente em Leguminosas e ja foram reportados
em outras familias como Solanaceae, Sapindaceae e Gramineae (MOSOLOV e
VALUEVA, 2005, MECEDO et al.,, 2010). Proteinases serinicas, cisteinicas e
asparticas sdo comumente inibidas por essa familia de inibidores, entretanto a
inibicdo de metaloproteinases nao tem sido reportada (KOIDE et al., 1973; LEHLE et
al., 1994; ZHOU et al., 2008). Oliva et al. (2011) elaboraram uma recente revisao a
respeito de inibidores da familia Kunitz, onde é possivel verificar que essa familia
possui um padrdo estrutural com uma Unica cadeia polipeptidica ou duas cadeias
somando cerca de 20 kDa, apresentando comumente duas pontes dissulfeto e um
anico sitio reativo. A maioria possui quatro residuos conservados de cisteina (Cys)
formando duas pontes dissulfeto, porém alguns mostram uma variacdo entre um,

dois ou mesmo nenhum residuo Cys em sua estrutura.
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Uma cadeia polipeptidica, quatro residuos de cisteina Duas cadeias polipeptidicas, quatro residuos de cisteina
c C

Cys Cys CysC

20 40 60 80 100 120 140 160 180... 20 40 60 80 100 120 140 160 180....

Duas cadeias polipeptidicas, dois residuos de cisteina Uma cadeia polipeptidica, dois residuos de cisteina

Cn___Op Cys ___Cys

20 40 60 80 100 120 140 160 180....

20 40 60 80 100 120 140 160 180....

Uma cadeia polipeptidica, um residuo de cisteina Uma cadeia polipeptidica, nenhum residuo de cisteina

Cys

20 40 80 100 120 140 160 180... 20 40 60 80 100 120 140 160 180....

Figura 1. Esquema da estrutura primaria de inibidores do tipo Kunitz de plantas,
baseado no nimero de pontes dissulfeto. SR: Sitio reativo; Cys: residuo de cisteina.
Adaptado de Oliva et al., 2010.

Os inibidores pertencentes a familia Bowman-Birk sdo polipeptideos
pequenos, com cerca de 8-10 kDa, encontrado tipicamente em Leguminosae, mas
também reportados em Gramineae, Compositae e Aliaceae (RICHARDSON, 1991;
MOSOLOV e VALUEVA, 2005). Esse tipo de proteina apresenta geralmente sete
pontes dissulfeto, 14 residuos de cysteina e dois sitios reativos, com capacidade de
inibir simultaneamente e independentemente duas moléculas de proteinase, sendo
que um dominio tem atividade inibitéria sobre proteinase do tipo tripsina e o outro
com capacidade inibitéria sobre tripsina, quimotripsina ou elastase, localizados em
extremos opostos da molécula (BODE e HUBER, 1992; GARIANI e
LEATHERBARROW, 1997; CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002). Em
monocotileddneas esses inibidores apresentam uma variacdo quanto ao peso
molecular, podendo chegar a 20 kDa, e a quantidade de residuos de cisteina,

podendo chegar a 26 residuos em uma mesma molécula.
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Os inibidores de proteinases do tipo Bowman-Birk a principio, eram
conhecidos apenas em sementes (HAMMOND et al.,, 1984), porém estudos
posteriores em milho, alfafa e arroz mostraram que esses inibidores eram expressos
em outras partes da planta, como raiz, caule e folha, quando estes 6rgdos eram
submetidos a injurias (ROHRMEIER e LEHLE, 1993; MCGURL et al.,, 1995;
RAKWAL et al., 2001).

Inibidores de proteinases ndo sao considerados diretamente téxicos para
herbivoros, porém sdo antinutricionais, pois diminuem a eficiéncia digestiva em
insetos, provocando danos ao seu desenvolvimento e fisiologia (MACEDO et al.,
2010).

Genes de inibidores de plantas séo particularmente promissores. Nos ultimos
anos, genes codificando diferentes inibidores de proteinases tém sido incorporados
no genoma de plantas economicamente importantes, como cereais, tabaco, soja e
batata a fim de se obter protecdo contra insetos-praga e fitonematoides (LEPLE et
al, 1995, URWIN et al., 1995; KOIWA et al., 1997; SCHULER et al., 1998; USSUF et
al., 2001; VOLPICELLA et al., 2003).

9. Proteases do Intestino de Insetos Lepidépteros

As proteases, encontradas geralmente na regido do intestino médio do trato
digestivo dos insetos, tém a funcdo de catalisar a hidrélise de moléculas de
proteinas ingeridas através da dieta em subunidades menores, 0os aminoacidos.

As proteases s&o subdivididas em endopeptidases (proteinases) e
exopeptidases, as quais diferem quanto ao local de clivagem na molécula de
proteina. As endopeptidades atuam nas regifes internas da cadeia polipeptidica,
enquanto as exopeptidases hidrolisam aminoacidos na extremidade C ou N terminal
da cadeia (JONGSMA e BOLTER, 1997).

Como ja& mencionado anteriormente, essas enzimas sao classificadas de
acordo com o seu mecanismo de catélise e aminoacido presente no sitio ativo, que
podem ser serinoproteinases, cisteinoproteinases, asparticoproteinases e
metaloproteinases (NEURATH, 1984; RICHARDSON, 1991; TREMACOLDI e
PASCHOLATI, 2004).
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Diferentes insetos dependem de diversas classes de proteinases para sua
digestdo, dependendo do pH do intestino (TERRA e FERREIRA, 1994). Os
lepidopteros sao conhecidos por terem pH intestinal com niveis variando de 8 a 11 e
desse modo empregam principalmente serino endopeptidases para a digestao.
Durante muito tempo, acreditava-se encontrar apenas serinoproteinases (tripsina e
quimotripsina) e aspartatoproteinase (pepsina) responsaveis pela digestdo de
proteinas em insetos (MCFARLANE, 1985). Atualmente sabe-se que algumas
ordens de insetos usualmente sequer usam serinoproteinases para digerir proteinas,
como Diptera, Homoptera e Hemiptera (WOLFSON e MURDOCK, 1990;
CHRISTELLER et al., 1992; CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002).

Em larvas de Lepidopteros, o complexo de enzimas digestivas no intestino
médio com funcéo de digerir proteinas, incluem tripsinas, quimotripsinas, elastases,
catepsinas B, aminopeptidade e carboxipeptidade. As serinoproteases sao
conhecidas por dominar a digestdo de proteinas e contribuir com cerca de 95% do
total da atividade digestiva de proteinas nesses insetos (GATEHOUSE et al., 1997).
Apesar desse complexo de proteases digestivas, usualmente encontram-se diversas
isoformas dessas proteases, por exemplo, 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).

10. Adaptacao dos insetos aos Inibidores de Proteinases

Assim como as plantas tentam garantir a continuidade da espécie através de
mecanismos de defesa contra a predacdo, os insetos por sua vez tém buscado
maneiras para se adaptarem aos inibidores de proteinases, desenvolvendo um
elaborado mecanismo de resposta geralmente bastante eficiente.

Dentro desse mecanismo de resposta, 0 inseto promove, por exemplo, a
sintese de uma grande diversidade de isoformas de enzimas digestivas. Essas
isoformas a primeira vista podem parecer desnecessarias, ja que apenas algumas
enzimas contribuem de forma significante para a digestdo. Entretanto acredita-se
que sdo elas que promovem 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. Algumas larvas possuem essa
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invejavel capacidade de alterar o seu pool de proteases complementares em
resposta a qualidade da dieta (JONGSMA et al., 1995; SRINIVASAN et al., 2006).

Além dessa diversidade de enzimas, que tém um papel fundamental na
adaptacdo, outra estratégia utilizada pelos insetos em resposta a inibidores de
proteinases € superproducdo das proteinases que estdo sendo inibidas
(BROADWAY, 1997; GATEHOUSE et al., 1997) ou pela inativacao proteolitica da
proteina toxica através das proteinases presentes no intestino médio dos insetos
(GIRI et al.,1998; MAZUNDAR-LEIGHTON e BROADWAY, 2001). Esse ultimo caso
ndo tém funcionado muito bem contra inibidores de proteinases, jA& que sé&o
proteinas altamente estaveis e de dificil degradacéo por enzimas proteoliticas.

O mecanismo molecular da resposta adaptativa de insetos a inibidores de
proteinases de plantas ainda deixa muitas davidas e entender melhor as vias de
respostas do inseto € fundamental para que se possa utilizar os inibidores de
proteinases na engenharia de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga.

11. Anagasta kuehniella (Zeller)

Anagasta kuehniella € um inseto da ordem Lepidoptera (Pyralidae), conhecida
como traca da farinha. Atacam inumeros produtos armazenados, como trigo, milho,
arroz, amendoim, farinhas, fubas e outros produtos, deixando-os, na maioria,
imprestaveis para o consumo (GALLO et al., 2002). Os adultos sdo mariposas de
coloragdo parda, com aproximadamente 20 mm de envergadura. As lagartas
possuem coloracdo esbranquicada com cabeca e apéndices castanhos, quando
completamente desenvolvidas atingem até 15 mm de comprimento. Uma fémea pde
usualmente, entre 200 e 300 ovos, porém dependendo das condicbes de
temperatura e umidade, podem chegar a 600 ovos. As lagartas tecem um casulo,
dentro dos quais se transformam em pupas. O ciclo completo é de aproximadamente
60 dias (COELHO et al, 2007).
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Figura 2. Anagasta kuehniella. (A) Ovos; (B) larva; (C) pupa; (D) inseto adulto.

12. Acacia polyphylla DC.

7z

Acacia polyphylla DC., popularmente conhecida como monjoleiro, € uma
espécie arbdrea de médio porte (15 a 20 m de altura), pertencente a familia
Fabaceae (Mimosoideae), e que ocorre naturalmente desde a regido amazénica até
o Parana, em florestas latifoliada semidecidua. E particularmente frequente nos
estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Paranad. A arvore possui copa
frondosa, proporcionando boa sombra, além de ser ornamental quando em flor. E

utilizada em arborizacdo urbana e rural. Sua madeira € apropriada para marcenaria,
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torno e obras internas, e a casca serve para curtir o couro. E uma espécie rstica e
recomendada para recuperacao de areas de preservacao permanente. Esta espécie
floresce durante os meses de dezembro a marco. A maturacdo dos frutos ocorre no
periodo de agosto a setembro com a planta praticamente despida de sua folhagem
(LORENZI, 2002).

Figura 3. Espécie Acacia polyphylla DC. (A) arvore; (B) Flores; (C) fruto e semente;
(D) madeira. Fonte: Lorenzi (2002).
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Il - Resumo

Anagasta kuehniella é um inseto-praga polifago que causa prejuizos econdmicos no
mundo todo. Esse inseto, da ordem Lepidoptera, sintetiza serinoprotease como a
principal enzima para a digestdo de proteinas. Nesse estudo, um novo inibidor de
serinoprotease foi isolado a partir de sementes de Acacia polyphylla (AcKl). Analises
mais aprofundadas revelaram que o AcKIl é formado por duas cadeias polipeptidicas
com uma massa molecular de aproximadamente 20 kDa. Os efeitos do AcKI sobre o
desenvolvimento, sobrevivéncia e atividade enzimatica das larvas de A. kuehniella
foram avaliados, através da incorporacdo do AcKl em dieta artificial. Bioensaios
revelaram a reducdo do peso larval em aproximadamente 50% com uma
concentracdo de AcKl de 0,5%. Ensaios adicionais mostraram um aumento nos
niveis de atividade enzimatica da tripsina e quimotripsina enddégenas, com uma
diminuicdo da sensibilidade dessas enzimas ao inibidor. O AcKI produz um efeito
anti-nutricional em A. kuehniella, indicando que essa molécula € uma proteina

promissora para a engenharia de plantas resistentes a este insetos-praga.

Palavras-chave: Acacia polyphylla; Inibidor do tipo Kunitz; Anagasta kuehniella,;

Inseto-praga.
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IV - Introducéo

A incidéncia de ataques de insetos-praga em culturas de importancia
econbmica é um seério problema para a producdo de alimentos, visto que perdas
devido a esses ataques podem chegar a 20% nas maiores culturas *. Sabe-se que
algumas plantas podem reduzir os danos causados por insetos e patdogenos atraves
da sintese de Inibidores de Proteinases (IPs), um grupo de proteinas de plantas que
atuam como mecanismo natural de defesa contra herbivoria % °. Esse grupo de
proteinas é abundantemente encontrado na familia Fabaceae e estdo presentes em
varios tecidos da planta, incluindo as sementes, onde podem constituir até 10% do
contetdo total de proteina *.

A familia mais representativa de inibidores de proteinases € a do tipo Kunitz,
gue sdo caracterizados por um peso molecular entre 18-22 kDa, geralmente com
quatro residuos de cisteina formando duas pontes dissulfeto e inibindo tipicamente
as enzimas tripsina e quimotripsina > ©. Assim, os IPs tém mostrado efeito inseticida
sobre diferentes insetos; e plantas transgénicas expressando IPs tém sido avaliadas
como uma estratégia alternativa para a protecéo de culturas contra insetos-praga ’,
estimulando dessa maneira a descoberta de novos IPs com diferentes atividades
biologicas. No entanto, a escolha de modelos de estudo precisa levar em conta a
fisiologia digestiva do inseto como determinante no resultado do efeito inseticida dos
IPs sobre as enzimas do intestino médio. Assim insetos da ordem Lepidoptera que
possuem serinoprotease, tripsina e quimotripsina, como as enzimas mais
representativas em sua fisiologia digestiva ® °, sdo bons candidatos para se realizar
0s bioensaios para essa classe de inibidores.

A agricultura moderna € definida pela incorporacéo de inovacgdes tecnoldgicas

para atender as demandas crescentes do mercado mundial de forma sustentavel;
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entretanto, € por meio de pesquisas basicas que novas ferramentas sdo estudadas e
finalmente aplicadas no campo.

Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera, Pyralidae, Phycitinae), a traca da
farinha do mediterraneo, é um inseto-praga polifago que se alimenta de graos
armazenados, frutas, nozes, geleias, bolos e doces, causando prejuizos econémicos
no mundo todo. Dependendo da temperatura e umidade, uma Unica fémea pode
colocar até 600 ovos °. Entretanto, antes de sugerir alternativas de controle a uma
praga especifica, é importante a realizacdo de estudos de aspecto fisiologico e
bioquimico do potencial inseticida da proteina, uma vez que respostas adaptativas
podem ser desencadeadas em insetos-praga, anulando o efeito esperado, como ja

reportado em alguns insetos-praga ' *2

. Como tal, esse estudo destina-se a
descrever a purificacdo e as propriedades bioquimicas de um novo inibidor isolado
de sementes de Acacia polyphylla (AcKl). Além disso, um completo estudo avaliando
o efeito inseticida do AcKI sobre o desenvolvimento de A. kuehniella foi realizado,

utilizando bioensaios, medicGes de parametros nutricionais, fisioldgicos e ensaios in

vivo, para mostrar o potencial do AcKI no controle dessa praga.

V - Material e Métodos

1. Materiais. As sementes de A. polyphylla foram obtidas localmente, na regido de
Trés Lagoas, no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. Alboumina sérica bovina
(BSA), tripsina pancreatica bovina, a-quimotripsina pancreatica bovina, N-benzoyl-
DL-arginine-p-nitroanilide (BAPNA), N-benzoyl-L-tyrosyl-p-nitroanilide (BTPNA),
succinyl-alanyl-alanyl-propyl-phenylalanyl-p-nitroanilide (SAAPNA), N-p-tosyl-lysine-
chloromethyl ketone (TLCK), tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK) e

reagentes para eletroforese foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA). Os
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suportes cromatograficos foram adquiridos da GE Heathcare. Todos os produtos
quimicos e reagentes usados foram de grade analitica.

2. Insetos. A colonia da traga da farinha (A. kuehniella) foi mantida em condi¢des
padrées de temperatura (28+1 °C), umidade (70+5%) e fotoperiodo (16 horas). Os
insetos se alimentaram em uma dieta constituida de gérmen de trigo e farinha
integral (3:2).

3. Purificacdo do AcKI. As sementes de A. polyphylla livres do tegumento foram
trituradas em um moinho e posteriormente delipidadas com hexano. O extrato bruto
das sementes foi obtido através da extracdo, a partir do material triturado, com
tampéo fosfato 0,1M, pH 7,6 (1:10, p/v), por duas horas, seguida pela centrifugacéo
a 10 000 g por 30 minutos. O sobrenadante foi dialisado contra agua destilada por
trés dias a 4°C, e posteriormente liofilizado. Para a purificacdo do AcKI, o extrato
bruto foi dissolvido em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,6, contendo 0,1 M de NaCl e
aplicado a uma coluna cromatografica Sephadex G-50 (2 x 50 cm) que foi
equilibrada com o mesmo tampéo. Fracdes de 3 mL foram coletadas com uma taxa
de 36 mL/h. As fracBes contendo atividade inibitéria foram agrupadas e dialisadas
durante 48 horas a 4°C e posteriormente liofilizadas. O pico que mostrou atividade
inibitéria foi aplicado em uma coluna Sepharose-tripsina (12 x 3 cm) equilibrada com
tampéo fosfato de Sodio 0,1 M, pH 7,6, contendo 0,1 M de NaCl a uma taxa de 30
mL/h. As proteinas que ficaram ligadas a coluna foram eluidas com 50 mM de HCI, e
subsequentemente dialisadas e liofilizadas. As proteinas foram detectadas através
de monitoramento da absorbancia a 280 nm.

4. Anélise em RP-HPLC do AcKI Purificado. O pico eluido da coluna Sepharose-
tripsina foi submetido a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Fase Reversa

(RP-HPLC). As amostras foram aplicadas a uma coluna C5 (Symmetric, Waters
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System) que foi previamente equilibrada com 0,1% de TFA (solvente A), seguido por
60 min de gradiente linear de 0 a 100% (v/v) de 66% (v/v) de acetonitrila em 0,1%
(v/v) de &cido triofluoracético (solvente B). As proteinas foram detectadas por
monitoramento da absorbancia a 280 nm.

5. Quantificacdo de Proteinas. O conteudo de proteinas foi determinado por
coloracdo Coomassie blue, através do método desenvolvido por Bradford **, usando
albumina sérica bovina (1mg/mL) como padrao.

6. Ensaio de Atividade Inibitoria. Os ensaios de atividade inibitoria foram
determinados através do monitoramento da atividade hidrolitica da tripsina e
quimotripsina bovina sobre os substratos, BAPNA e BTPNA, respectivamente.
Ambas as enzimas foram incubadas com AcKIl (1 mg/mL) por 10 minutos, a 37°C,
em tamp&o Tris-HCI (50 mM), pH 8,0 antes de iniciar a reacdo . Para iniciar a
reacdo, 1 mM de BAPNA ou 20 mM de BTPNA foram adicionados ao ensaio. Apds
15 minutos, a reacdo foi parada pela adicdo de 30% de &cido acético (v/v). A
liberacdo de cromoforo p-nitroanilide foi monitorada a 405 nm para ambos o0s
substratos. Controle de substratos e enzimas foram utilizados para assegurar a
validade das leituras de absorbancia da amostra.

7. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida e Focalizacado Isoelétrica. Eletroforese
em gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE, 12,5%), na auséncia
e presenca de 100 mM de dithiothreitol (DTT), foi realizada como descrito por
Laemmli *°. As proteinas foram detectadas por coloracéo de Coomassie brilliant blue
R-250 (0,1%).

A focalizacdo isoelétrica foi analisada sobre um sistema coletor (LKB) usando
solucéo de anfolina (40%, v/v) em uma escala de pH de 3,5 a 9,5, com subsequente

coloracdo com Coomassie blue G-250, de acordo com o procedimento descrito por
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Westermeier 1°

. Os inibidores foram detectados usando técnicas de coloracao
negativa, de acordo com Uriel e Berges *'.

8. Estabilidade Térmica e ao pH. Amostras de AcKl (Img/mL em 50 mM de tampé&o
Tris-HCI, pH 8,0) foram aquecidas por 30 minutos em banho-maria em varias
temperaturas (37° a 100°C) e, em seguida, foram congeladas a 0°C, e mantidas até
que fosse testado a atividade residual do inibidor na amostra. Para medir a
estabilidade frente ao pH, uma amostra de AcKl (1 mg/mL) foi diluida em igual
volume em varios tampdes (100 mM): citrato de sédio (pH 2 a 4), acetato de sodio
(pH 5), fosfato de sodio (pH 6 e 7), Tris-HCI (pH 8) e bicarbonato de sodio (pH 9 e
10). Apods a incubacdo em cada tampéo por uma hora a 37 °C, o pH foi reajustado
para pH 8,0 e a atividade inibitéria sobre a tripsina foi avaliada como descrito
anteriormente. Todos os experimentos foram analisados em triplicata e os resultados
reportados sdo a média dos trés ensaios.

9. Sequenciamento Amino-Terminal. A sequéncia amino-terminal do AcKI foi
determinada por sequenciamento direto, usando degradacdo de Edman
automatizada e um sequenciador de aminoacido PROCISE (Applied Biosystems). O
aminoécido feniltioidantoina (PTH) foi identificado em um analisador de aminoacido
(PTH) modelo 140C, baseado no tempo de retencdo. A sequéncia foi submetida a
um alinhamento automético, no banco de dados NCBI, usando o programa Blast.

10. Preparacdo do Intestino Médio. As proteases foram obtidas do intestino médio
de larvas, de acordo com o protocolo descrito por Macedo et al.*®. As larvas foram
imobilizadas em gelo e dissecadas. Os intestinos médios foram cirurgicamente
removidos e colocados em uma solucdo salina iso-osmatica, agrupados em

aliquotas de 10 intestinos que subsequentemente foram homogeneizados em 150
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mM de NaCl e centrifugados a 6 000 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
estocado a — 20 °C até o uso em ensaios enzimaticos.

11. Atividade Inibitoria do AcKl, TLCK e TPCK Sobre Diferentes Enzimas.
Tripsina e quimotripsina bovina foram incubadas com inibidores sintéticos de tripsina
(TLCK) e quimotripsina (TPCK), respectivamente, bem como com AcKl (2ug) a
37°C, em 50 mM de tampéao Tris-HCI, pH 8,0. Os substratos, BAPNA e BTPNA,
foram utilizados como descrito anteriormente. O mesmo ensaio foi realizado,
utilizando extrato de intestino médio (5 ug) de larvas do quarto instar como fonte de
enzimas, usando os substratos BAPNA e SAAPPNA, este ultimo sendo especifico
para quimotripsina de insetos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os
controles apropriados foram incluidos.

12. Efeito do AcKI Sobre o Desenvolvimento de A. kuehniella. Para examinar os
efeitos do AcKl sobre o desenvolvimento de A. kuehniella, larvas neonatas foram
alimentadas em uma dieta artificial contendo AcKI nas concentracdes de 0,5%, 1,0%
e 2,0% (p/p) até chegarem ao quarto instar. O experimento controle, sem o inibidor,
também foi realizado. Para cada tratamento, quatro larvas neonatas foram
colocadas em um frasco limpo, até um total de dez frascos, contendo entdo 40
larvas neonatas no total para cada tratamento (n=40). ApGs 22 dias de incubacéo
sob condi¢des padrdo de temperatura e umidade, o peso e o numero de larvas
sobreviventes foram determinados. Andlise de regressao linear foi usada para
avaliar a resposta de A. kuehniella as concentracdes de AcKIl. A dosagem efetiva
para 50% de resposta foi definida como a concentracdo de AcKl que apresentaram
peso larval cerca de 50% menor do que o grupo controle. Apds a escolha da
concentracdo ideal de AcKI (reducéo de peso de 50%), ensaios adicionais foram

realizados, a fim de avaliar o peso e sobrevivéncia no terceiro (16 dias), quarto (22
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dias) e quinto instar (28 dias), sob as mesmas condi¢cdes estabelecidas no primeiro
experimento. Dieta e producéo fecal foram medidas para avaliagcdo dos parametros
nutricionais. Ensaios bioquimicos com as principais enzimas presentes no intestino
médio de A. kuehniella também foram realizados.

13. Parametros Nutricionais. Foram avaliados os parametros nutricionais em larvas
de terceiro, quarto e quinto instar entre o grupo exposto a dieta com AcKI e dieta
controle. As larvas, fezes e restos de alimentos foram separados usando um
microscopio estereoscopio, e em seguida foram secos e pesados. Parametros

nutricionais de consumo, digestdo e utilizacdo do alimento foram calculados,

19 20

segundo descrito por Waldbauer e Farrar et al. O indice nutricional,
denominado eficiéncia da conversdo do alimento ingerido (ECI), eficiéncia da
conversdo do alimento digerido (ECD), digestibilidade aproximada (DA) e custo
metabdlico (CM) foram calculados como a seguir:

ECI (AB/I) x 100; ECD [AB/I - F)] x 100; DA [(I - F)/1] x 100 e CM (100 — ECD), onde

| = peso do alimento consumido, AB peso larval e F = peso das fezes produzidas
durante o periodo na dieta.

14. Zimografia em Gel de Eletroforese da Atividade das Proteases do Extrato
do Intestino Médio: As proteinas extraidas do intestino médio das larvas de A.
kuehniella foram analisadas em SDS-PAGE (12,5%) contendo 0,1% de gelatina .
Apés a corrida em gel de eletroforese a 4 °C, o gel foi lavado com 2,5% de solucéo
Triton X-100 por duas horas sob agitacdo para remover o SDS, posteriormente o gel
foi incubado com 0,1 M de tampéo Tris-HCI, pH 8,0 de 2 a 3 horas. Por ultimo, o gel

foi submetido a coloracdo com Coomassie blue R-250. As bandas de atividade

proteolitica apareceram como zonas claras contra um fundo azul.
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15. Efeito do AcKI Ingerido Sobre as Proteases do Intestino Médio. As enzimas
tripsina e quimotripsina presentes no extrato do intestino médio de larvas de A.
kuehniella (alimentadas em ambas as dietas, contendo AcKI e controle) foram
avaliadas usando o substrato BAPNA e SAAPPNA, para tripsina e quimotripsina,
respectivamente. Uma amostra de intestino médio (5 pg) foi incubada a 37°C por 10
minutos antes da adicdo do substrato para comecar a reacdo, a qual durou 15
minutos para o substrato BAPNA e 5 minutos para o SAAPPNA. A reacdao foi parada
através da adicao de 30% (v/v) de acido acético.

Para analisar a capacidade do AcKI de inibir a atividade dessas enzimas, amostras
de extrato de intestino médio foram incubadas com concentragBes crescentes de
AcKl (0 a 2 pg). Ensaios de inibicdo para tripsina e quimotripsina foram entéo
realizados, como descrito acima. Todos 0s ensaios foram realizados em triplicata.
16. Digestdo do AcKI. Para verificar a possibilidade do AcKI ser digerido pelas
enzimas digestivas do inseto, o AcKl foi incubado com 50 mM de tampéao Tris-HClI,
pH 8,0 e com as enzimas digestivas do extrato do intestino médio de larvas de
quarto instar, por 72 horas a 30°C (concentracdes iguais de extrato de intestino
médio e de AcKI). A digestao foi parada pela imersédo dos tubos em gelo. A atividade
inibitéria remanescente do AcKIl foi analisada através da inibicao da tripsina, usando
BAPNA como substrato.

17. Andlise Estatistica. Todos os dados foram examinados usando analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste a posteriori de Tukey, para analise
de peso larval e Kruskal-Wallis, para analise de sobrevivéncia de larvas. Os valores

de p < 0,05 foram considerados significativos.
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VI - Resultados e Discusséao

1. Purificacdo do AcKI. Diferentes técnicas cromatograficas foram usadas para a
purificacdo do AcKI. No primeiro passo, a filtracdo em gel separou o extrato bruto em
dois grupos principais (Fig. 1A), onde apenas o0 segundo pico (segundo grupo)
mostrou atividade inibitéria contra tripsina. No segundo passo, esse segundo pico da
filtracdo em gel foi submetido a cromatografia de biofinidade e o pico eluido com HCI
50 mM da coluna exibiu atividade inibitéria contra tripsina (Fig. 1B). O inibidor
purificado pela coluna de afinidade foi submetido ao RP-HPLC. Usando um
gradiente linear de tampao B, a presenca de quatro principais picos foi observado,
com um tempo de retencao similar (Fig. 1C), sugerindo a presenca de isoinibidores,
como reportado para outros inibidores do tipo Kunitz ® %°.

A analise em SDS-PAGE (12,5%) revelou que uma Unica proteina foi purificada,
mostrando um peso molecular aproximado de 20 kDa sob condi¢cées nédo reduzidas
(Fig. 1D). Essa proteina, denomidada AcKI, foi submetida a maiores estudos para
caracterizacbes adicionais. Apesar do AcKI apresentar uma Unica banda sob
condi¢cbes néo reduzidas, o tratamento do AcKl com DTT demonstrou a presenca de
duas bandas de massas moleculares distintas, indicando que essa molécula possui
duas cadeias polipeptidicas (Insert, Fig.1A). Outros IPs isolados do género Acacia
possuem massa molecular entre 18 a 22 kDa: A. elata ~20 kDa %, A. siberiana ~19
kDa %, A. confusa ~21 kDa ?*, A. victoriae ~18.3 kDa °, A. plumosa ~20 kDa ?°, and
A. senegal 18-22 kDa 2°. Além disso, a presenca de duas cadeias polipeptidicas
parece ser outra caracteristica entre os inibidores desse género, como também
acontece em outros inibidores da subfamilia Mimosoideae.

A andlise da focalizac&o isoelétrica do AcKI, mostrou a presenca de quatro bandas

com escalas de pls entre 6,5 e 5,85 (Fig. 1E), confirmando a ocorréncia de
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isoinibidores. Inibidores de proteases podem apresentar variadas formas
moleculares e diferentes valores de pl *, entretanto a maioria dos inibidores do tipo
Kunitz sdo acidos' *°. A existéncia de isoformas na natureza, possivelmente esta
relacionada com o sinergismo entre elas para garantir a sobrevivéncia da planta, *ja
que as tentativas de adaptacédo para neutralizar os efeitos de proteinas téxicas por
parte dos insetos sdo em grande parte bem sucedidas.

2. Estabilidade Térmica e ao pH. Os inibidores Kunitz frequentemente tém
demostrado caracteristicas de tolerancia a altas temperaturas e sobre uma larga
variacdo de pH 23! Ensaios in vitro com 1 pg de AcKI revelaram que o inibidor
mantém a atividade inibitéria mesmo depois de incubado a temperaturas acima de
90 °C, como mostrado na Figura 2 A. Do mesmo modo, a incubacédo do AcKI, na
concentracdo de 1 pug, em uma escala de pH de 2 a 10 também pareceu ndo afetar
sua atividade inibitoria (Fig. 2B). Todavia quando se reduz a concentracédo de AcKI
para 0,1 pg no ensaio, a proteina perde significativamente sua atividade a partir de
60°C (Fig. 2C). E da mesma forma que para estabilidade térmica, em baixa
concentracdo de AcKI (0,1 pg), a estabilidade da molécula é afetada, mantendo
atividade apenas proximo ao pH 8 (Fig. 2D).

3. Sequenciamento Amino-Terminal. O pico IV (AcKIl), obtido através do RP-HPLC
(Fig. 1C), foi submetido a analise de sequéncia amino-terminal, e mostrou homologia
com inibidores da familia Kunitz. A Tabela 1 mostra a comparacdo da sequéncia
entre AcKI e alguns inibidores Kunitz com identidade acima de 75%, tais como

3234 & Psophocarpus tetragonolobus *° .

inibidores de Glycine max
4. Atividade Inibitéria do AcKI. A atividade inibitéria do AcKI sobre a tripsina e
guimotripsina de A. kuehniella e a de origem bovina foram analisadas. O AcKI

demonstrou uma inibicdo mais forte sobre a tripsina, do que sobre a quimotripsina
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(Fig. 3). Esse perfil é caracteristico da maioria dos inibidores Kunitz que apresentam
inibicdo contra tripsina e quimotripsina; geralmente inibem essa ultima em menor
grau, tal fato acontece, por exemplo, com inibidor de tripsina de A. elata %% A.
confusa (ACTI) ?*: Enterolobium contortisiliquum (ECTI) %, Peltophorum dubium
(PDTI) 3, Archidendron ellipticum (AeTI) *%; Cesalpinea bonduc (CbTl) °; A. plumosa
(ApTI) . O AcKI foi mais efetivo em inibir a tripsina comercial do que tripsina de A.
kuehniella, assim 1,5 pg de AcKI inibiu cerca de 98% da atividade da tripsina
comercial, enquanto a mesma concentracao de inibidor inibiu aproximadamente 80%
da atividade tripica de A. kuehniella. Essa preferéncia de inibidores Kunitz por
tripsina de vertebrados, em vez de tripsinas de insetos, ja4 foi reportado
anteriormente por Macedo et al **. Outro inibidor de tripsina isolado de sementes de
Pithecelobium dumosum, se comporta de maneira similar, inibindo cerca de 98% de
tripsina bovina, enquanto na mesma concentracdo inibiu cerca de 90% da atividade
tripsina de A. kuehniella *’. Estudo com AeTl e SKTI, também mostraram um menor
grau de inibicdo de tripsinas de Spodoptera frugiperda, quando comparada com a
inibicao de tripsina bovina *. Esse comportamento tem sido estudado por diferentes
autores e o entendimento geral € que durante a co-evolugéo de insetos e plantas, os
insetos desenvolveram sobre suas tripsinas um aumento da hidrofobicidade em seu
sitio reativo, fazendo com que a interacdo com os sitios reativos hidrofilicos de IPs
fosse mais fraca, um mecanismo de adaptacdo para a resisténcia de insetos a IPs>%.
A inibicdo das enzimas digestivas de A. kuehniella por inibidores sintéticos de
tripsina (TLCK) e quimotripsina (TPCK) foram avaliadas em enzimas do intestino
médio de larvas de quarto instar (Fig. 4). Quando adicionado in vitro extrato do
intestino médio de A. kuehniella, o TLCK inibiu completamente a atividade da

tripsina, enquanto o TPCK ndo inibiu a atividade da quimotripsina. Sob as mesmas
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condicbes, o AcKI inibiu cerca de 90% e 30% da tripsina e quimotripsina,
respectivamente, reafirmando que o AcKI inibe quimotripsina mais fracamente.

Estudos anteriores tém mostrado a inibicdo de quimotripsinas de insetos pelo TPCK

39 40

em Galleria mellonella e Ostrinia nubilalis ™, entretanto nenhum efeito foi

42 43

observado em Heliothis virescens **, Spodoptera littoralis **, Manduca sexta *,

5

Bombyx mori **, Helicoverpa zea * e Spodoptera frugiperda “°. De acordo com

Lopes et al. *°

, as quimotripsinas de insetos pertencentes a outras ordens, que néo
Lepidoptera sdo inativadas por TPCK, enquanto dentro da ordem Lepidoptera, essa
inibicdo é variavel. A maioria dos insetos dessa ordem possuem quimotripsinas
caracteristicas, com um aminoacido translocado que pode resultar na reducdo do
acesso do substrato ao sitio ativo da enzima devido a um impedimento estérico.
Outra possibilidade € que a troca na proximidade do His 57 em quimotripsinas de
lepidopteros podem afetar os valores de pKa, diminuindo a reatividade do His 57
com cetonas e outros reagentes **. Essa possivel translocacdo do aminoacido pode
ser uma adaptacdo a pressdo de selecdo devido a um habito alimentar generalista,
como é o caso de A. kuehniella.

5. Efeito do AcKI Sobre o Desenvolvimento de Larvas de A. kuehniella. O efeito
do AcKI sobre o desenvolvimento de larvas de A. kuehniella foi monitorado através
da alimentacdo da larva em uma dieta contendo AcKl (de 0 a 2%) com analise de
peso e numero de sobreviventes em larvas de quarto instar. A média do peso de
larvas alimentadas em dieta controle foi 9 mg e em larvas alimentadas em dieta
contendo 0,5% de inibidor foi 4,4 mg, ou seja uma reducéo de cerca de 50% (dados
nao mostrados). Essa concentragdo de 0,5% de AcKI foi definida como sendo 6tima

para os futuros testes, como a analise de peso e sobrevivéncia em larvas de

terceiro, quarto e quinto instar (Fig 5 A e B). As larvas alimentadas na dieta contendo
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AcKIl mostraram uma diferenca significante de peso (p < 0,05), reduzindo cerca de
53% no terceiro instar, 48,5% no quarto instar e 43% no quinto instar, quando
comparadas com as respectivas larvas alimentadas em dieta controle. Quando
alimentadas em uma dieta contendo 0,5% de AcKI, a sobrevivéncia larval nédo
variou, com excecdo de larvas de terceiro instar, que mostraram uma reducéo
significativa na sobrevivéncia (p < 0,05), de 22%.

Dentre os inibidores de tripsinas de sementes de Acacia que foram anteriormente
estudados, AsPI (Inibidor de tripsina de A. senegal) mostrou atividade inseticida
sobre Helicoverpa armigera (Lepidoptera), afetando o desenvolvimento larval desse
inseto 2°. A concentracéo de AcKl usada em nosso estudo (0,5%) corresponde aos
niveis naturais em sementes de leguminosas e foi similar ao usado em experimentos
desse tipo por outros autores *" “®, Os parametros nutricionais ilustrados na Tabela
2, mostraram que as larvas que se alimentaram com AcKI, tiveram uma menor
eficiéncia na conversao do alimento ingerido (ECI), justificando o baixo peso larval.
O custo metabdlico (CM) e a digestibilidade aproximada (DA) em larvas alimentadas
com o AcKIl foram maiores, indicando que uma consideravel porcentagem do
alimento metabolizado € usada para a manutencao de processos vitais e uma menor
porcdo € usada para ganho de massa. As larvas de A. kuehniella que ingeriram
cronicamente 0,7% de PFTI (Inibidor de Tripsina de Plathymenia foliolosa) tiveram o
mesmo comportamento *°.

6. Efeito do AcKI sobre as Enzimas Digestivas. A atividade proteolitica das
enzimas tripsina e quimotripsina das larvas de A. kuehniella que foram alimentadas
cronicamente com AcKI foram mensuradas utilizando BAPNA e SAAPPNA como
substrato, respectivamente. No grupo controle, em relagéo a atividade da tripsina,

houve um pico no quarto instar, decrescendo no quinto (Fig. 6); enquanto para
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quimotripsina, uma alta atividade comecou no terceiro instar e decresceu nos
instares subsequentes (Fig. 7). O quinto instar € o ultimo estagio antes do
empupamento, onde a larva ndo se alimenta mais, logo ndo necessita de enzimas
digestivas, 0 que justifica a reducao da atividade proteolitica observadas em larvas
controle. Entretanto, esse perfil ndo se repetiu em larvas que se alimentaram com
AcKI. No quinto instar, ambas as enzimas, tripsina e quimotripsina apresentam um
aumento em suas atividades (Fig. 6 e 7), sugerindo que mais enzimas estdo sendo
sintetizadas pelas larvas de A. kuehniella em resposta ao AcKl na dieta. Avaliacdes
bioquimicas e evidéncias moleculares indicam que alguns insetos tentam se adaptar

a presenca de inibidores de proteinases através da superproducdo de proteases

12, 48 50, 51, 52

nativas ou pela sintese de isoenzimas , 0 que estd em concordancia com
o aumento das atividades da tripsina e quimotripsina observadas nesse caso.
Aparentemente ndo houve troca no perfil enzimético e visualmente nenhuma forma
variante de enzima foi observada através da andlise da Zimografia em gel de
eletroforese (Fig. 8), porém é possivel observar um aumento das proteinases nativas
no quinto instar larval, corroborando os resultados encontrados para as analises
bioguimicas da tripsina e quimotripsina. A atividade proteolitica de ambos o0s
tratamentos foram avaliadas ap6s a incubacdo in vitro com concentracdes
crescentes de AcKI. No terceiro instar, a inibicdo das enzimas tripsina (Fig. 9 A) e
quimotripsina (Fig. 9 D) foi proporcional a adigdo de AcKI. Um perfil de inibicao
similar foi observado no quarto instar para tripsina (Fig. 9 B) e quimotripsina (Fig. 9
E). Entretanto, no quinto instar larval, observou-se um decréscimo na atividade
inibitéria em larvas alimentadas com AcKI para ambas as classes de enzimas (Fig. 9

C e F). Essa alteracao no perfil de inibicdo indica que o pool de enzimas de A.

kuehniella adquiriram algum grau de insensibilidade ao AcKl. Claramente, os insetos
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responderam a dieta tentando se adaptar aos efeitos negativos do inibidor. Estudos
anteriores tem mostrado que larvas de A. kuehniella n&o adquiriram insensibilidade
quando expostas a PFTI *° e ApTl 8. No entanto, deve-se levar em consideracao
que insetos-praga podem responder a presenca de IPs de diferentes maneiras.
Outra possibilidade € que a troca na sensibilidade das enzimas do intestino médio
ocorra apenas no ultimo instar larval. Assim, como os estudos anteriores analisaram
apenas o quarto instar larval, é possivel que os autores ndo tenham observado esse
efeito. Sabe-se que essa estratégia de adaptacao, através da inducdo da producao
de isoenzimas insensiveis aos IPs, é utilizada pelos insetos ** *2. Outros autores ja
reportaram que em resposta ao consumo de inibidores de tripsina ou quimotripsina
na dieta, alguns lepidopteros como Helicoverpa zea, Agrotis ipsilon, Spodoptera
exigua e Spodoptera frugiperda, sintetizaram novas isoenzimas insensiveis aos IPs
testados 24> °1,

7. Digestao do AcKIl. Apés a incubacéo por até 72 horas a 30 °C, do AcKIl com
extrato de intestino médio de larvas controle, e de larvas alimentadas com AcKl, a
digestibilidade in vitro foi analisada através do monitoramento da atividade residual
da tripsina (Fig. 10). O AcKI foi resistente a digestdo por até 24 horas de incubacéo
e manteve a inibicdo da tripsina em ambos os extratos de intestino médio. Todavia,
apos 24 horas de incubacdo, as enzimas dos intestinos médios controle, sem a
adicdo de AcKI (controle negativo) naturalmente perderam sua atividade enzimatica,
desse modo, foi considerado o tempo de digestdo até esse ponto. Baseado nesse
resultado, verificou-se que as enzimas presentes em ambos 0s tratamentos foram
incapazes de digerir o AcKl durante as primeiras 24 horas. Resisténcia a digestéo é
um importante pré-requisito para uma proteina exercer efeito inseticida. Muitas

proteinas toxicas com atividade inseticida sdo resistentes a degradacao por enzimas
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digestivas, como por exemplo, Talisin, uma proteina inseticida com atividades de
lectina e propriedades de inibidor de proteinase de sementes de Talisia sculenta >*
54.

Esse estudo trouxe a purificacdo e caracterizagdo de um novo inibidor do tipo Kunitz,
com potencial inseticida sobre A. kuehniella em baixas concentragdes. Efeitos de
reducdo de peso e efeitos negativos sobre a fisiologia, como o aumento da sintese
das enzimas inibidas, foram observados, bem como a alteracdo de parametros
nutricionais. Nossa hipotese é que devido a superproducdo das enzimas que foram
inibidas, houve um déficit de energia e de aminoacidos para outras vias metabdlicas,
igualmente essenciais ao desenvolvimento do inseto. Apesar dos efeitos
antinutricionais e da tentativa de adaptacdo através da producdo de isoenzimas
insensiveis, o inseto ndo foi capaz de degradar o inibidor por meio das enzimas
digestivas. Dessa maneira o AcKIl se mostra uma proteina inseticida com um bom
potencial biotecnolégico a ser melhor estudado, para que possa ser aproveitado na

engenharia de plantas resistentes a insetos-praga.

VII - Abreviagbes Usadas: BAPNA - N-benzoyl-DL-arginine-p-nitroanilide; BTPNA -
N-benzoyl- L-tyrosyl-p-nitroanilide; SAAPPNA - Succinyl-alanyl-alanyl-propyl-
phenylalanyl-p-nitroanilide; TLCK - N-p-tosyl-lysine chloromethyl ketone; TPCK -
tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone; DTT - dithiothreitol; BSA — albumina

sérica bovina.
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Tabelas

Tabela 1. Alinhamento comparativo da sequéncia N-terminal de inibidores da
familia Kunitz conhecidos. Tl p20, KTl e p20 1: inibidores de tripsina de Glycine max;
WTI 1A e WTI 1B: inibidores de tripsina de Psophocarpus tetragonolobus. Residuos

idénticos estdo em blocos sombreados.

Identidade

(%)
Acki QVFDTEGNGI RNGGTYY Il LPDRWGKG
Tl p20 VEDTEGNPIRNGGTYYVLPVI RGKG 80
KTI VFDTEGNPIRNGGTYYVLPVI RGKSG 80
p20 1 VEDTEGXSIRNGGTYYVLPVIRGKSG 76
WTI 12 DSEGELVRNGGTYYLLPDRW 75
\]/_\gl DSEGELVRNGGTYYLLPDRW 75

Tabela 2. Parametros nutricionais de larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta
artificial contendo 0,5% de AcKI e em dieta controle, com AcKI. Abreviacdes: ECI:
eficiéncia da conversdo do alimento ingerido; ECD: eficiéncia da conversdo do

alimento digerido; DA: digestibilidade aparente; CM: custo metabdlico.

Parametros Terceiro instar Quarto instar Quinto instar

nutricionais Controle  AcKI05%  Controle  AcKI05%  Controle  AcKI0,5%
ECI (%) 68+05a 44+05b 6,2+0,3a 43+05b 76+02c 49+09b
ECD (%) 87+x11a 48+07b 74+04a 50+0,7b 9,7+0,3cC 57+10b
DA (%) 78,2+51a 93,3+4,7b 843+09c 87,7+25hbd 776+11a 859+1,0d
CM (%) 91,3+1,1a 952+0,7b 926+04a 951+07b 90,3+0,3a 943+10b

Médias contidas na mesma linha apresentando letras iguais ndo possuem diferenca significativa
(Teste de Tukey, p < 0,05).
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Figura 1. (A) Filtracdo em gel (Sephadex G-50) do extrato de sementes de A.
polyphylla. O segundo pico contem atividade inibitéria da tripsina; insert: analise em
SDS-PAGE do extrato bruto (1), pico com atividade antitriptica da Sephadex G-50
(2) e AcKI parcialmente purificado, obtido do segundo pico da Sephadex G-50,
reduzido com 0,1M de DTT (3), (M) marcadores moleculares. (B) Cromatografia de
afinidade Seprarose-Tripsina do pico com atividade antitriptica obtido da Sephadex
G-50. (C) Perfil de eluicdo para o fracionamento do RP-HPLC (coluna de
hidrofobicidade C5) do AcKIl e (D) analise em SDS-PAGE dos quatro principais picos
(1, 11, 111, 1IV) do RP-HPLC. (E) Focalizag&o isoelétrica do AcKI.

69




100 - & & . :C]

-4
"
i

5

(-]

Atividade Inibitaria do AcKl [3:)
0 )
Atividade Inibitaria do AcKl {3}
4

50 60 70 80 90 100

£
(=]

37 40 50 &0 7O ED 20 100

Temperatura (*C} Temperatura [*C}
(B) (D)
FWD z 1 *
% %
oL L TH-
P 75 L]
- 2 $ o
£ 50 5 s %o .
5 5
s 25 p
g _I%' 25 -
m
=l =l o
2 0 8 ol . . *
2 2 3 4 5 6 7 8 9 10 < 2 3 4 5 6 7 8 @ 10
pH pH

Figura 2. Estabilidade do AcKl. (A) Estabilidade térmica do AcKI, na concentracéo
de 1 pg apo6s incubacdo durante 30 minutos nas temperaturas indicadas. (B)
Estabilidade ao pH do AcKl, na concentracdo de 1 pg, apoés incubacdo nos pHs
indicados, a 37°C. (C) Estabilidade térmica do AcKlI, na concentracdo de 0,1 pug apos
incubacdo durante 30 minutos nas temperaturas indicadas. (D) Estabilidade ao pH
do AcKI, na concentracdo de 0,1 pug, apos incubacéo nos pHs indicados, a 37°C. A
atividade inibitéria residual da tripsina foi mensurada usando BAPNA como

substrato.
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Figura 3. Inibicdo das enzimas digestivas de A. kuehniella e enzimas bovinas
usando os substratos sintéticos, BAPNA para tripsina, BTPNA para quimotripsina
bovina e SAAPPNA para quimotripsina de A. kuehniella. Todos os valores
representam a media de triplicatas.
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Figura 4. Inibicdo da tripsina e quimotripsina do intestino médio de A. kuehniella
pelo AcKl e por inibidores sintéticos, TLCK (inibidor de tripsina) e TPCK (inibidor de

quimotripsina).
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Figura 5. Efeito da dieta artificial contendo 0,5% de AcKI sobre o desenvolvimento
de larvas de A. kuehniella de terceiro, quarto e quinto instar. (A) Peso larval;, ndo
houve diferenca significativa apenas entre os tratamentos no terceiro instar (p <
0,05, teste de Tukey); insert: fotografia de larvas de A. kuehniella: (1, 3, 5) larvas de
terceiro, quarto e quinto instar, respectivamente, alimentadas em dieta controle; (2,
4, 6) larvas de terceiro, quarto e quinto instar, respectivamente, alimentadas em
dieta contendo AcKI. (B) Sobrevivéncia; houve diferenca significativa apenas entre

os tratamentos no terceiro-instar (p < 0,05, teste de Kruskal-Wallis).
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Figura 6. Atividade proteolitica da tripsina no extrato de intestino médio em larvas de

terceiro, quarto e quinto instar, usando BAPNA como substrato.

0.08
—+— (Controle
L 0.07
g == ACK] 0,5%
"E 0.06
E 0.05 ™,
< AN
£ om \\\ ‘%,
o
“g 0.02 F“f HH
S am
o
Terceiro instar Cwarto instar Cwinto instar

Figura 7. Atividade proteolitica da quimotripsina no extrato do intestino médio em

larvas de terceiro, quarto e quinto instar, usando SAAPPNA como substrato.
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Figura 8. SDS-PAGE contendo 0,1% de gelatina. (1) Extrato de intestino médio de
larvas de terceiro instar alimentadas em dieta controle; (2) extrato de intestino médio
de larvas de terceiro instar alimentadas em dieta contendo 0,5% de AcKI; (3) extrato
de intestino médio de larvas de quarto instar alimentadas em dieta controle; (4)
extrato de intestino médio de larvas de quarto instar alimentadas em dieta contendo
0,5% de AcKI; (5) extrato de intestino médio de larvas de quinto instar alimentadas
em dieta controle; (6) extrato de intestino médio de larvas de quinto instar
alimentadas em dieta contendo 0,5% de AcKI. A atividade proteolitica aparece como
uma zona clara contra um fundo azul escuro. As setas, de baixo para cima,
representam o peso molecular aproximado de 18 kDa, 34 kDa and 66 kDa,

respectivamente.
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Figura 9. Inibicdo pelo AcKI da atividade proteolitica do extrato de intestino médio
de larvas de terceiro (A e D), quarto (B e E) e quinto instar (C e F) alimentadas em
dieta artificial contendo 0,5% de AcKI e larvas alimentadas em dieta controle. A
atividade proteolitica da tripsina foi ensaiada usando BAPNA como substrato, e da
quimotripsina, usando SAAPPNA como substrato. Os valores representados séo as

médias de triplicata.

75



- —=— Controle

£ w04 o= AcKl 0,5%

p h

E Y

s \

- - \,\

= = | \

- Ve

k- YN

S sod N

b= Voo

w |1 "\

o 5 1.

=5 - |

[T -h“'*-t::ﬁq"““-é-,___ .

E ““—H#_j_f‘——ﬁ—_ﬁ=—¥

=

E I:I T T T T T T L
0 05 1 2 3 & 16 2

Tempo (h)

Figura 10. Inibicdo da atividade residual da tripsina de A. kuehniella, apds incubacéo
com AcKIl durante 24 h a 30°C. No grafico, pontos fechados e abertos
representados, correspondem a atividade triptica do intestino médio de larvas
alimentadas em dieta controle e dieta contendo 0,5% de AcKI, respectivamente.
Cada ponto representa a meédia de triplicata.

76



X - CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo, um novo inibidor de protease foi purificado, apresentando as
caracteristicas comuns aos inibidores do tipo Kunitz. Seu potencial inseticida foi
avaliado através de bioensaios que revelaram um efeito evidente de reducdo de
peso em larvas de A. kuehniella em baixas concentracdes de inibidor. Outros efeitos
sobre a fisiologia foram observados, incluindo efeitos negativos sobre os parametros
nutricionais, possivelmente devido ao aumento da sintese enzimatica em resposta a
dieta contendo AcKI. Provavelmente a superproducdo das enzimas do intestino
médio inibidas pelo AcKI, levou a uma alta demanda energética e de aminoacidos
para 0 organismo, o que prejudicou o desenvolvimento larval, provocando a
estagnacdo do crescimento e a mortalidade de larvas, observadas no presente
estudo. As enzimas do intestino médio de A. kuehniella foram incapazes de digerir o
inibidor, sugerindo que essa é uma proteina que tem um efeito anti-nutricional sobre
A. kuehniella e um alto potencial biotecnolégico.

Como perspectiva futura, € interessante testar o efeito do AcKl sobre outros
insetos-praga, a fim de avaliar o seu efeito inseticida e conhecer outros perfis de
resposta a esse inibidor.

O controle de pragas na agricultura moderna esta passando por um tipo de
revolucdo. Esta se afastando cada vez mais da dependéncia a pesticidas aplicados
exogenamente e se aproximando de métodos menos prejudiciais ao meio ambiente.
Essa mudanca tem sido provocada devido a um conjunto de fatores, como pressao
dos consumidores, fatores econdmicos (agrotoxicos tem um alto custo para
produtores) e altos niveis de resisténcia aos agrotéxicos comumente utilizados
(GATEHOUSE, 2002). Neste contexto, ganha espago estratégias biotecnoldgicas de

controle, como plantas transgénicas expressando proteinas entomotéxicas. Dessa
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forma, convém ressaltar, a ampla utilizacdo em campo, de culturas geneticamente
modificadas, apresentando a protoxina Bt de Bacillus turingiensis, que confere
resisténcia a pragas. Com isso abre-se a possibilidade de explorar o potencial
biotecnolégico de toda a gama de mecanismo de defesa de plantas, para além da
exploracdo da toxina bacteriana (GATEHOUSE, 2002).

Como ja citado nesse trabalho, em 1987, Hilder e colaboradores obtiveram a
primeira planta transgénica que expressava um gene de inibidor de proteinase. Eles
construiram uma planta de tabaco contendo o gene que codifica pra o inibidor de
proteinase serinica de feijao-de-corda (Vigna unguiculata). Essas plantas que séo
susceptiveis ao inseto Heliothis verescens adquiriram altos niveis de resisténcia a
este e, em estudos subsequentes, plantas resistentes foram obtidas contra insetos
Lacanobia oleracea e Otiorhynchus sulcatus (GATEHOUSE e GATEHOUSE, 1998).
Desde entdo, muitas outras plantas de interesse comercial foram transformadas,
com éxito, utilizando-se genes de inibidores de proteinases. Algumas delas sé&o

apresentadas na tabela abaixo.
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Tabela 1. Plantas transgénicas expressando genes para inibidores de proteinases.

PLANTA GENES INSETOS
CpTI Heliothis virescens
Pot PI Il Lepidoptera
Tabaco
CpTl Heliothis virescens
NaPlI Helicoverpa punctigera
Batata CpTl Lacanobia oleracea
Tomate Pot PI | HencoverPa armigera
Pot Pl II Teleogryllis commodus
CpTI Sesamia inferens
Arroz , )
Pot PI I Chilo supressalis
Morango CpTI Otiorhynchus sulcatos
Alface Pot Pl I Teleogryllus commodus
OcC-l Coleoptera
Canola cli Lepidoptera, Diptera
Maca CpTl Cydia pomenella
] OC-l
Alamo Chrysom-e!a fremulae
Cll Lepidoptera

CpTI: Inibidor de Tripsina de Feijdo-de-Corda; Pot PI II: Inibidor de Proteinase | de
Batata; Pot PI Il: Inibidor de Proteinase Il de Batata; NaPI: Inibidor de Protease de
Nicotiana alala; OC-I: Inibidor de Cisteina de Arroz; Cll: Inibidor de Protease Serinica

de Soja. Fonte: http://www.biotecnologia.com.br/revista/biol1/resisten.pdf

Além disso, h& poucos estudos sobre inibidores de proteinases provenientes
da nossa flora, apesar da riqueza de espécies vegetais encontradas no Mato Grosso
do Sul. Considerando que essas proteinas sao importantes para 0 mecanismo de
defesa da planta contra insetos, fungos e nematdides, convém ressaltar a
importancia de estudos sobre a descricdo de técnicas que possibilitem o isolamento

desses produtos (PAES et al., 2002). A descoberta de proteinas vegetais com
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potencial inseticida contribui para valorizacdo das potencialidades da flora do

Centro-Oeste.
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