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RESUMO

Dantzger, M. Inibidor de proteinase do tipo Bowman-Birk isolado de sementes de Clitoria fairchildiana
(Fabaceae): caracterizagao e atividade biolégica sobre Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica, 2014. Tese
de doutorado — Programa de Pés-graduacdo em Biologia Funcional e Molecular (Bioguimica). Instituto de
Biologia, UNICAMP — SP, Brasil.

Os inibidores de proteinases ou peptidases extraidos de plantas tém se mostrado
promissores como um método alternativo no combate aos insetos-pragas. Neste estudo, um
inibidor de peptidase foi isolado de sementes de Clitoria fairchildiana (Papilionoideae),
denominado CFPI, caracterizado funcional e estruturalmente e sua atividade inseticida foi
avaliada. CFPI foi purificado por exclusdo molecular, seguido por coluna de interacédo
hidrofébica e apresentou um pico majoritario com atividade inibitéria apds ter sido submetido
a filtragcdo com alta resolucdo. Estudos cinéticos realizados com CFPI purificado mostraram
uma atividade inibitéria do tipo competitiva contra tripsina e quimotripsina bovinas, com uma
estequiometria de inibicdo de 1:1 para ambas as enzimas. A constante de inibicdo de CFPI
contra tripsina e quimotripsina bovinas foram 3,3 x 10% e 1,5 x 1019 M, respectivamente,
revelando uma forte capacidade de ligacéo. Eletroforese em SDS-Page mostrou que CFPI
possui uma unica cadeia polipeptidica, com uma massa molecular aparente de 15 kDa, sob
condigbes n&o redutoras. Entretanto, o inibidor apresentou uma massa acurada de 7973
Daltons determinada por MALDI-TOF, sugerindo que CFPI forme dimeros em solugao.
Essa caracteristica, aliada a estequiometria de inibicdo para tripsina e quimotripsina, a
constante de inibicdo (Ki) para ambas as enzimas e ao sequenciamento e alinhamento N-
terminal, permitiram classificar CFPl como membro da familia Bowman-Birk de inibidores. O
inibidor manteve-se estavel ao aquecimento progressivo por 30 min a cada temperatura,

variando de 37 até 100 °C e a analise de dicroismo ndo mostrou mudancas no espectro a
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207 nm apds aquecimento a 90 °C e subsequente resfriamento. Além disso, CFPI mostrou
atividade sobre uma ampla faixa de pH (2-10). Em contraste, a redu¢cado de CFPI com DTT
resultou em perda de atividade inibitéria contra tripsina e quimotripsina. CFPI exibiu atividade
inibitéria consideravel contra enzimas tripsinas de Anagasta kuehniella (76%), Diatraea
saccharalis (59%) e Heliothis virescens (49%). Suas propriedades inseticidas foram
confirmadas a partir do impacto negativo causado no crescimento de A. kuehniella e

C. cephalonica. O inibidor exerceu efeito antinutricional sobre A. kuehniella tanto na geracao

Fo como em Fi.

Palavras-chave: Fabaceae, inibidor de peptidase, inibidor Bowman-Birk, intestino médio,

insetos pragas.

viii



Miriam Dantzger — Tese de Doutorado

ABSTRACT

Dantzger, M. Bowman-Birk proteinase inhibitor isolated from Clitoria fairchildiana (Fabaceae) seeds:
characterization and biological activity on Anagasta kuehniella and Corcyra cephalonica, 2014. Ph.D. Thesis —
Graduate Program in Biochemistry. Biology Institute, UNICAMP — SP, Brazil.

Proteinase inhibitors isolated from plants have shown a promising alternative method
against insect pests. In this study, a proteinase inhibitor was isolated from Clitoria
fairchildiana seeds (CFPI). CFPl was functional and structurally characterized and its
insecticidal activity was evaluated. CFPI was purified by molecular exclusion, following by
hydrophobic interaction column and showed a majoritarian peak with inhibitory activity after
high resolution gel filtration column. Kinetic studies of the purified inhibitor showed a
competitive—type inhibitory activity against bovine trypsin and chymotrypsin, with an inhibition
stoichiometry of 1:1 for both enzymes. The inhibition constants against trypsin and
chymotrypsin were 3.3 x107'0 and 1.5 x 10719 M, respectively, displaying a tight binding
property. SDS-PAGE showed that CFPI has a single polypeptide chain with an apparent
molecular mass of 15 kDa under non-reducing conditions. However, MALDI-TOF analysis
demonstrated a molecular mass of 7.973 Da, suggesting that CFPI forms dimers in solution.
This feature, combined with the stoichiometry of inhibition for trypsin and chymotrypsin, the
inhibition constant (Ki) for both enzymes and the N-terminal sequencing, allowed classifying
CFPI as a member of Bowman-Birk family inhibitors. CFPI| remained stable to progressive
heating for 30 min to each temperature range of 37 up to 100 °C and CD analysis exhibited
no changes in spectra at 207 nm after heating at 90 °C and subsequent cooling. Moreover,
CFPI was active over a wide pH range (2-10). In contrast, reduction with DTT resulted in a

loss of inhibitory activity against trypsin and chymotrypsin. CFPI also exhibited significant
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inhibitory activity against larval midgut trypsin enzymes from Anagasta kuehniella (76%),
Diatraea saccharalis (59%) and Heliothis virescens (49%). Its insecticidal properties were
further analysed by bioassays and confirmed by negative impact on growth of A. kuehniella
and C. cephalonica. The inhibitor exhibited antinutritional effect on A. kuehniella in the Fo and

F1 generations.

Keywords: Fabaceae, peptidase inhibitor, Bowman-Birk inhibitor, midgut, insect pests.
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Inibidor tripsina/quimotripsina de black-eyed peas
Inibidor de proteinase de Clitoria fairchildiana
Inibidor de tripsina de feijao de corda
Dicroismo circular

Inibidor de tripsina de Delonix regia
Ditiotreitol

Inibidor de Tripsina de Entada acaciifolia
N-glutaril-L-fenilalanina p-nitroanilida

Inibidor de proteinase de Horse gram
Intestino médio

Inibidor de peptidase

Constante de inibicao

Constante de Michaelis-Menten

Inibidor Bowman-Birk de Lupinus albus
Inibidor de tripsina de feijdo lima

Inibidor de tripsina de Plathymenia foliolosa
Inibidor de proteinase de Red gram

Reacédo em Cadeia da Polimerase-Tempo Real

N-succinil-Alanina-Alanina-Prolina-Fenilalanina-p-nitroanilida

Inibidor Bowman-Birk de soja

Dodecil sulfato de sédio

Inibidor de tripsina Kunitz de soja
Inibidor de proteinase de soja

Acido trifluoroacético
N-a-tosil-L-lisina-clorometil-cetona
N-a-tosil-L-fenilalanina-clorometil-cetona

Velocidade méaxima

XX1
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Ao longo da evolugdo, os insetos se tornaram a maior classe entre os animais,
colonizando a maioria dos habitats do planeta. O sucesso evolutivo da classe pode ser
atribuido em grande parte ao convivio com as plantas, as quais sao utilizadas como fonte de
alimento, como sitios para acasalamentos ou para o refugio. Para as plantas, a acado de
insetos herbivoros comumente causa efeitos negativos, reduzindo as chances de reproducao
e sobrevivéncia (ARRUDA, 2011).

Os insetos-praga causam grandes prejuizos na agricultura, por causarem injurias e
transmitirem doencas, além de se alimentarem dos tecidos das plantas e de graos
armazenados. Nesse contexto, as perdas da pré-colheita devido ao ataque de insetos,
apesar da utilizacdo de inseticidas, sdo estimadas em 15% da producéo total, representando
um valor de 100 bilhdes de délares (FERRY et al., 2004). No Brasil, a perda de producao
devido ao ataque de insetos é de 7,1%, em média, oscilando entre 2 a 30%. Estes dados
representam algo em torno de US$ 2,2 bilhdes de ddlares ao ano (BENTO, 1999; OERKE,
2005), justificando assim medidas econémicas e urgentes de controle.

A principal forma de controle de pragas envolve o0 uso de agentes quimicos, que trazem
beneficios minimos com custo elevado. Segundo o Sindicato de Defensivos Agricolas -
Sindag, a venda de inseticidas aumentaram 84% entre 2006 e 2012, ou seja, de 93 mil para
170,9 mil toneladas. O consumo mundial de pesticidas tem chegado a 2,6 milhées de
toneladas por ano, sendo que o Brasil desponta como o sexto maior consumidor de

agrotéxicos (SINDAG, 2012).
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Entretanto, o crescimento do uso de pesticidas vem causando sérios danos para o meio
ambiente e para a saude humana, devido a aplicagdo inadequada dos mesmos, eliminacao
de espécies predadoras naturais, incorporacdo do poluente pelas plantas e ao solo,
transporte destes para os rios e bioacumulagéo ao longo da cadeia trofica (BARRETT et al.,
1994; WILSON e TISDELL, 2001).

Além das perdas na agricultura ocasionadas por pragas e o0 gasto excessivo com
agroquimicos, devemos levar em consideragdo o aumento da populacao previsto para 8,5
bilhdes de pessoas para 2025, sendo necessario um aumento de 50% da producao de
alimentos para sustentar o crescimento populacional. Esses dados enfatizam a necessidade
de pesquisa e desenvolvimento de abordagens alternativas que possibilitam o aumento
sustentavel da producéo agricola (MOHAN BABU et al., 2003; RAMOS et al., 2008).

A busca pelo desenvolvimento de técnicas favoraveis ambientalmente torna-se a
solucdo para diminuir os gastos e a utilizacdo de produtos quimicos. Sendo assim, um
programa de manejo integrado proporcionaria uma boa opcéo, pois ele seria baseado na
combinacdo de praticas onde ocorra o uso criterioso de pesticidas, rotacado de culturas,
medidas sanitarias no campo e, acima de tudo, a exploracdo de variedades de plantas
resistentes (LAWRENCE e KOUNDAL, 2002).

As plantas possuem, naturalmente, um certo grau de resisténcia a insetos e demais
pragas e, ha muitos anos, tem-se estudado a biossintese e a regulacdo destes compostos
quimicos (RYAN, 1973; HILKER e MEINERS, 2010; SILVA e SAMUELS, 2011). Os
defensivos sdo encontrados em varios tecidos vegetais e dentre esses estdo inclusos
antibiéticos, alcalbides, terpenos e proteinas. Dentre as proteinas, podemos destacar as
quitinases (GOODAY, 1999; LIBANTOVA et al., 2009), as lectinas (OLIVEIRA et al., 2011;

PAIVA et al., 2011) e os inibidores de peptidases (ZHOU et al., 2008; SUMIKAWA et al.,
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2010). Esses ultimos constituem uma ferramenta util para a producao de plantas resistentes
a pragas e atualmente estdo sendo extensivamente estudados (CRUZ et al, 2013;
MACHADO et al.,, 2013). Como o tubo digestivo de insetos € uma das mais importantes
superficies de contato com o ambiente, este torna-se um importante alvo para o controle de
pragas (LOPES, 2004). Dessa forma, a expressao de inibidores de proteases digestivas em

plantas pode ser uma ferramenta promissora no combate aos insetos praga.
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1. Objetivo Geral do estudo

O objetivo geral do estudo consistiu em isolar, caracterizar e analisar o potencial
biotecnoldgico de um inibidor de peptidase de sementes de Clitoria fairchildiana, em relagao

ao seu papel inseticida.

2. Organizacao do trabalho

Para uma maior compreensao dos estudos realizados, esta tese foi dividida em 5
capitulos, nos quais sao abordados os seguintes temas:

O Capitulo 2 apresenta a “Revisao Bibliografica” na qual sdo abordadas as peptidases
de insetos, dando énfase as serinopeptidases, assim como as classes de inibidores de
peptidases e os insetos empregados no estudo.

Nos demais capitulos constam as metodologias empregadas para os ensaios, 0S

resultados obtidos e a conclusdo. Abaixo especificamos o0s assuntos de cada capitulo:

Capitulo 3: Purificagao e caracterizagao do inibidor (CFPI)
Capitulo 4: Estudo da atividade inseticida de CFPI
Capitulo 5: Efeito da ingestdo aguda e crénica de CFPI sobre A. kuehniella

Capitulo 6: Perspectivas futuras
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3. Producao Bibliografica

Esta tese de doutorado originou, até o momento, os seguintes trabalhos:

Artigo submetido para publicacao
Dantzger, M.; Vasconcelos, I. M. ; Scorsato, V.; Aparicio, R.; Marangoni, S.; Macedo, M. L. R.
Bowman-Birk proteinase inhibitor from Clitoria fairchildiana seeds: isolation, biochemical

properties and insecticidal potential. Phytochemistry.

Artigo a ser submetido
Dantzger, M.; Marangoni, S.; Macedo, M.L.R. Study short and long-term of the Bowman-Birk

proteinase inhibitor from Clitoria fairchildiana on Anagasta kuehniella.

Pedido de patente

Dantzger, M.; Macedo, M.L.R. Inibidor de proteinase do tipo Bowman-Birk isolado de
sementes de Clitoria fairchildiana: caracterizagcdo e atividade biolégica sobre Anagasta
kuehniella e Corcyra cephalonica. Pedido de patente no Instituto Nacional da Propriedade

Industrial/INPI. 07/01/2014.

Trabalhos completos publicados em anais de congressos
Dantzger, M.; Oliveira, C. F. R.; Marangoni, S.; Macedo, M. L. R. Efeitos regulatérios do
inibidor de proteinase de Clitoria fairchildiana sobre Corcyra cephalonica (Lepidoptera:

Pyralidae). 13° Simpésio de Controle Biolégico/Siconbiol, 2013.



Miriam Dantzger — Tese de Doutorado

Dantzger, M.; Bezerra, C. S.; Marangoni, S.; Macedo, M. L. R. “Effect of Clitoria fairchildiana
Proteinase Inhibitor on Different Stages of Anagasta kuehniella Development”, 2013.

Bezerra, C. S.; Zanoni, A. M. M; Dantzger, M.; Marangoni, S.; Macedo, M. L. R. “Trypsin
Inhibitor from Inga vera Seeds Interfere on Proteolytic Activity of Anagasta kuehniella’. XLII
Annual Meeting of The Brazilian Biochemistry and Molecular Biology Society, 2013.

Dantzger, M.; Oliveira, C. F. R.; Salu, B. R.; Oliva, M. L.; Marangoni, S.; Macedo, M. L. R.
“Study of the Biological Role of the Trypsin Inhibitor Isolated from Clitoria fairchildiana Seeds”.
XLI Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular-SBBq, 2012.
Dantzger, M.; Oliveira, C. F. R.; Macedo, M. L. R. “Effect of Trypsin Inhibitor from Clitoria
fairchildiana Seeds on the Larval Development of Anagasta kuehniella’. XL Reunido Anual da

Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular-SBBq, 2011.
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CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Enzimas digestivas de insetos

Para compreender o mecanismo de acdo dos inibidores, faz-se necessario o
conhecimento sobre as enzimas digestivas dos insetos. Esses peptideos digestivos
catalisam a quebra de proteinas ingeridas pelo inseto através do processo de hidrolise,
garantindo assim o melhor aproveitamento e a absor¢cao dessas macromoléculas na forma
de peptideos e aminoacidos, que serdo destinados para muitos outros eventos fisioldgicos
(RAMOS et al., 2008). As enzimas digestivas sao também denominadas peptidases
(peptideo-hidrolases, EC 3.4) por clivar as ligagcdes peptidicas. Sao encontradas
abundantemente na regidao do intestino médio do inseto e estdo subdivididas em
exopeptidases (EC 3.4.11-19), que removem aminoacidos da regido C-terminal ou N-
terminal, e endopeptidases (EC 3.4.21-24), que clivam ligacdes peptidicas internas (BOLTER
e JONGSMA, 1997). As peptidases sdo atualmente divididas em 7 subclasses com base na
sua estrutura terciaria, possivel origem e residuo catalitico: serino, cisteino, treonino, aspartico,
metalo, asparagina e glutamico peptidases (TERRA e FERREIRA, 1994; RAWLINGS et al.,
2014).

A digestdo de proteinas pelo inseto consiste em trés etapas. A digestao inicial ou
primaria ocorre frequentemente no interior da membrana peritrofica e consiste em dispersao

e reducdo do tamanho dos polipeptideos. Durante a digestdo intermediaria, a qual ocorre
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frequentemente no espaco ectoperitrofico, estas moléculas sdo novamente reduzidas, agora
a dimeros, os quais serao reduzidos a mondmeros na digestao final por enzimas microvilares
integrais ou por enzimas presas no glicocalice. Essa etapa final da digestdo ocorre na
superficie das células do intestino médio (Figura 1). A digestdo geralmente ocorre sob a acéo
de enzimas digestivas do intestino médio, com pouca ou nenhuma participacao das enzimas
salivares (TERRA e FERREIRA, 2005).

Para a digestdo das proteinas de diversas fontes de alimento sdo necessérias
endopeptidases de diferentes especificidades. As duas principais classes de peptidases no
sistema digestivo de insetos fitéfagos sao as serino e as cisteino peptidases. A maioria dos
Lepiddpteros possui as serinopeptidases como as principais enzimas digestivas, enquanto
que os Coledpteros possuem principalmente cisteinopeptidases (TERRA e FERREIRA,

1994).
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Figura 1. Representagéo diagramatica de compartimentos do intestino do inseto. Em destaque, uma célula do
intestino médio na qual ocorre a fase final do processo digestorio, constituida por enzimas digestivas aderidas
ao glicocalice (TERRA e FERREIRA, 2005).

2. Serinopeptidases de insetos

As endopeptidases cujo mecanismo catalitico depende da hidroxila de um residuo de
serina atuando como nucledfilo sdo chamadas de serinoproteinases ou serinopeptidases.

Existem aproximadamente 40 familias de serinopeptidases que sao distinguiveis pelas suas
9
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estruturas primarias (JAMES, 1999; LOPES, 2004). Esta familias estdo agrupadas em seis
clas pela comparagdo de suas estruturas terciarias. A maquinaria catalitica destas enzimas
envolve, além do residuo de serina, um doador de prétons que geralmente € dado por um
residuo histidina, e um terceiro residuo que promove a orientacdo do anel himidazol da
histidina. Geralmente, este terceiro grupo € constituido por um residuo de acido aspartico ou
até mesmo de uma outra histidina (JAMES, 1999). Dentre os clas de serinopeptidases, o cla
SA destaca-se por possuir as enzimas digestivas tripsinas e quimotripsinas que estao
presentes praticamente em todos os organismos vivos. Para os insetos, elas sé&o
responsaveis por cerca de 95% da protedlise (CHRISTELLER et al., 1992; JOHNSTON et al.,
1995). As serinopeptidases pertencentes ao cla SA apresentam uma estrutura terciaria em -
barril duplo (Figura 2) e os residuos His, Asp e Ser dos aminodacidos participantes da triade

catalitica, sendo que o sitio catalitico esta ao meio dos dois dominios (JAMES, 1999).

Figura 2. Estrutura terciaria de uma serinopeptidase. Notar que ao meio encontram-se 0os aminoacidos da
triade catalitica (His, Ser e Asp) (SCIENCES, 2013).

Além disso, estas enzimas apresentam um sitio ativo formado por um sitio catalitico e
um sitio de ligacdo, comum a todas as enzimas proteoliticas. O sitio catalitico consiste de um

nuamero limitado de residuos de aminoacidos envolvidos na quebra de uma ligacao peptidica,
10
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seja pela transferéncia de prétons ou pela ligacdo a um oxianion do intermediario tetraédrico.
O sitio de ligacdo € composto de varios subsitios, cada um ligando um Unico aminoacido do
substrato através de mudltiplas interacées (Figura 3). Os subsitios sdo denominados S no
sentido do N-terminal do substrato, e S’ no sentido C-teminal do substrato. Ja os
aminoacidos do substrato sdo denominados P no sentido N-terminal e P’ no sentido C-
terminal. Assim, P1 é a posigdo do aminoacido a ser clivado no substrato, e este aminoacido
se liga ao subsitio S1 da enzima. Como os subsitios da enzimas sédo constituidos por
aminoacidos que interagem com o substrato, a composi¢cdo de aminoacidos de cada subsitio
e suas posicoes espaciais determinam a sua especificidade, uma vez que subsitios
diferentes apresentardao propriedades diferentes, resultando em enzimas com diferentes

especificidades e propriedades cinéticas (SCHECHTER e BERGER, 1967; TAMAKI, 2011).

sitio de clivagem

N4erminal ("scseip bond" Cerminal

substrato :" P3 \; . 3¢ W ;3_ \
' ‘l" »: .'I ! R h ‘. ™ (
\ F,-2 / - -— [ P2. X

S e = e \

enzima ‘..753 7 ! 3" v“.u
—\_s2 —

. 8
=N AN

Figura 3. Representacao esquematica e nomenclatura dos subsitios de ligacdo de uma peptidase e os residuos
complementares do seu substrato, conforme Schechter e Berger (1967), (KRAUCHENCO et al., 2004).

O cla SA contém as familias S1 a S4 e S29 a S32, sendo que as tripsinas,
quimotripsinas e elastases pertencem a familia S1 (RAWLINGS et al., 2014). No entanto,
apesar da similaridade de suas estruturas primaria e terciaria, evidenciada por estudos

cristalograficos da tripsina, quimotripsina e elastase, estas enzimas apresentam

11
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especificidades bastante distintas (PRAKASH et al., 1997). Tripsinas clivam cadeias
protéicas na porcao carboxilica de aminoacidos basicos como lisina ou arginina, enquanto as
quimotripsinas hidrolisam preferencialmente cadeias protéicas na porcao carboxilica de
aminodcidos hidrofébicos de cadeia lateral aromatica. J& as elastases hidrolisam cadeias
protéicas na porgcdo carboxilica de aminoacidos hidrofébicos de cadeia lateral menos
volumosas como Ala, Gly, Val e Leu (LOPES et al., 2004).

As enzimas do tipo tripsina e quimotripsina foram caracterizadas em diversas ordens de
insetos de interesse econdmico, como Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, Hymenoptera,
Orthoptera e Thysanura (TERRA e FERREIRA, 1994; PAULILLO et al., 2000; LOPES et al.,

2009; TEIMOURI et al., 2013).

2.1. Tripsinas de insetos

A maioria das tripsinas de insetos tem pH étimo béasico, podendo variar de 7,5 a 10,5.
Sua massa molecular observada em SDS-PAGE varia de 21 a 35 kDa, com algumas
excecoes, como a tripsina do lepidéptero Erinnyis ello, a qual possui 48 kDa. Além disso, o
conteudo luminal de Heliothis virescens apresenta quatro tripsinas com massas moleculares
que variam de 70 a 17 kDa (BRITO et al., 2001).

A distribuicdo das enzimas ao longo do intestino dos insetos é bastante heterogénea:
insetos de ordens basais, como o Periplaneta americana (Dictyoptera), possuem atividade de
tripsina majoritariamente localizada no intestino anterior. Todavia, parece haver um refluxo
de enzimas, incluindo tripsinas, do intestino médio para o posterior, como visto em insetos da
ordem Dictyoptera e Orthoptera, uma vez que a tripsina ndo € produzida em glandulas

salivares (TAMAKI, 2011). Os insetos holometabolos, como Musca domestica e Spodoptera
12
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frugiperda, apresentam atividade triptica principalmente no intestino médio, podendo ser
soluvel, aderida ao glicocalice e a membrana das células do epitélio (TAMAKI, 2011).

As sequéncias similares de tripsinas conhecidas possuem alta similaridade entre si,
com dominios conservados contendo os residuos cataliticos His57 (TAAHC), Asp102 (DIAL)
e Ser195 (GDSGGP). Ainda assim, as propriedades cinéticas das tripsinas de insetos de
quatro ordens distintas (Dictyoptera: P. americana; Coleoptera: Tenebrio molitor; Diptera: M.
domestica; Lepidoptera: Diatraea saccharalis) (LOPES et al., 2004) sao bastantes diferentes.
O estudo envolvendo substratos de fluorescéncia apagada mostrou diferencas na
especificade primaria das tripsinas de insetos lepidopteros, que preferem Lys a Arg em P1
(LOPES, 2004). Aléem disso, a hidrofobicidade de cada subsitio foi calculada a partir da
eficiéncia de hidrolise de cada peptideo com uma troca no referido subsitio. Os resultados
sugerem que o0s subsitios das tripsinas digestivas de insetos tornam-se progressivamente
hidrofébicos ao longo da evolucao. Isso indica uma adaptacao para resistir aos inibidores de
plantas, os quais possuem residuos de aminoacidos polares em seus sitios reativos (TERRA

e FERREIRA, 2005).

2.2. Quimotripsinas de insetos

As quimotripsinas de insetos tém usualmente massas moleculares de 20-30 kDa, pH
6timo de 8-11 e diferem das de vertebrados por sua instabilidade em pH acido. Alguns
lepidépteros apresentam baixa reatividade frente ao modificador de imidazol (da His57
catalitica) tosil-fenilalanina clorometil cetona (TPCK), em comparagdo as quimotripsinas de
vertebrados (TERRA e FERREIRA, 2005; TAMAKI, 2011). A distribuicdo da quimotripsina

entre os grupos de insetos aparentemente é similar a descrita acima para a tripsina.
13
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Anteriormente, a dificuldade em detectar a atividade da quimotripsina dos intestinos de
insetos era uma consequéncia do uso de substratos pequenos nos ensaios, como o0 GPNA
(N-glutaril-L-fenilalanina p-nitroanilida), o qual é utilizado para detectar atividade quimotriptica
de mamiferos. Todavia, tanto as quimotripsinas de insetos quanto a quimotripsina bovina
preferem substratos mais longos como o SAAPFpNA (succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-
nitroanilida), sendo que nem sempre é possivel detectar a atividade quimotriptica a partir de
substratos curtos (LEE e ANSTEE, 1995).

A auséncia de modificacdo das quimotripsinas por TPCK, descrita para Anagasta
kuehniella (MACHADO et al., 2013), Spodoptera littoralis (LEE e ANSTEE, 1995), Agrotis
ipsilon e Helicoverpa zea (MAZUMDAR-LEIGHTON e BROADWAY, 2001), foi atribuida ao
fato de este modificador apresentar um Unico residuo de aminoacido que nao seria suficiente
para interagir com a enzima dos insetos. Todavia, as quimotripsinas dos insetos Locusta
migratoria (SAKAL et al., 1988) e Solenopsis invicta (WHITWORTH et al.,, 1998) foram

modificadas por TPCK.

3. Insetos praga: Anagasta kuehniella e Corcyra cephalonica

Insetos fitéfagos sdo considerados pragas quando danificam plantagdes de interesse
econdmico, causando prejuizos. Quanto a sua biologia, estes podem ser classificados em
generalistas e especialistas (FERRY et al., 2004). Insetos generalistas alimentam-se de uma
ampla variedade de espécies de plantas e seus mecanismos adaptativos sdo complexos,
pois tendem a responder a diferentes substancias quimicas e proteinas de plantas (RAMOS
et al., 2008). Por outro lado, insetos especialistas alimentam-se de poucas espécies de

plantas e podem apresentar uma eficiente forma de adaptacao, envolvendo a producao de
14
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grandes quantidades de enzimas para detoxificagdo, ou ainda possuem mecanismos de
reserva das toxinas da planta hospedeira (PATANKAR et al., 2001).

Insetos pertencentes as ordens Coleoptera e Lepidoptera representam os principais
responsaveis por prejuizos no campo e no armazenamento (OLIVEIRA, 2011). Os
coledpteros da familia Bruchidae sdo de maior importancia em relacéo a infestacao de feijdes
(ZHU-SALZMAN e ZENG, 2008). Em relacdo aos lepidopteros, esta ordem agrupa as
mariposas e borboletas, cujas larvas se alimentam de plantas e provocam danos
(VOLPICELLA et al., 2003). Os lepidépteros expressam abundantemente serinopeptidases
em sua fisiologia digestiva e, portanto, constituem bons candidatos para bioensaios
(MACHADO et al., 2013).

Anagasta kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae), conhecida como traga da farinha, é
uma mariposa de coloragdo parda com cerca de 20 mm de envergadura. A fémea deposita
em 4 ou 5 dias, entre 200 e 300 ovos, sobre a farinha e outros alimentos. A larva mede
aproximadamente 12 mm de comprimento e é bastanta voraz. Na medida em que se
alimenta vai tecendo fios de seda que podem formar massas compactas, obstruindo por
vezes, a maquinaria e tubulagdes dos moinhos de trigo (TECNIGRAN, 2013). E considerado
um inseto polifago que se alimenta de uma ampla variedade de produtos armazenados, tais
como graos, frutos, nozes, tabaco e doces, causando perdas econémicas por todo 0 mundo
(MACHADO et al., 2013).

Corcyra cephalonica (Lepidoptera: Pyralidae) causa sérios danos durante a
armazenagem, vindo a ser uma das mais importantes tragas do arroz, nas regiées de clima
tropical e subtropical, além de infestar cereais, farelos e farinhas, ataca também amendoim,
milho, arroz, cacau, café em graos e soja (KRISHNA e AYYAR, 1934). A mariposa mede de

15 a 25 mm de envergadura. As asas anteriores sdo de coloragdo cinza amarelada e as
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posteriores esbranquicadas. O periodo de pré-oviposicao das fémeas de C. cephalonica é de
24 horas, mostrando um periodo de oviposi¢do de 2 a 7 dias e o numero de ovos por fémea
€ de 268 no inverno e 399 ovos no verao, dependendo da dieta em que sao criadas (KAMEL
et al., 1977). A larva é de coloragéo branca e mede cerca de 15 mm de comprimento, sendo
muito semelhante a larva de A. kuehniella (DUARTE AGUILAR e ARTHUR, 1994).

O custo destinado ao controle destes insetos é tdo alto que algumas vezes pode
inviabilizar o cultivo (WILSON e TISDELL, 2001). Uma vez conhecidos 0s prejuizos
provocados e tendo-se ciéncia da necessidade do controle destas pragas, estudos sobre
ferramentas de controle devem ser realizados junto ao melhor entendimento da interacéao

planta-inseto, com o intuito de obter alternativas eficazes de controle (OLIVEIRA, 2011).

4. Inibidores de peptidases (IPs)

Os estudos sobre IPs iniciou-se em 1938, quando Read & Hass observaram que um
extrato aquoso de farinha de soja inibia a capacidade da tripsina de dissolver gelatina
(GATEHOUSE e BOULTER, 1983). O auge das pesquisas deu-se com o isolamento e
caracterizagdo parcial de um inibidor de peptidase de soja (Glycine max) por Kunitz, em
1946. Em 1947, o primeiro estudo sistematico de IPs de origem vegetal foi realizado por
Borchers & Ackerson. Entretanto, nestes primeiros trabalhos as pesquisas eram mais
restritas a inibicdo de tripsina e, em menor intensidade, a inibigdo de quimotripsina (MELLO,
2005). Desde entéo, a inibicdo destas duas enzimas vem sendo muito investigada (HAQ et
al., 2004; BHATTACHARYYA e BABU, 2009; SUMIKAWA et al., 2010; MACHADO et al.,

2013).
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Os IPs sdo uma classe de substancias, naturalmente produzidas pelas plantas e estao
intimamente relacionados a sua defesa. Estdo amplamente distribuidos em animais,
microrganismos e principalmente plantas (BIRK, 1996) onde s&o encontrados inibidores para
quase todos os tipos de enzimas proteoliticas (SAMPAIO, C. A. M. et al., 1996). Os inibidores
concentram-se principalmente nos érgaos vegetais reprodutivos, tecidos vegetativos e de
reserva, tais como sementes e tubérculos (RYAN, 1973). Entretanto, ja foram detectados e
isolados em folhas (BIJINA et al., 2011), frutos (AZARKAN et al., 2006) e raizes (HOU e LIN,
2002).

Em relagdo a distribuicdo dos IPs em plantas, sabe-se que as angiospermas
dicotiledéneas englobam o maior nimero de espécies, merecendo destaque as familas
Fabaceae e Solanaceae; enquanto que entre as monocotiledéneas, estdo mais amplamente
distribuidos na familia Graminae (RYAN, 1973; LASKOWSKI e KATO, 1980; HILKER e
MEINERS, 2010). Apesar desta ocorréncia generalizada, a quantidade de inibidores é
extremamente variavel, mesmo entre espécies do mesmo género, e até mesmo entre
variaveis de uma mesma espécie (HAQ et al., 2004).

Os IPs sao moléculas, geralmente, de baixa massa molecular, sendo a classificacao
dada pela especificidade e mecanismo de acdo (LASKOWSKI e KATO, 1980). Sua massa
molecular varia entre 6 a 30 kDa, e a grande maioria apresenta entre 70 a 90 residuos de
aminoacidos. Aqueles de massa molecular relativamente alta, apresentam-se na forma
polimérica, associados em dimeros ou tetrdmeros, cujos monémeros possuem uma massa
molecular minima de aproximadamente 10 kDa (KUMAR et al., 2004; RAO e SURESH,
2007).

Esses inibidores sdo considerados moléculas estaveis, podendo apresentar resisténcia

ao calor, a variacoes de temperatura e de pH e a protedlise por peptidases diferentes
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daquelas ndo inibidas. Esta estabilidade tem sido atribuida em parte as pontes dissulfeto e
outras interacdes nao covalentes que contribuem significativamente para a estabilidade dos
mesmos (BELITZ e WEDER, 1990).

Os inibidores sao agrupados de acordo com as peptidases que inibem e, portanto,
podemos encontrar os inibidores das serinopeptidases (quimotripsina, tripsina, elastase,
calicreina e subtilisina), cisteinopeptidases (papaina, catepsina B e actinidina),
asparticopeptidases (pepsina e catepsina D) e metalopeptidases (carboxipeptidase A e B e
termolisina) (LAWRENCE e KOUNDAL, 2002). O MEROPS é um banco de dados de
peptidases que agrupa informacdes sobre a sequéncia génica, classificacdo, nomenclatura,
proteinas inibidas e a estrutura dos inibidores, provendo vasta informacdo acerca dos IPs
estudados (RAWLINGS et al., 2014). Dentre os mais estudados e caracterizados estdo os
que inibem as enzimas do tipo serinopeptidases (PRASAD, E.R. et al., 2010). Eles séo
encontrados em alta concentracdo em sementes de leguminosas e suas estruturas tém sido
determinadas de vérias espécies de plantas nativas do Brasil (MACEDO et al., 2002; CRUZ
et al., 2013; MACHADO et al., 2013). As duas familias de inibidores serinopeptidases melhor
caracterizadas sdo as do tipo Kunitz e Bowman-Birk. Inibidores do tipo Kunitz possuem
massa molecular entre 18-22 kDa, uma ou duas cadeias polipeptidicas, poucos residuos de
cisteina em sua constituicdo (normalmente com 4 residuos de cisteina em duas pontes
dissulfeto) e um sitio reativo. Em contraste, os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) possuem
massa molecular menor (7-15 kDa), alta concentracdo de residuos de cisteina e dois sitios
reativos (BIRK, 1996; LAWRENCE e KOUNDAL, 2002).

InUmeros trabalhos sobre purificacdo e estudo inseticida com inibidores da familia
Kunitz tém sido reportados. Em comparacao, a literatura sobre o efeito dos BBIs contra

insetos é mais escassa e necessita ser mais explorada.
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4.1 Interacao planta-inseto com énfase nos IPs

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos de defesa visando diminuir o ataque
dos insetos, que incluem barreiras fisicas e quimicas, além de complexas vias de sinalizacao
(FALCO et al., 2001). Dentre elas estdo a indugao de proteinas de defesa (HARUTA et al.,
2001), a liberagcdo para o ambiente de compostos volateis que atraem predadores dos
insetos fitéfagos (SMITH et al., 2009), a sintese de metebdlitos secundarios (BALDWIN,
2001) e o aumento da densidade de tricomas em folhas e caules (TIAN et al., 2012). Em
contrapartida, os insetos desenvolveram estratégias para superar tais barreiras impostas
pelas plantas. Estas estratégias incluem a metabolizacdo e o sequestro de compostos
toxicos (NISHIDA, 2002), mecanismos de fuga (BEHMER et al., 2005) e alteragdes nos
padrdes de expressdo génica (PYTELKOVA et al., 2009). Os principais mecanismos de

interacdo entre plantas e insetos estao resumidos na Figura 4.
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Figura 4. Interacdes entre plantas e insetos (MELLO e SILVA-FILHO, 2002).

As plantas podem sintetizar de forma constitutiva compostos quimicos, que repelem os
herbivoros, por serem toxicos ou reduzirem a digestibilidade dos tecidos vegetais. Uma outra
estratégia utilizada pelas plantas é a inducéo da sintese destas substancias em resposta a
injurias causadas pelo ataque dos herbivoros. Estes dois mecanismos de defesa séo
responsaveis por prevenir a maioria dos ataques, embora existam determinados insetos que
sdo capazes de se adaptar de forma especifica e causar danos as plantas (JOSE, 2002).

Uma classe de substancias que esta intimamente relacionada a defesa das plantas é a
dos IPs. Os niveis destes inibidores em folhas sdo normalmente baixos, podendo ser
rapidamente induzidos a niveis elevados quando as plantas sdo atacados por insetos, sofrem
danos mecanicos ou sao expostas aos fitohorménios (GOVIND et al., 2010). Além da sintese

de IP induzida no local do ataque, foi demonstrado que sinais especificos originarios dos
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tecidos danificados sdo transportados via floema e estimulam a sintese do inibidor por toda a
planta (BOLTER e JONGSMA, 1997). Esses inibidores funcionam como substratos
especificos para as proteases digestivas, formando um complexo estavel na qual a protedlise
é limitada e extremamente lenta. A especificidade e eficiéncia dos IPs sdo determinadas pela
ligacdo entre o sitio ativo da peptidase e o sitio reativo do inibidor, causando a inibicao de
todas suas funcdes cataliticas (LASKOWSKI e KATO, 1980).

Essas proteinas de defesa geralmente inibem competitivamente a atividade das
peptidases (LAWRENCE e KOUNDAL, 2002). Nos insetos, retardam o processo digestivo a
partir da inibicAo de suas enzimas digestivas, causando uma reducao na assimilacdo de
nutrientes e prejudicando a sintese de proteinas necessarias ao crescimento,
desenvolvimento e reproducao. Como consequéncia, acarretam retardo no crescimento e
desenvolvimento do inseto (PRASAD, E.R. et al., 2010), altos indices de mortalidade
(FRANCO et al.,, 2003; MACEDO et al., 2010), bem como aumento do periodo de pré-
oviposicao e menor fecundidade (POMPERMAYER et al., 2001). Aléem disso, ao retardarem
o desenvolvimento dos herbivoros, esses IPs prolongam o periodo em que predadores
podem ser atraidos para as plantas atacadas, por meio de compostos volateis liberados por
elas, contribuindo de forma indireta no controle dos insetos (BALDWIN, 2001).

Nesse contexto, ao longo da evolucao, plantas e insetos desenvolveram mecanismos
ecolégicos, fisioldgicos e bioquimicos para diminuir os efeitos negativos desta interagdo. As
plantas desenvolveram mecanismos extraordinarios contra as peptidases dos insetos, tais
como o aumento da atividade de inibidores nos tecidos (RAKWAL et al., 2001), a sintese de
uma vasta gama de inibidores que possuem atividade contra varias enzimas (CHRISTELLER
et al, 1992), a producdo de inibidores bifuncionais que atuam contra serino e

cisteinopeptidases (OLIVEIRA et al., 2007), o aumento da complexidade dos inibidores com
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propriedades bioquimicas diferentes por meio da producao de isoinibidores (RUFINO et al.,
2013), a expressao de inibidores altamente especificos para as enzimas dos insetos (FALCO
et al., 2001) e a sintese de inibidores resistentes a protedlise e ativos sob varias condigbes
de pH do trato digestivo de insetos (CHRISTELLER, 1998). Em contrapartida, os insetos
desenvolveram diversos mecanismos de adaptacdo para superar os efeitos negativos
causados pelos IPs presentes nas plantas hospedeiras. Estes incluem o aumento da
atividade das enzimas digestivas e a sintese de enzimas insensiveis ao inibidor (BRIOSCHI
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013), a modificagdo do espectro ou atividade relativa de vérias
hidrolases digestivas (PATANKAR et al., 2001), a digestdo de inibidores por peptidases
(COELHO et al., 2010), e a reducdo da sensibilidade das enzimas via formacdo de
oligbmeros de alto peso molecular insensiveis aos IPs (BRITO et al., 2001).

Brioschi e colaboradores (2007) analisaram o transcriptoma do intestino médio de
larvas de Spodoptera frugiperda alimentadas com uma dieta suplementada com inibidor de
peptidase de soja (SPI). Os autores verificaram dois grandes e diversificados grupos de
quimotripsinas e tripsinas, sendo que alguns dos genes codificantes de proteinas foram
melhor caracterizados por RT-PCR. A analise da transcricao revelou dois grupos: um grupo
de genes constitutivamente expressos na larva controle que sofreu superexpressdao com a
introducdo de SPI na dieta, e um segundo grupo que estava ausente no controle e foi
induzido pela dieta rica em SPI. Esses dados sugerem que o mecanismo de adaptacao deste
inseto polifago envolve a sintese de novas enzimas concomitante a um aumento na

producao das enzimas existentes.
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4.2. Mecanismo de acao dos inibidores de serinopeptidases

A fim de se compreender o0 mecanismo pelo qual os inibidores influenciam a atividade
proteolitica € preciso primeiramente compreender o mecanismo de acdo das
serinopeptidases. O mecanismo padrao pelo qual as serinopeptidases clivam peptideos é
acompanhado em 3 passos (Figura 5). Primeiro a enzima se liga ao susbtrato para formar o
complexo de Michaelis, no qual o nucledfilo (Ser195) ataca a carbonila da ligagao “clivavel”
do peptideo para formar um complexo de transicdo conhecido como intermediario
tetraédrico. Segundo, o intermediario tetraédrico se decompde no intermediario acil-enzima
com o grupo abandonador ndo covalentemente ligado. Entdo o grupo deixante, o novo N-
terminal do peptideo substrato clivado, é deslocado da enzima e substituido por uma
molécula de agua. No terceiro e ultimo passo, o intermediario acil-enzima é deacilado pelo
que € essencialmente o reverso do primeiro passo, com a molécula de agua sendo o
nucledfilo atacante e a serina catalitica o grupo abandonador, seguido pela saida do novo C-
terminal do peptideo clivado e regenerando a enzima ativa (VOET e VOET, 2010).

Um inibidor padrao classico é hidrolisado cerca de 107 vezes mais lentamente que um
bom substrato, sendo que o passo determinante é a deacilacdo do intermediario acil-enzima.
A formacgao do complexo enzima-inibidor ocorre rapidamente, mas a sua dissociacao é lenta
e resulta na enzima livre e em um inibidor clivado. A ligacao do inibidor clivado no sitio ativo
da enzima é forte e orientada, prevenindo a hidrélise do intermediario acil-enzima e
favorecendo a reagdo inversa com a religacdo do grupo abandonador, o qual diminui

drasticamente a velocidade da reacdo (KRAUCHENCO et al., 2004).
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismo geral de acdo das serinopeptidases. A seta indica a

reagao na qual o inibidor interfere e reverte (VOET e VOET, 2010).

A interagdo ocorre em uma regiao molecular do inibidor definida como sitio reativo,
caracterizada por uma alga ligante exposta, responsavel pela ligacado ao sitio ativo da enzima
alvo, o que permite a formacdo de um complexo fortemente estavel, com constantes de
dissociacdo da ordem de 10® a 10" M, podendo assim neutralizar a atividade enzimatica
(BIRK, 2003). Estudos de cristalografia de raios-X e de Ressonancia Magnética Nuclear
revelaram que cerca de 10-15 residuos de aminodcidos do inibidor estdo em contato com o
sitio ativo da protease alvo durante a formacéo do complexo peptidase-inibidor (BIRK, 2003).

No sitio reativo de um inibidor podemos identificar um residuo de aminoacido que é
especificamente reconhecido pelo sitio de ligacdo primario da protease alvo, chamado de
residuo P1, e adjacente a este temos o residuo P1’. A ligacao peptidica formada entre estes
dois residuos, chamada de ligacao peptidica do sitio reativo, é suscetivel a hidrélise durante
a formag&o do complexo peptidase-inibidor (LASKOWSKI e KATO, 1980). O diferencial mais

importante dos inibidores em relacao a grande maioria dos substratos é que eles possuem
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pontes dissulfeto estruturando o sitio reativo. Apds a hidrélise da ligacdo peptidica do sitio
reativo, este ainda é mantido sem mudancas conformacionais significativas, gragas a

presenca destas pontes (LASKOWSKI e KATO, 1980; BIRK, 2003).

4.3. Analise estrutural do inibidor com dicroismo circular

O dicroismo circular (DC) é uma técnica espectroscopica amplamente usada para a
avaliacao da conformacao e estabilidade de proteinas em varias condicdes ambientais como
temperatura, forga idnica e a presenca de solutos ou pequenas moléculas (CORREA e
RAMOS, 2009). DC é a medida da absorbancia diferencial entre as duas rotagbes de luz
circularmente polarizadas por uma molécula assimétrica. Essa técnica usa uma fonte de luz,
na qual o vetor oscila rotacionalmente para a direita ou para a esquerda, formando uma
hélice ao redor do eixo de propagacdo da luz. E uma técnica ndo-destrutiva, relativamente
facil de operar, requer pequena quantidade de amostra (1 — 10 mg/mL) e pouca colecao de
dados.

Para entender o DC, como qualquer método espectroscopico, é importante se
familiarizar com a lei Beer-Lambert. Um feixe de luz com intensidade /o, passando por uma
amostra, € absorvido e continua sua trajetéria com intensidade /. A absorbancia A em um
comprimento de onda determinado é:

A =log1o (lo/ )

Sendo que o A é relacionado as propriedades fisico-quimicas da amostra:

A=8x/xC
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Onde ¢ € o coeficiente de extincdo (uma propriedade intrinseca da molécula) em
M-".cm'; / é o caminho dptico em cm; C é a concentragdo em molar.

Para proteinas os resultados sdo geralmente expressos em elipsidade molar residual
média, [0], conforme a seguinte equagao:

[0]=(0x100xM)/(CxlIxn)

Onde ¢ é a elipsidade em graus, / € o caminho éptico em cm, C é a concentracdo em
mg/mL, M é a massa molecular e n é o numero de residuos na proteina. A elipsidade molar
residual média [0] é dada em g.cm?.dmol’. Esta padronizagdo permite uma comparagao
independente com resultados obtidos para diferentes proteinas ou de medidas tomadas em
diferentes laboratérios ou ainda usando espectropolarimetros diferentes.

O dicroismo permite a determinagédo da estrutura secundaria de proteinas porque a
ligagédo peptidica € assimétrica e moléculas sem um plano de simetria mostram o fenémeno
de dicroismo circular. O cromoéforo amida da ligagdo peptidica domina o espectro DC de
proteinas abaixo de 250 nm. As ligacbes amida possuem 2 transi¢cdes eletronicas de baixa
energia que apresentam dicroismo circular a 215-230 nm e 185-200 nm. Estas duas
transicdes dominam o fendmeno de DC para comprimentos de ondas UV longe (< 240 nm).

Em um espectro de DC tipico, a auséncia de sinal significa auséncia de dicroismo
circular, um sinal negativo significa absorcédo da luz polarizada circularmente a esquerda e
um sinal positivo significa absor¢édo da luz polarizada circularmente a direita. O espectro para
todas as proteinas a-hélice tém 2 bandas negativas de magnitude similar a 222 e 208 nm,
além de uma banda positiva a aproximadamente 190 nm (Figura 6). A banda a 222 nm esta
relacionada as fortes ligagées de hidrogénio na a-hélice e é relativamente independente do
comprimento das hélices. O espectro para uma proteina B-folha possui, em geral, uma banda

negativa entre 210-220 nm e uma banda positiva entre 195-200 nm (Figura 6). O espectro
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para proteinas B-folha sdo mais diversificados que aqueles para proteinas helicais porque as
B-folhas podem estar como paralelas, anti-paralelas ou em conformagdes misturadas, ou

ainda podem estar retorcidas de muitas formas. O espectro de uma proteina desordenada ou

randémica tem uma banda negativa de grande magnitude ao redor de 200 nm (Figura 6).
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Figura 6. Espectro DC far-UV caracteristico para proteinas a-hélice, -folha e randomizada.

Em estudos com inibidores, o DC é utilizado principalmente para predi¢cdo de estrutura
secundaria (OLIVEIRA et al., 2012) e para verificar a estabilidade conformacional da proteina
frente a variacbes de pH (PRASAD, E. R. et al., 2010b), aquecimento (SCARAFONI et al.,
2008) e aos agentes redutores (SINGH e APPU RAO, 2002). Uma analise acerca da
estrutura do inibidor de Dolichos biflorus e sua interagdo com as enzimas tripsina e
quimotripsina foi realizada utilizando DC (RAMASARMA et al., 1994). Medidas de DC far-UV
indicaram a auséncia de estrutura helical, 31% de estrutura B e o resto formado por estrutura
aperiddica no inibidor de D. biflorus. Por comparag¢ao das medidas de absorbancia do inibidor
sozinho e complexado as enzimas, foi possivel calcular uma estequiometria de inibicao de

1:1 com ambas enzimas.
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4.4. Inibidores serinopeptidases da familia Bowman-Birk (BBI)

Os BBIs sado encontrados em plantas da familia Fabaceae (RAGG et al., 2006;
PEREIRA et al., 2007) e Poaceae (RAJ et al., 2002; PARK et al., 2004) e se caracterizam
por possuirem dois dominios inibitorios localizados em lados opostos da molécula, sendo por
essa razao, conhecidos como “inibidores de dupla-cabeca”. Em dicotiledéneas, sao proteinas
de baixo peso molecular, variando de 6 a 9 kDa, sendo caracterizados por 7 pontes
dissulfeto altamente conservadas que permitem a formacdo de uma estrutura assimétrica
composta por dois dominios independentes, um capaz de inibir peptidases do tipo tripsinas e
o outro com atividade inibitéria sobre as tripsinas, quimotripsinas ou elastases (KUMAR et al.,
2004). Em monocotileddneas, estes inibidores apresentam uma variacdo de peso molecular
de 8 a 20 kDa e o numero de cisteinas numa mesma molécula pode chegar a 26. Em ambas
mono e dicotileddneas, a por¢do N-terminal dos genes varia bastante, o que sugere que esta
regiao seja menos importante na interacao entre o inibidor e a peptidase (ODANI et al., 1986;
MELLO et al., 2003).

As posicdes P1-P1’ dos BBI é o local de ligacédo do peptideo ao sitio reativo da
peptidase. O residuo de aminoacido em P1 do primeiro dominio inibitério geralmente &
conservado e especifico para tripsina, enquanto que o localizado no segundo dominio
determina a especificidade dos BBIs quanto a enzima a ser inibida: Arg, Lys ou Ser para
tripsina; Leu, Phe, His, Tyr ou Met para quimotripsina; Ala para elastase (LASKOWSKI e
KATO, 1980; PRAKASH et al., 1996). A Figura 7 mostra a representacao da estrutura de um

BBI complexado com duas moléculas de tripsina (CAPALDI et al., 2007).
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Figura 7. Representacdo da estrutura do complexo ternario de um inibidor Bowman-Birk de Medicago scutellata
(vermelho) com duas moléculas de tripsina (azul). As cadeias laterais dos residuos P1 e P1’ do inibidor e os
residuos S1 das moléculas de tripsina estao representados como modelos esféricos (CAPALDI et al., 2007).

A posigao P2’ é importante na estabilidade do inibidor quanto a hidrélise. A isoleucina
em P2’ aumenta a estabilidade da molécula quando comparamos com a presenca de
asparagina, por exemplo. Existem dois pontos importantes na estrutura dos BBIs que os
tornam eficientes como inibidores e muito resistentes ao calor, for¢a iébnica e pH (MAEDER et
al., 1992). O primeiro ponto é a conformacao da alga de inibicdo que € complementar ao sitio
ativo da enzima a ser inibida, o que permite uma ligacdo bastante forte entre enzima e
inibidor. O outro é a rigidez estrutural ou conformacional inflexivel da alca de inibicao
atribuida a presenca das pontes dissulfeto entre as cisteinas, a presenca de pontes de
hidrogénio, ao seu tamanho reduzido, a ocorréncia de uma ou mais prolinas na alca e, no
caso da primeira alca de inibicdo, uma treonina B-ramifica na posicao P2 (Figura 8). Por sua
vez, sua estrutura tridimensional apresenta grande estabilidade, garantindo sua atividade

mesmo em condi¢cdes desfavoraveis.
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Figura 8. Estrutura primaria de um BBI de soja mostrando a organizacdo das sete pontes dissulfeto e os
dominios inibitérios. Os nove residuos que compdem os loops do dominio inibitério estdo preenchidos e a
posicao dos residuos P1 estdo indicados (ODANI e IKENAKA, 1973).

A interagédo prolongada dos BBIs com proteases na semente pode provocar a quebra
de pequenos peptideos que vao gerar isoformas em quantidades e atividades diferentes.
Durante o processo de germinagdo ocorrem mudancas na composicdo de isoformas
existentes na semente, provavelmente em decorréncia a protedlises que resultam em
pequenas modificacbes da composicdo de aminoacidos (KUMAR et al., 2002). O
aparecimento de novas formas de inibidor durante o processo de germinagédo, concomitante
ao desaparecimento de formas provenientes da semente madura, a constatacdo de
inibidores com atividades inibitérias e mobilidades eletroforéticas semelhantes sugerem que
as novas formas sao resultantes de processamentos proteoliticos a partir do inibidor da
semente. A andlise da sequéncia de aminoacidos de véarios BBIs demonstra uma grande
homologia, com pequenas diferencas encontradas principalmente nas regides amino e
carboxi terminais, indicando modificagdes por acdo de proteases especificas (SREERAMA e

GOWDA, 1998).
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4.5. BBIs possuem diversas aplicacoes biotecnologicas

Diversas funcoes fisiologicas tém sido descritas para os BBIs nas plantas, incluindo
reserva de aminodcidos sulfurosos, regulacdo dos niveis de peptidases enddgenas e
protecao contra insetos pragas e microrganismos invasores (RAGG et al., 2006; LIOI et al.,
2010; PRASAD, E. R. et al, 2010a). Em adicdo, atividades anti-carcinogénica ou
radioprotetora e propriedades imune estimulantes tém sido reportadas (SAMPAIO, C. A. et
al., 1996; KUMAR et al., 2004; FANG et al., 2011). Um BBI de 7,5 kDa isolado de feijao fava
(Vicia faba) inibiu a atividade dos fungos Mycosphaerella arachidicola, Fusarium oxysporum
e Botrytis cinérea, além de exercer atividade inibitdria contra transcriptase reversa HIV-1 (YE
et al., 2001). A expressao de BBI induzida por herbivoria em folhas de alfafa foi reportado
como um exemplo de fungéo anti-pragas para esse inibidor (BROWN et al., 1985).

Estudos in vivo em in vitro tém demonstrado que BBIls s&o ativos contra peptidases
digestivas de insetos, prejudicando a digestao e, consequentemente, causando um atraso no
crescimento e desenvolvimento larval, além de afetar sua sobrevivéncia (RAHBE et al., 2003;
PEREIRA et al., 2007; PRASAD, E. R. et al., 2010a). Por esta razao, BBIs sdo considerados
uma ferramenta promissora para o controle de pragas, principalmente em engenharia de
plantas, onde a expressao destes inibidores pode ser usada para aumentar a resisténcia
contra insetos fitéfagos em cultivos economicamente importantes (POMPERMAYER et al.,
2001; FALCO e SILVA-FILHO, 2003). Além disso, peptideos ciclicos pequenos baseados no
sitio reativo dos BBIs sao capazes de reter a estrutura e a atividade da regido loop da
proteina parente, permitindo a producao de inibidores mais potentes e facilmente sintetizados

(MCBRIDE et al., 2002).
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Um estudo avaliou a eficiéncia da cana-de-agucar transgénica expressando IPs de soja
das familias Kunitz e Bowman-Birk em conferir resisténcia contra Diatraea sacccharalis. As
larvas alimentadas com folhas da planta transgénica mostraram crescimento reduzido
quando comparado com as alimentadas com folhas de plantas ndo transformadas (FALCO e
SILVA-FILHO, 2003).

Atualmente, diversos produtos transgénicos (soja, milho, algodao) contendo proteinas
Bt estdo disponiveis no mercado, causando um grande impacto na agricultura. As proteinas
inseticidas Cry produzidas por subespécies de Bacillus thurigiensis sao pro-toxinas que
necessitam ser processadas por enzimas intestinais do inseto para ter a forma ativa. Apos a
ingestao, a forma cristalina da proteina é solubilizada no ambiente alcalino do intestino médio
(pH 8-10) do lepidoptero, diptero e alguns insetos colebpteros, formando toxinas ativas que
se ligardo aos receptores das microvilosidades intestinais. Em seguida, as toxinas se
inserem na membrana formando poros, causando um desequilibrio osmético que leva a
morte os insetos suscetiveis (CARLINI e GROSSI-DE-SA, 2002). Todavia, apesar do grande
sucesso desta nova classe de bioinseticidas, existe uma preocupacdo em relacdo a
segurancga de proteinas Bt para os mamiferos (VAZQUEZ-PADRON et al., 1999).

Plantas expressando IPs podem ser consideradas como uma tatica adicional para o
controle de insetos-praga com maior especificidade que os inseticidas convencionais, além
de serem compativeis com os principios do manejo integrado de pragas (PAOLETTI e
PIMENTEL, 2000), pois possibilitam um controle mais ecolégico destas. Entretanto, estes
inibidores devem ser selecionados levando-se em consideracao a fisiologia e a bioquimica

de sua digestao pelo inseto (FRIZZAS e OLIVEIRA, 2006).
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z

E importante também fazer uso de combinag¢des desses inibidores com outras proteinas
que induzem estresse ou inibem o crescimento dos insetos a serem controlados, ou por
combinagdes desses inibidores que cobrem o espectro de peptidases intestinais, o que
dificultara a capacidade de adaptagédo dos insetos pelo simples aumento da expressao de

genes de peptidases insensiveis aos inibidores (PAULILLO et al., 2000).
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CAPITULO 3

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DO INIBIDOR (CFPI)

I. OBJETIVOS

Este capitulo tem como objetivos:

= Purificar um inibidor de peptidase serinica de sementes de C. fairchildiana;

» Realizar sua caracterizacao fisico-quimica, através de técnicas cromatograficas,

eletroforéticas, por espectrometria de massas e sequenciamento N-terminal;
= Determinar sua estequiometria de inibicdo para tripsina e quimotripsina bovinas, assim
como os parametros cinéticos (constante de inibicéao e tipo de inibicao);

» Analisar a estabilidade do inibidor submetendo-o a condi¢des variadas de pH e
temperatura, bem como a diferentes concentracées do agente redutor ditiotreitol

(DTT);

= Através de ensaios de dicroismo circular, verificar possiveis alteragdes na estrutura

secundaria do inibidor submetido ao aquecimento ou apés incubagdo com DTT.
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II. MATERIAIS E METODOS

1. Espécie vegetal

Sementes de C. fairchildiana (Fabaceae) foram coletadas entre os meses de margo a
abril de 2011 na Unicamp (localizagédo: -22.820179,-47.069261). Os frutos secos maduros
foram colhidos e as sementes foram lavadas e secas em temperatura ambiente antes de
serem acondicionadas em freezer a — 20 °C. A Figura 9 apresenta a arvore, flores e frutos de

C. fairhildiana.

2. Reagentes

2.1. Enzimas

Tripsina e quimotripsina de péncreas bovino foram adquiridas da Sigma Chemical

Company.

2.2. Substratos

Os substratos sintéticos BApPNA e SAAPFpNA, com atividade especifica para tripsina e

quimotripsina, respectivamente, foram adquiridos da Sigma Chemical Company.
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Figura 9. Clitoria fairchildiana RA Howard: A. arvore, B. flor, C. fruto verde, D. sementes. Foto (A) de Dantzger,
M.; Fotos B-D de clickmudas (www.clickmudas.com.br).
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2.3. Resinas

As resinas de exclusdao molecular Sephadex G-75 e Superdex 75, assim como a de
interacdo hidrofobica Phenyl Sepharose CL-4B, foram adquiridas da GE Healthcare
(Uppsala, Suica).

A massa molecular relativa (Mr) das fracoes coletadas na Superdex 75 foi determinada
através do gréfico de logMr x Ve/Vo, onde Ve corresponde ao volume de eluicado da proteina e

Vo € o volume de exclusédo do azul de dextrano (Figura 10).

5,0+
BSA (66 kDa) y=7-1.9x
4,81 " R*=0,93
Ovalbumina (45 kDa)
4,6 -
Anidrase carbonica (29 kDa)

o | |
S 441
()}
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4,2 1

4.0 SBBI (8 kDa)

u
318 T T T T T T T T T T T
1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
Ve/Vo

Figura 10. Curva de calibragdo de massa molecular da Superdex 75. A coluna foi equilibrada e eluida com
tampao fosfato 20 mM, pH 7,2. Fragbes de 1 mL foram coletadas num fluxo de 48 mL/h. A detecgdo das

proteinas foi acompanhada a 280 nm.
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3. Procedimento experimental

3.1. Isolamento e purificacao do inibidor de peptidase de C. fairchildiana (CFPI)

3.1.1. Obtencao da farinha de sementes de C. fairchildiana

As sementes maduras foram inicialmente submetidas a um processo de desidratacéao
em estufa a 40 °C por 24 horas para facilitar a retirada das cascas. Posteriormente, as
cascas foram retiradas manualmente e as polpas das sementes foram subsequentemente
trituradas em moinho elétrico a 27.000 rpm. A farinha obtida foi submetida ao processo de
delipidagdo com hexano. Ao final da delipidagéo, a farinha foi depositada em uma bandeja

plastica revestida com papel filtro para que houvesse a completa volatilizagcao do solvente.

3.1.2. Obtencao do extrato bruto

A farinha delipidada foi submetida a extragdo proteica com tampéao fosfato de sddio
0,1 M, pH 7,6, na proporcao de 1:10 (p/v), sob agitacdo constante overnight em temperatura
de 4 °C. Em seguida, o material foi centrifugado a 5.000 rpm a 4 °C durante 30 minutos para
a separacao do sobrenadante. O extrato bruto (EB) presente no sobrenadante foi dialisado
por 24 horas contra agua destilada a 4 °C, liofilizado e utilizado nas etapas posteriores de

purificagao do inibidor.
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3.1.3. Cromatografia de exclusao molecular em coluna Sephadex G-75

Uma amostra de extrato bruto (300mg) foi dissolvida em 3mL de tampao fosfato 0,1 M,
NaCl 0,1 M, pH 7,6, sonicada por 5 minutos e centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos para
clarificacdo. Posteriormente, a amostra foi aplicada em uma coluna de exclusdéo molecular
Sephadex G-75 (3,0 x 80 cm), previamente equilibrada com o mesmo tampao usado para
dissolver o EB. Foram coletadas fragcées de 3,0 mL por tubo, em um fluxo de 12 mL por hora.
A deteccao de proteinas foi feita em espectrofotdmetro a 280nm. Por fim, determinou-se a

atividade inibitéria (antitriptica) das fragdes.

3.1.4. Cromatografia de interacao hidrofobica em coluna Phenyl Sepharose CL 4-B

A fracdo que apresentou atividade antitriptica na exclusdo molecular foi dialisada,
liofilizada e aplicada (10 mg) em uma coluna de interacao hidrofébica Phenyl Sepharose (1,5
x 9,0 cm), equilibrada inicialmente com o tampéao de ligacao (fosfato de sédio 20 mM com
0,4M sulfato de aménio, pH 7,2). A eluicdo das proteinas foi conduzida em um gradiente de
concentracao (0 a 20 mM) do tampéo fosfato de sédio pH 7,2, num fluxo de 72 mL/h.
Determinou-se o perfil cromatografico utilizando um comprimento de onda de 220 nm, e foi

separada a fracao que apresentou atividade antitriptica.
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3.1.5. Cromatografia de gel filtracao em coluna Superdex 75

A terceira fracao eluida com 10mM de tampao fosfato na coluna de interacao hidrofébica,
denominada P3, foi dializada, liofilizada e aplicada (10mg) em uma coluna Superdex 75 (1,0
x 25 cm) acoplada ao sistema AKTA Purifier, equilibrada com tampao fosfato 20 mM, pH 7,2
e com fluxo de 48 mL/h. Foi monitorado o perfil cromatografico utilizando um comprimento de

onda de 280 nm e a fracdo com atividade anti-triptica foi coletada, dialisada e liofilizada.

3.2. Quantificacao de Proteinas

Todas as fragbes obtidas no processo de purificacdo tiveram seu conteudo proteico
quantificado conforme o método desenvolvido por Bradford (1976), utilizando soro albumina

bovina como padréo a 1 mg/mL.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (PAGE-SDS) foi realizada
seguindo-se a metodologia descrita por Laemmli (1970). As placas de poliacrilamida foram
feitas de modo descontinuo: apresentaram um gel de concentracdo de 5% e um gel de
corrida de 15%. As placas foram preparadas utilizando-se uma solugdo de acrilamida
estoque. O gel de concentracao 5% foi preparado utilizando-se o tampao Tris-HCI 0,5 M, pH
6,8 e 0 gel de corrida foi feito com tampao Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. Em ambos os géis foram
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acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%. A PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de
mini placas SE 250 Mighty Small Il (Hoefer Scientific Instruments). As amostras e os
marcadores de massa molecular foram dissolvidos em tampao de amostra (Tris-HCI,
0,075 M, pH 6,8; 10% de glicerol; 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 carbénica (30 kDa), inibidor de tripsina de
soja (20 kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa). A corrida eletroforética foi realizada com corrente
constante (30 mA) e voltagem livre. Os géis foram corados com solu¢cao de Coomassie Blue

0,05 % a 37 °C overnight e 0 excesso de corante removido em acido acético 7%.

3.4. Caracterizacao do inibidor de peptidase de C. fairchildiana

3.4.1. Determinacdo da massa acurada por espectrometria MALDI-TOF

A massa molecular acurada do inibidor de peptidase de C. fairchildiana (CFPI), obtido
a partir da cromatografia de gel filtragdo em coluna Superdex, foi determinada por
Espectrometria de Massa utilizando um Voyager DE PRO MALDI TOF mass spectrometry
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Uma aliquota de 1 pL de amostra foi dissolvida em
TFA 0,1 % e misturada a 2 yL da matriz. A matriz foi preparada com acido a-ciano-4-hidroxy-
cinnamico (Sigma), acetonitrila 60% (v/v) e TFA 0,1% (v/v). A massa foi analisada sob as
seguintes condigdes: aceleragdo de voltagem a 25 kV, laser ajustado a 2890 mJ/com? em

300 ns, com modo de analise linear.
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3.4.2. Determinacao e analise da sequéncia N-terminal

O método de degradacao automatico desenvolvido por Edman (1950) foi utilizado para
determinar a sequéncia da por¢ao N-terminal do inibidor CFPI. A degradacdo Edman é um
procedimento ciclico, onde os aminoacidos constituintes de uma proteina ou peptideo séo
clivados um a um (um por ciclo) a partir da extremidade N-terminal, sendo identificados como
derivados de feniltioidantoinas. Cada ciclo foi composto de 3 etapas: acoplamento de
fenilisotiocianato (PITC) ao residuo N-terminal; clivagem do residuo por ciclizagdo em meio
acido; conversao 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 aminoacidos processados foram identificados a 269 nm apd6s a separagédo em coluna
C-18 (4,6 mm x 2,5 mm) sobre condicées isocraticas. 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 sequéncias 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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3.4.3. Atividade inibitoria para a tripsina bovina

A atividade inibitoria para a tripsina bovina foi determinada pela medida da atividade
hidrolitica residual da mesma para o substrato BApNA (Na-benzoil-DL-arginina—4—
nitroanilida hidroclorido), seguindo a metodologia desenvolvida por Elanger et al. (1961).
Aliquotas de 4 pL de tripsina (0,25 mg/mL) foram incubadas com diferentes concentragcoes
do inibidor em volumes variaveis de tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Ap6s 15 minutos de
incubacao a 37 °C, foi adicionado 200 uL de BApNA a 1mM, completando um volume final de
270 plL/poco. O ensaio foi conduzido por um periodo total de 30 minutos. As mudancgas na
absorbancia a 410 nm, ap6s subtrair a leitura do tampao como branco, foram detectadas no

leitor de microplacas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices).

3.4.4. Atividade inibitoria para a quimotripsina bovina

Um ensaio similar ao da tripsina bovina foi preparado para determinar a atividade
inibitéria para a quimotripsina. Para isso foi utilizado o substrato SAAPFpNA (N-Succinil-
Ala—Ala—Pro—Phe—p—nitroanilida), conforme metodologia desenvolvida por Delmar et al.
(1979). Aliquotas de 10 pL de quimotripsina (0,5 mg/mL) foram incubadas com diferentes
concentracdes do inibidor em volumes variaveis de tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Apés 15
minutos de incubacéo a 37 °C, foi adicionado 20 pL de SAAPFpNA a 1mM, completando um
volume final de 120 pL/pogo. O ensaio foi conduzido por um periodo total de 5 minutos. As
mudancgas na absorbancia a 410 nm, apds subtrair a leitura do tampao como branco, foram

detectadas no leitor de microplacas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices).
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3.4.5. Estequiometria de inibicao

A relagao estequiométrica entre CFPl/tripsina e CFPI/quimotripsina foi determinada a
partir da incubacao por 10 minutos a 37 °C de uma concentracao fixa de enzima (4 uM para
tripsina e 200 uM para quimotripsina) com concentragcdes crescentes do inibidor (de 0,01 a
0,08 mM para tripsina; de 0,1 a 0,8 mM para quimotripsina). Decorrido o tempo descrito,
adicionou-se 0 substrato e a reagdao ocorreu durante 30 minutos para tripsina € 5 minutos
para a quimotripsina. A hidrélise do substrato foi acompanhada a 410 nm no leitor de
microplacas, a fim de determinar a atividade residual das enzimas no ensaio. Com a intengéo
de verificar a complexacéao do inibidor com ambas as enzimas na razao molar de 1:1:1, CFPI
foi incubado a 37 °C por 30 minutos com tripsina e quimotripsina na propor¢do molar de 1:1
(CFPl:enzima). Em seguida, a atividade residual de ambas as enzimas foi determinada apdés

adicao de substrato.

3.4.6. Determinacao da constante de inibicao

A constante de inibicdo (Ki) foi determinada para a tripsina e quimotripsina, pré-
incubando a respectiva enzima com concentracoes crescentes de CFPI (0,05 e 0,1 nM)
durante 15 minutos, seguida pelo incubagdo a 37 °C com diferentes concentragdes (0.125,
0.25, 0.375, 0.5, 0.625 e 0.75 mM) de BApNA ou SAAPFpNA, respectivamente. O tempo de
incubacdo apds a adicdo de substrato foi de 30 minutos para BApNA e 5 minutos para
SAAPFpNA. O valor de Ki foi calculado a partir do grafico de Lineweaver-Burk, utilizando o

programa SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA).

45



Miriam Dantzger — Tese de Doutorado

3.5. Estudos de estabilidade de CFPI

3.5.1. Estabilidade térmica

O inibidor CFPI foi submetido a uma variagdo de temperatura (37 a 100 °C) com o
objetivo de avaliar o efeito do aquecimento na atividade inibitoria. Ap6s a incubagao por 30
minutos em cada temperatura, as aliquotas ensaiadas foram resfriadas em banho de gelo e a
sua eficiéncia inibitéria verificada através da determinagdo da atividade residual do inibidor.
Foram realizadas 6 replicatas para cada valor de temperatura, sendo os resultados

expressos como media * desvio padréo.

3.5.2. Estabilidade a variacao de pH

Para determinar a estabilidade a variagbes de pH, o inibidor foi diluido no mesmo
volume em diferentes tampdes com a mesma concentragdo molar (100 mM): glicina-HCI (pH
2-3), acetato de sédio (pH 4-5), fosfato de sodio (pH 6-7), Tris-HCI (pH 8) e glicina-NaOH (pH
9-10). Apés a incubacéo por 60 minutos a 37 °C em cada tampao, o pH de todas as aliquotas
foi ajustado para pH 8,0 para se determinar a atividade inibitéria através do ensaio de
inibicdo para a tripsina e quimotripsina, conforme anteriormente descrito. Para cada valor de
pH, 6 replicatas foram preparadas, sendo os resultados expressos como média = desvio

padrao.
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3.5.3. Estabilidade ao agente redutor DTT

CFPI foi incubado com DTT em diferentes concentragdes finais: 0,25 a 1,0 mM. A
reacao foi interrompida pela adicdo de iodoacetamida, duas vezes a concentragéo final de
DTT. Durante a incubacao a 37 °C, aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo de 15,
30, 60 e 120 minutos para cada concentracao avaliada. Para todos os intervalos, um controle
sem DTT foi feito. Apds incubacéo, as aliquotas foram submetidas aos ensaios de atividade

inibitéria. Os resultados foram expressos como a média de 6 replicatas + desvio padrao.

3.6. Dicroismo circular de CFPI

As medidas de dicroismo circular foram realizadas no Instituto de Quimica, Unicamp,
em um espectropolarimetro JASCO J-720, usando uma cuveta de quartzo de caminho optico
de 1 mm. CFPI foi utilizado numa concentracao de 0,1 mg/mL, dissolvido em tampéao fosfato
de sédio pH 7,3. Para analisar possiveis alteragées estruturais no inibidor, foram realizadas
medidas de DC entre 190-260 nm para CFPI nativo e CFPI tratado com 1 mM DTT por
1 hora. O espectro obtido foi o resultado de 10 acumulagdes descontado de seus respectivos
brancos. Uma curva de desnaturacéo-renaturacao foi obtida por aquecimento da amostra de
CFPI nativo de 20 a 90 °C a uma taxa de 1 °C/minuto. O resfriamento de 90 para 20 °C deu-
se imediatamente ap6s a amostra alcancar a mais alta temperatura do ensaio. Um
controlador de temperatura do tipo peltier (Jasco PTC 423S/15) foi utilizado e a medida de

DC foi obtida a 207 nm, como um resultado de 10 acumulacoes.
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ITII. RESULTADOS

1. Purificacao de CFPI

1.1 Cromatografia em coluna Sephadex G-75

O extrato bruto obtido da farinha de sementes apresentou atividade inibitéria contra
tripsina bovina, e portanto, foi aplicado em uma coluna de exclusdo molecular Sephadex

G-75, no qual resultou em 4 picos bem definidos (Figura 11). Somente o segundo pico,

denominado G-2, foi capaz de inibir a tripsina.

25
G-1
0
—_ o)
< 2,04 /\
=2 3
E15{ ¢ \
2 o 22
(q\| 1,0_ \ G*2 O_Odmo'o 'O' ‘O\
2 e 2 d et
2 \ oy ' ]
< q 4 % o
0’5- Q)Qrpl O‘o o'o \O‘
o) 7 ) Q
/ s B,
0,0 Wd 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1 v 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Tubos

Figura 11. Perfil cromatografico do EB aplicado em coluna Sephadex G-75 (3 x 80 cm), equilibrada com tampé&o
fosfato de sodio 0,1 M com 0,1 M de NaCl, pH 7,6. Fragbes de 3 mL foram coletadas num fluxo de 12 mL/h. A

deteccdo das proteinas foi acompanhada a 280 nm. A fracdo que apresentou atividade inibitéria esta
evidenciada por asterisco.
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1.2 Cromatografia em coluna Phenyl-sepharose

Apé6s didlise e liofilizacdo, a fracdo G-2 foi utilizada no passo de purificagao
subsequente, uma cromatografia de interacao hidrofébica em coluna de Phenyl-Sepharose
CL-4B. O perfil cromatogréafico mostra a presenca de 5 picos de proteinas resultantes (Figura
12), sendo o terceiro pico (P-3), eluido com 100% de fosfato de sédio 20 mM pH 7,2,
constituido de atividade inibitéria. Este foi dialisado, liofilizado e utilizado na etapa seguinte

de purificacgao.
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Figura 12. Perfil cromatogréafico da fragdo G-2 aplicada em coluna Phenyl-Sepharose CL-4B (1,5 x 9 cm),
equilibrada com tampao de ligagao (fosfato de sédio 20 mM com sulfato de amdnio 0,4 M pH 7,2). Fracbes de 1
mL foram eluidas com tampé&o fosfato de sédio 20 mM pH 7,2 num fluxo de 72 mL/h. A deteccdo das proteinas

foi acompanhada a 220 nm. A fragao que apresentou atividade inibitéria est4 evidenciada por asterisco.
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1.3 Cromatografia em coluna Superdex

A fracdo P-3 foi aplicada em uma coluna de gel filtracdo Superdex 75 e o
cromatograma apresentou dois picos de proteinas, S-1 e S-2, sendo este Ultimo pico

majoritario com atividade inibitéria (Figura 13). A fracdo S-2 foi dialisada e liofilizada, e

consequentemente denominada CFPI.
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Figura 13. Perfil cromatografico da fragdo P-3 aplicada em coluna Superdex 75 (1,0 x 25 cm), equilibrada com
tampao fosfato de sédio 20 mM pH 7,2. Fragdes de 1 mL foram coletadas num fluxo de 48 mL/h. A detecgéo

das proteinas foi acompanhada a 280 nm. A fracdo que apresentou atividade inibitéria esta evidenciada por
asterisco.

1.4 Tabela de purificacao do inibidor

Os procedimentos de purificacdo mostraram-se eficientes, desde que CFPI teve um

rendimento de 21,2% e foi purificado 17 vezes, conforme verificado na Tabela 1.
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Tabela 1. Passos de purificagido de CFPI

Passos Proteina total Atividade Atividade Rendimento Purificacdo

inibitodria total especifica % vezes
(mg) P ( 0) ( )

(UI*)x 10°  (U/mg) x 10°

EB 24000 1.45 0.6 100 1,0
G-75 4280 1.41 33 97,2 5,5
Phenyl-Sepharose 1207.6 0.672 5.5 46,3 9,17
Superdex 75 301.9 0.308 10.2 21,2 17

* Uma unidade inibitdria (UI) foi definida como a quantidade de inibidor que diminui a absorbancia em 0,01 a 410 nm.

2. Eletroforese da purificacao em gel de poliacrilamida contendo SDS

A pureza e o perfil das fragdes proteicas obtidas das etapas de purificacdo foram
analisadas através de gel de eletroforese 15% (PAGE-SDS), o qual esta exibido na Figura
14. Observamos que CFPI apresentou uma unica cadeia polipeptidica com massa molecular
aparente de 15 kDa sob condi¢cbes ndo-redutoras.
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Figura 14. PAGE-SDS 15% das fragbes oriundas das etapas de purificacdo. (M) Marcadores de peso
molecular; (1) EB; (2) G-2; (3) P-3; (4) S-2.
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3. Caracterizacao do inibidor de peptidase de C. fairchildiana

3.1. Determinacao da massa acurada por espectrometria MALDI-TOF

Uma analise mais acurada realizada por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF
revelou a massa exata de CFPI, sendo o pico majoritario de 7973,14 Da obtido em coluna C-

18 (Figura 15), evidenciando que a massa molecular anteriormente obtida por eletroforese se

trata de uma forma dimérica.
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Figura 15. Perfil do espectro de CFPI por espectrometria de massas MALDI-TOF.
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3.2. Determinacao e anadlise da sequéncia N-terminal

O alinhamento da sequencia N-terminal de CFPI com outros IPs, utilizando o banco de

dados NCBI-BLAST, revelou uma homologia entre CFPI e diversos inibidores da familia

Bowman-Birk (Tabela 2).

Tabela 2. Alinhamento da sequéncia N-terminal de CFPI com outros BBl. B2RG94, Phaseolus
zimapanensis (LIOI et al., 2010); MBTI-F, Vigna radiata (WILSON e CHEN, 1983); IBB2-PHANN,
Phaseolus angularis (YOSHIDA e YOSHIKAWA, 1975); G7L3NO, Medicago truncatula (YOUNG et al.,
2011); A4Q9H4, Phaseolus maculatus (LIOI et al., 2010); LaBBlI, Lupinus albus (SCARAFONI et al.,
2008). Residuos idénticos estdo destacados em cinza escuro e as substituicdes conservadas em

cinza claro. As letras brancas sob um fundo negro mostram o residuo P1 no sitio anti-quimotripsina.

Proteina Sequéncias primdrias Identidade
(%)
CFPI S I'P AQCHCAIDLRFGSCHSACKS|CVCTH
B2RG94* SIPPQCHCSDLRLNSCHSACKSCICT 81,5
MBTI-F S I'PP QCHCADI RLNSCHSACKS S|CMCT 80,8
IBB2-PHANN |S T /P P Q C Q C ADI RLDSICHSACKSCMCT 76,9
G7L3NO* S I'PPQCHCTDI G- ETCHSACKS|CLCT 72,0
A4Q9H4* S I'PPI CQCSDI RLNSCHSACKS S|CMCT 69,2
LaBBI S I' PP QCRCTDI G- ETCHSACKSCI|CT 68,0

* Nome da protefna de acordo com o banco de dados UniProtKB.

3.3. Estequiometria de inibicao

Uma andlise da atividade inibitéria de CFPI contra tripsina e quimotripsina, determinada

com os substratos BApNA e SAAPFpNA, respectivamente, mostrou inibicdo consideravel

contra ambas as peptidases. A curva estequiométrica de CFPl foi determinada

separadamente para a tripsina e quimotripsina (Figura 16). Na relacao de 1:2 (CFPl:enzima),
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a atividade da quimotripsina foi reduzida em 83%, enquanto a atividade da tripsina, diminuiu
75%. A partir da anélise da Figura 16, observamos que aproximadamente 100% da atividade
enzimatica de ambas as enzimas foi inibida quando a proporgdo molar alcangou 1:1
(CFPIl:enzima). A pré-incubacgédo do inibidor com ambas as peptidases no meio de reacao,
numa razdo molar de 1:1 (CFPlienzima) resultou na inibicdo completa da atividade da

tripsina e quimotripsina, conforme verificado na Figura 17.
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Figura 16. Curva de inibicdo da quimotripsina e tripsina bovinas por CFPI. As enzimas foram separadamente
pré-incubadas (10 min, 37 °C, Tris-HCI 50 mM pH 8) com concentragdes crescentes de inibidor. A atividade
residual da tripsina foi determinada com BApNA, e da quimotripsina com SAAPFpNA, sendo ambos os

substratos a 1 mM.
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Figura 17. Inibicao da quimotripsina e tripsina bovinas pré-incubadas (30 min, 37 °C, Tris-HCI 50 mM pH 8) com
CFPI, concomitantemente, na proporcdao molar de 1:1:1. A atividade residual da tripsina foi determinada com
BApNA, e da quimotripsina com SAAPFpNA, sendo ambos os substratos a 1 mM. A mesma letra significa que
nao houve diferenga estatistica entre os grupos para o teste de Tukey, sendo p>0,05.

3.4. Determinacdao da constante de inibicao

O gréafico de Lineweaver-Burk de CFPI mostrou inibicdo do tipo competitiva para a
tripsina (Figura 18) e quimotripsina (Figura 19), uma vez que o valor de velocidade maxima,
determinado pela interseccdo das retas no eixo y, foi 0 mesmo para a enzima controle e
incubada com o inibidor. Além disso, as retas tiveram diferentes valores de Km aparente,
determinado pela interseccao das retas no eixo x. A constante de inibicao (Ki) contra tripsina
e quimotripsina, calculada pelo programa SigmaPlot a partir do grafico de Lineweaver-Burk,

foide 3,3x 1019 M e 1,5 x 107'° M, respectivamente.
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Figura 18. Grafico de Lineweaver-Burk para a determinagédo da constante de inibicdo (Ki) para a tripsina frente

a 2 concentracgdes diferentes de CFPI. As concentragdes finais do inibidor foram (o) 0,05 nM e (V) 0,1 nM.
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Figura 19. Grafico de Lineweaver-Burk para a determinagdo da constante de inibicao (Ki) para a quimotripsina
frente a 2 concentragdes diferentes de CFPI. As concentragdes finais do inibidor foram (o) 0,05 nM e (V) 0,1
nM.
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4. Estudos de estabilidade de CFPI

4.1. Estabilidade térmica

O estudo dos efeitos da temperatura sobre a atividade de CFPI mostrou que o inibidor
foi bastante estavel, pois manteve aproximadamente 92% de inibicdo da tripsina apds
incubacdo por 30 minutos @ 100 °C. Entretanto, a atividade inibitéria de CFPI contra a
quimotripsina foi mais suscetivel que para a tripsina. Sob as mesmas condicbes descritas

acima, CFPI inibiu a quimotripsina em cerca de 76%, conforme observado na Figura 20.
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Figura 20. Efeito da temperatura sobre a estabilidade de CFPI para a tripsina (e) e quimotripsina (o) bovinas. O
inibidor foi incubado em diferentes temperaturas (37 a 100 °C) por 30 min e, em seguida, foi resfriado em gelo e
determinou-se sua atividade residual para tripsina e quimotripsina. Foram realizadas 6 replicatas para cada

valor de temperatura. Os resultados foram representados como média * desvio padréao.
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4.2. Estabilidade a variacao de pH

CFPI apresentou atividade inibitéria 6tima contra tripsina e quimotripsina em pH 8,
como pode-se observar na Figura 21. Além disso, a atividade inibitéria de CFPI contra ambas
enzimas foi estavel em outros valores de pH (2-10), com uma perda marginal de 14% e 9,5%
na inibicado da tripsina e quimotripsina, respectivamente, em valores de pH baixos (Figura
21). Em valores de pH elevados, CFPI perdeu somente 12% de sua atividade contra

quimotripsina e 6% de sua habilidade de inibir tripsina.
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Figura 21. Efeito da variacdo de pH sobre a estabilidade de CFPI para a tripsina (e) e quimotripsina (o)
bovinas. O inibidor foi incubado em diferentes tampdes com a mesma concentragdo molar (100 mM) por 60 min
a 37 °C e, em seguida, o pH foi ajustado e determinou-se sua atividade residual para tripsina e quimotripsina.
Foram realizadas 6 replicatas para cada valor de pH. Os resultados foram representados como média + desvio

padrao.
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4.3. Estabilidade ao agente redutor DTT

Em periodos de incubacado curtos, a atividade inibitéria de CFPI contra tripsina e
quimotripsina foi discretamente afetada apds incubacdo com diferentes concentracdes de
DTT. A atividade inibitéria para ambas as enzimas reduziu aproximadamente 15% a 1 mM de
DTT por 15 minutos (Figuras 22 e 23). Todavia, periodos prolongados de incubagao resultou
em maior reducao na atividade inibitéria. A presenca de DTT reduziu a capacidade de CFPI
em inibir a tripsina mais que a quimotripsina. A inibicao da tripsina por CFPI reduziu em 77%
apos incubacado com DTT a 1 mM durante 120 minutos (Figura 22), ao passo que a atividade

inibitéria contra a quimotripsina diminuiu 41% sob as mesmas condicoes (Figura 23).
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Figura 22. Efeito do DTT sobre a estabilidade de CFPI para a tripsina bovina. Diferentes concentragdes de DTT
(0,25 a TmM) foram incubadas com CFPI a 37 °C em diferentes intervalos de tempo. A reacao foi interrompida

com iodoacetamida. Ap6s a incubagdo, aliquotas foram retiradas para cada concentragdo avaliada e

59



Miriam Dantzger — Tese de Doutorado

submetidas aos ensaios de atividade inibitéria. Os resultados foram representados como média de 6 replicatas
* desvio padrao.
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Figura 23. Efeito do DTT sobre a estabilidade de CFPI para a quimotripsina bovina. Diferentes concentragdes
de DTT (0,25 a 1mM) foram incubadas com CFPI a 37 °C em diferentes intervalos de tempo. A reagéo foi
interrompida com iodoacetamida. Apos a incubacgédo, aliquotas foram retiradas para cada concentragao avaliada
e submetidas aos ensaios de atividade inibitéria. Os resultados foram representados como média de 6
replicatas + desvio padréo.

5. Dicroismo circular de CFPI

O efeito da temperatura sobre a estrutura secundaria de CFPI foi analisado por
dicroismo circular (DC). O espectro de DC, seguindo um aumento gradual de temperatura de
20 a 90 °C, ndo mostrou mudangas em perda de sinal (Figura 24). Analogamente, o sinal do

DC de CFPI a 207 nm permaneceu inalterado sob subsequente resfriamento de 90 a 20 °C.
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A interpretacao do espectro nativo de CFPI revelou uma elipsidade minima acentuada
proxima a 207 nm, seguida por outro espectro minimo mais suave por volta de 225 nm
(Figura 25). A estrutura secundaria de CFPI foi predita utilizando os algoritmos SELCONS,
CONTIN e CDSSTR. Todos os algoritmos apresentaram resultados similares. A predicédo
estrutural gerada pelo algoritmo SELCON3 apontou a presenca de 34% de
a-hélices, 10% folhas-p, 56% de estruturas ndo ordenadas (Tabela 3), evidenciando a
presenga majoritaria de a-hélices e estruturas ndo ordenadas.

A andlise de DC de CFPI incubado com 1 mM de DTT durante 1 hora revelou
alteracées no espectro, mostrando redugéo de sinal a 190 nm e na regido entre 205 a
230 nm (Figura 25). A predicao da estrutura de CFPI reduzido revelou a presencga de 32%

em a-hélices, 17% folhas-p e 51% de estruturas ndo ordenadas (Tabela 3).
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Figura 24. Espectro de DC a 207 nm para CFPI nativo (0,1 mg/mL) submetido ao aquecimento gradual
(1 °C/min) de 20-90 °C (m) e subsequente resfriamento de 90-20 °C (o). O espectro obtido representa o

resultado de 10 acumulac¢des descontado de seus respectivos brancos.
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Figura 25. Espectro de DC (190 - 260 nm) para CFPI nativo e incubado em 1mM de DTT por 1 hora. O inibidor
foi utilizado numa concentragéo de 0,1 mg/mL, dissolvido em tampao fosfato de sédio pH 7,3. O espectro obtido
representa o resultado de 10 acumulagdes descontado de seus respectivos brancos.

Tabela 3. Predicdo de estrutura secundéria de CFPI através do algoritmo SELCON3.

Contetdo de estrutura secundaria (%)

o-hélice folha-3 Randbmica
CFPI1 34 10 56
CFPI + DTT (1 mM, 37 °C, 1h) 32 17 51
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IV. DISCUSSAO

Os inibidores Bowman-Birk (BBIs) tém sido extensivamente estudados devido ao seu
potencial em biotecnologia, tanto em uso medicinal como em agricultura. Em engenharia de
plantas, a expressdo destes inibidores pode ser usada para obter resisténcia contra insetos-
praga que prejudicam culturas economicamente importantes. Por esta raz&o, a purificagcéo e
caracterizacao de novos IPs pode ser util para o controle natural de insetos fitofagos.

O presente estudo descreve a purificagdo e as propriedades bioquimicas de um
inibidor Bowma-Birk de sementes de Clitoria fairchildiana, nomeado CFPI, além de analisar
sua funcao inseticida para insetos-praga lepiddpteros, particularmente contra Anagasta
kuehniella e Corcyra cephalonica.

No processo de purificacdo de CFPI diversas técnicas foram testadas, tais como
coluna de troca ibnica DEAE-Sepharose, cromatografia de afinidade Sepharose-tripsina e
cromatografia em coluna C-18. Entretanto, os procedimentos cromatograficos que mais
renderam e preservaram a estrutura do inibidor foram exclusdo molecular (G-75, Superdex) e
a coluna de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose.

CFPI mostrou uma cadeia polipeptidica unica com uma massa molecular relativa de
aproximadamente 15 kDa em Page-SDS. Este padrdo de massa molecular provavelmente
indica um comportamento de auto associagdo muito observado em BBIs (KUMAR et al.,
2004; PRASAD, E.R. et al., 2010), nos quais as formas diméricas ou multiméricas sao mais
estaveis que os monémeros em solucao. A presenca de regides hidrofdébicas na superficie do
monémero resulta em uma forte rede de ligacao de hidrogénio no dimero, trazendo-lhe
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estabilidade e favorecendo a presenca de outras formas multiméricas (RAO e SURESH,
2007).

A massa molecular de 7973 Da do pico majoritario obtido por espectrometria de
massas MALDI-TOF de CFPI prova que a massa relativa de 15 kDa determinada por Page-
SDS se refere a forma dimérica do inibidor. Os picos com 7886 e 7757 Da, também
observados na espectrometria de massas, podem ser isoformas resultantes de uma
protedlise parcial da regido amino ou carboxi-terminal, em concordancia com o verificado em
inibidor Bowman-Birk de Lupinus albus (SCARAFONI et al., 2008). BBIs sdo produtos de
familias multigénicas que justificam a existéncia de mdltiplas isoformas por processamento
da proteina em termina¢gées amino e carboxilicas (DOMONEY et al., 1995). A coevolugéo
entre plantas e insetos tem resultado na producédo de numerosos isoinibidores para combater
novas peptidases de insetos (LOPES et al., 2004). Diversos BBls isolados de plantas
leguminosas, como os de Lens culinaris (RAGG et al., 2006), Pisum sativum (DOMONEY et
al., 1995) e Vigna radiata (WILSON e CHEN, 1983), possuem isoinibidores.

O alinhamento da sequéncia N-terminal com outros IPs mostrou que CFPI tem uma
alta similaridade (aproximadamente 60-80%) e regides conservadas com BBIs de vérias
sementes da familia Fabaceae e subfamilia Papilionoideae. Os residuos de cisteina
conservados e os aminoacidos que formam a sequéncia consenso S—-I-P-A-Q-C, do
primeiro sitio reativo, claramente indicam que CFPI é um novo membro da familia Bowman-
Birk.

A especificidade dos BBIs varia entre as plantas leguminosas. A especificidade e o
reconhecimento molecular dos dois dominios inibitérios dos BBIs de leguminosas sao
governados principalmente pelo residuo na posicao P1 (LASKOWSKI e KATO, 1980; DE

PAOLA et al.,, 2012). Inibidores Bowman-Birk de leguminosas sdo reportados como uma
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estrutura em dupla-cabega que consiste em dois dominios inibitérios formando “loops”
ligantes. O residuo P1do primeiro dominio inibitério é conservado e especifico para a tripsina,
enquanto aquele que esta localizado no segundo dominio determina a especificidade dos
BBls: Arg, Lys ou Ser para tripsina; Leu, Phe, His ou Tyr para quimotripsina; Ala para
elastase (LASKOWSKI e KATO, 1980; PRAKASH et al., 1996). Baseado na similaridade da
sequéncia de CFPI com IPs de L. albus (SCARAFONI et al., 2008) e V. radiata (WILSON e
CHEN, 1983), a sequéncia N-terminal de CFPI mostrou o residuo P1 do segundo sitio reativo,
consistindo no aminoacido Phe. Este resultado revela a especificidade de CFPI em inibir
tripsina e quimotripsina.

Estudos estequiométricos mostraram que CFPI inibe a tripsina e quimotripsina a uma
razdo molar de 1:1 (inibidor/enzima). O padrao estequiométrico de CFPI esta de acordo com
o observado para o inibidor Bowman-Birk maior isolado de sementes de Dolichos biflorus
(RAMASARMA et al., 1994) e BTCI de Vigna unguiculata (BARBOSA et al., 2007). Alguns
inibidores Bowman-Birk de diversas leguminosas apresentaram uma proporcao molar de 1:1
ou 1:2 com tripsina, porém nao foram muito efetivos em inibir a quimotripsina (PRASAD, E.
R. et al., 2010b; PRASAD, E.R. et al., 2010).

Os gréficos de Lineweaver—Burk revelaram uma inibigdo competitiva para a tripsina e
quimotripsina e evidenciaram uma forte afinidade de CFPI por ambas enzimas, com valores
de Ki aparente contra tripsina e quimotripsina de 3,3 x 107 M e 15 x 10710 M,
respectivamente. Estes valores obtidos foram similares ao Ki de outros BBIs estudados
(SAMPAIO, C. A. et al., 1996; BUENO et al., 1999). A alta afinidade e especificidade de CFPI
pode estar relacionada com a fisiologia da planta C. fairchildiana, a qual é sazonalmente

atacada por Urbanus acawoios, um lepidéptero que causa a sua defoliagdo (TREVISAN et
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al., 2004). Portanto, ndo é surpresa que C. fairchildiana produza inibidores de
serinopeptidases para proteger suas sementes.

CFPI foi estavel as variacées de pH e termais, mas mostrou sensibilidade ao agente
redutor DTT, o que é caracteristico dos inibidores Bowman-Birk. A marcante estabilidade
exibida pelos BBIs é devido ao arranjo conservado de sete pontes dissulfeto, as quais
possuem um papel essencial na estabilizagdo do sitio reativo da proteina (KUMAR et al.,
2004). A reducao de CFPI com DTT levou a uma perda mais pronunciada da atividade
de mais pontes dissulfeto proximas do dominio anti-tripsina que do anti-quimotripsina
(SINGH e APPU RAO, 2002). Resultados analogos foram reportados em Bowman-Birk de
Cajanus cajan (PRASAD, E.R. et al., 2010) e Vigna mungo (PRASAD, E. R. et al., 2010b).
Em contraste, CFPI foi mais resistente a desnaturacdo redutora que os inibidores de C. cajan
e V. mungo, os quais mostraram perda completa da atividade inibitéria ap6s redugédo com
1 mM de DTT. A analise de dicroismo circular (DC) de CFPI reduzido sugere que, mesmo
apos reducado, o inibidor teve uma conformacdo estavel e reteve uma quantidade
consideravel de sua estrutura secundaria, corroborando com o observado para o inibidor
isolado de D. biflorus (RAMASARMA et al., 1994).

O espectro nativo de CFPI teve uma elipsidade minima a 207 nm, indicativo de uma
estrutura aperiédica que corrobora bem com as estruturas secundarias de outros BBIs
estudados, tais como HGPI de D. biflorus (RAMASARMA et al., 1994) e RgPIl de C. cajan
(PRASAD, E.R. et al., 2010). Todavia, o inibidor em estudo apresentou uma quantidade
maior de estruturas a-hélices em comparacao as folhas-p, o que é incomum em BBls.

CFPI exibiu atividade inibitoria significante até 100 °C e manteve-se estavel durante

um intervalo de pH de 2 a 10. Estabilidades térmica e ao pH foram observadas em outros
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inibidores Bowman-Birk de leguminosas, como V. mungo (PRASAD, E. R. et al., 2010b) e
Vicia faba (FANG et al., 2011). O efeito da temperatura sobre a estrutura secundaria de CFPI
foi analisado por DC. O progressivo aquecimento e subsequente resfriamento de CFPI ndo
induziu mudancgas conformacionais, indicando uma estrutura pouco flexivel e com grande
estabilidade. Diferentemente de CFPI, LaBBI de L. albus (SCARAFONI et al., 2008) e RgPI
de C. cajan (PRASAD, E.R. et al., 2010) apresentaram altera¢gdes conformacionais quando

aquecidos a 90 °C, as quais foram revertidas com o resfriamento.
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V. CONCLUSOES

e CFPI € um novo inibidor de peptidase e o primeiro na espécie C. fairchildiana a ser

isolado e caracterizado;

e Considerando suas caracteristicas fisico-quimicas e composicdo de aminoacidos

podemos classifica-lo como pertencente a familia de inibidores Bowman-Birk;

z

e E uma proteina rica em estrutura aperiddica e altamente estavel as variacées de pH e

temperatura, mas sensivel ao DTT.
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CAPITULO 4

ESTUDO DA ATIVIDADE INSETICIDA DE CFPI

I. OBJETIVOS

= Verificar a capacidade inibitéria de CFPl em relacdo as peptidases digestivas do

intestino médio de diversos insetos-praga;

» Realizar estudos de alimentagdo com o inseto selecionado a fim de analisar o

potencial inseticida de CFPI;

= Comparar os resultados obtidos para o inseto selecionado com a de outro inseto mais

resistente a acao do inibidor.
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II. MATERIAIS E METODOS

1. Insetos

Foram utilizadas 7 espécies de insetos da ordem Lepidoptera, divididos entre as
familias Pyralidae (Anagasta kuehniella, Corcyra cephalonica); Noctuidae (Anticarsia
gemmatalis, Heliothis virescens, Spodoptera frugiperda, Spodoptera albula); e Crambidae
(Diatraea saccharalis). Os insetos da familia Pyralidae foram obtidos do Laborat6rio de
Purificacdo de Proteinas e suas Fungdes Bioldgicas/LPPFB da UFMS/Campo Grande. Os
demais insetos foram fornecidos pelo Dr. J.R.P. Parra (Laboratério de Biologia dos Insetos
da Escola Superior de Agronomia “Luiz de Queiroz” - Esalq, USP, Piracicaba, SP). Os
insetos foram mantidos em condi¢des ideais e rigorosamente controladas, com temperatura
de 28 £ 1 °C, umidade relativa de 65-75%, iluminacgao diaria de 16 horas e com dieta padréao
de gérmen de trigo. A Figura 26 apresenta as formas larval e adulta dos insetos utilizados no

estudo.
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Figura 26. Insetos-praga utilizados no estudo. A. adulto de Anagasta kuehniella; B. larva de A. kuehniella; C.
adulto de Corcyra cephalonica; D. larva de C. cephalonica; E. adulto de Anticarsia gemmatalis; F. larva de
A. gemmatalis; G. adulto de Heliothis virescens; H. larva de H. virescens; |. adulto de Spodoptera frugiperda;
J. larva de S. frugiperda; K. adulto de Spodoptera albula; L. larva de S. albula; M. adulto de Diatraea
saccharalis; N. larva de D. saccharalis. Fotos obtidas de wikipedia (www.wikipedia.com) ou bugguide
(www.bugguide.net/node/view/15740).
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2. Efeito do inibidor sobre as enzimas digestivas de insetos

A atividade inibitéria de CFPI foi testada contra as proteases intestinais de 7 espécies
de insetos-praga: A. kuehniella, A. gemmatalis, C. cephalonica, D. saccharalis, H. virescens,
S. frugiperda e S. albula. As larvas foram criadas em dieta artificial e permaneceram na
mesma até o momento da extracdo das peptidases, realizado de acordo com a metodologia
desenvolvida por Macedo et al. (2003) com pequenas modificacées. Larvas de 4° instar
foram imobilizadas em nitrogénio liquido e tiveram seus intestinos removidos a frio com o
auxilio de pincas. Os intestinos foram congelados em nitrogénio liquido e macerados em
pistilo resfriado. O homogenato obtido foi centrifugado a 14.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e acondicionado em um volume conhecido de tampéao fosfato de
sédio 0,1 M, aliquotado, quantificado seu conteudo proteico por Bradford (1976) e utilizado
imediatamente nos ensaios de atividade enzimatica, ou entdo armazenados a -20 °C.

O efeito de CFPI sobre a atividade proteolitica do homogenato do intestino médio (IM)
foi determinado usando BApNA (para enzimas tripsina) e SAAPFpNA (para enzimas do tipo
quimotripsina) como substratos. Os ensaios foram feitos em pH 8 com tampéao Tris-HCI
50 mM. O inibidor (3ug) foi incubado com o homogenato do IM a 37 °C por 15 minutos antes
da adicao do substrato. A hidrélise do substrato e mudancas na absorbancia a 410 nm foram
acompanhadas no leitor de microplacas, como previamente descrito no Capitulo 3, Secdes
3.43 e 3.4.4. O homogenato do IM foi utilizado numa concentracdo de proteina que
apresentou uma atividade de aproximadamente 0,6 e 0,3 nM/min para BApNA e SAAPFpNA,
respectivamente, ao final das reagdes triptica e quimotriptica. Todas as incubagdes foram

conduzidas em triplicata e os controles apropriados foram inclusos.
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3. Efeito de CFPlI sobre o crescimento e sobrevivéncia das Ilarvas de
A. kuehniella e C. cephalonica

a) Sobrevivéncia e peso médio larval

Para analisar o efeito de CFPI sobre o desenvolvimento de larvas de A. kuehniella,
comparando com um inseto mais resistente como C. cephalonica, dietas artificiais foram
fornecidas contendo o inibidor na concentracdo de 0,5% e 1,0%. Para cada dieta, 4 larvas
neonatas foram colocadas em potes plasticos claros contendo 200mg de dieta artificial, e
fechados hermeticamente. A dieta artificial foi preparada conforme Parra (1999), consistindo
de uma mistura de farinha de trigo integral e gérmen de trigo na propor¢do de 3:2 para
A. kuehniella e 2:3 para C. cephalonica. Cada tratamento foi repetido 10 vezes (n = 40). Ao
atingir o 4° instar, apds 22 dias de incubacao a 28 °C e umidade relativa de 65-70%, o peso e
o numero de larvas foi determinado. O grupo controle foi constituido por larvas alimentadas

com dieta sem a presenca do inibidor.

b) indices nutricionais de A. kuehniella e C. cephalonica

Para realizacao dos estudos de consumo e utilizacdo de alimento, ao fim do periodo
de alimentacao necessario para as larvas atingirem o 4° instar, a dieta restante foi retirada do
pote plastico e pesada, assim como as fezes depositadas pelas larvas. Os parametros

nutricionais de consumo, digestdo e utilizagdo do alimento foram calculados como descrito
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por Waldbauer (1968). Os indices nutricionais, denominados Eficiéncia de Conversdo do
alimento Ingerido (ECI), Eficiéncia de Conversdo do alimento Digerido (ECD), Custo

Metabdlico (CM) e Digestibilidade Aparente (AD), foram calculados como se segue:

ECI = (AB/ ) x 100; ECD =[AB/ (I- F)] x 100; AD =[(/- F)/ ] x 100;
CM=100-ECD
Onde,

AB = mudanc¢as no peso médio das larvas
| = peso do alimento consumido
F = peso das fezes produzidas

| — F = alimento assimilado

c) Atividade das enzimas digestivas de A. kuehniella e C. cephalonica

A atividade de enzimas do tipo tripsina e quimotripsina do IM foram determinadas pela
hidrélise dos substratos BApNA e SAAPFpNA, respectivamente. Para isso, o IM (2 ug de
proteina) e as fezes (5 ug de proteina) das larvas, alimentadas em dieta controle e dieta
contendo inibidor, foram incubados com tamp&o Tris 50 mM pH 8,0 por 10 minutos, antes da
adicao de 1 mM do substrato. Apds a adigcdo do substrato, a reacao foi acompanhada a
410 nm em leitor de miocroplacas a 37 °C por 30 minutos para tripsina, € 5 minutos para
quimotripsina. A atividade enziméatica foi determinada em nM de substrato hidrolisado/minuto.

Para analisar a habilidade de CFPI continuar inibindo a atividade proteolitica de
enzimas do intestino de A. kuehniella e C. corcyra, amostras do IM foram incubadas a 37 °C

com concentragdes crescentes do inibidor (0-3 pg) durante 10 minutos. Posteriormente,
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determinou-se a atividade residual das enzimas tripsina e quimotripsina, como descrito

anteriormente no Capitulo 3, Secdes 3.4.3 e 3.4.4, respectivamente.

d) Perfil das peptidases do IM de A. kuehniella e C. cephalonica por zimografia

As proteinas extraidas do IM (5 ng) das larvas de A. kuehniella e C. corcyra foram
aplicadas sobre um gel de eletroforese PAGE-SDS 10%. Para analisar a atividade das
enzimas do tipo tripsina, amostras foram pré-incubadas por 30 minutos a 37 °C com um
inibidor especifico — TLCK (N-a-tosil-L-lisina clorometil cetona). Apds a eletroforese a 4 °C,
110 V e amperagem livre, os géis foram lavados com Triton X-100 2,5% (v/v), diluido em
0,1 M glicina-NaOH pH 9,6, durante 1 hora sob agitacdo para remover o SDS.
Posteriormente, os géis foram lavados com glicina-NaOH 0,1 M (pH 9,6) para retirar o Triton
e incubados com 1% caseina (w/v) em 0,1 M glicina-NaOH pH 9,6 por 40 minutos. Em
seguida, os géis foram lavados com agua destilada e corados com Coomassie brilliant blue
R-250. As bandas de atividade proteolitica apareceram como zonas claras em um fundo

azul.
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III. RESULTADOS

1. Efeito do inibidor sobre as enzimas digestivas de insetos

CFPI foi ensaiado contra peptidases digestivas de diversos insetos pragas lepidopteros
(Tabela 4). Entre as peptidases intestinais testadas, CFPI (3 pg) foi mais efetivo contra
A. kuehniella, D. saccharalis, H. virescens e C. cephalonica, no qual inibiu as tripsinas em 76,
59, 49 e 41% da atividade proteolitica. Em contrapartida, CFPI inibiu fracamente as enzimas
tripsina de S. albula (21%). O inibidor em estudo demonstrou maior atividade inibitéria contra
as enzimas do tipo tripsina de insetos em comparacao com as quimotripsinas. Somente as

quimotripsinas de A. kuehniella foram signicativamente inibidas (34%) por CFPI.

Tabela 4. Atividade inibitéria in vitro de CFPI para peptidases digestivas de insetos pragas lepidépteros*®

Insetos % Inibi¢gdo da tripsina % Inibigao da quimotripsina
Anagasta kuehniella (traca da farinha) 76 £0,9 34 +£0,2

Diatraea saccharalis (broca da cana) 59+1,5 14 + 0,07
Heliothis virescens (lagarta da maca) 49 +0,2 12+0,5

Corcyra cephalonica (traga do arroz) 41+0,5 15+0,3
Anticarsia gemmatalis (lagarta da soja) 33+0,2 10£1,2
Spodoptera frugiperda (lagarta do cartucho) 31+£1,7 1+£0,2
Spodoptera albula (lagarta militar grisalha) 21+£0,3 2+0,3

* Valores séo a média + desvio padrao (cada média representa 3 replicatas). O inibidor foi incubado com o homogenato do
IM de cada inseto a 37 C por 15 min antes da adicdo de substrato. O homogenato do IM dos insetos foi utilizado numa
concentragdo de proteina que apresentou uma atividade de 0,6 e 0,3 nM/min para a tripsina e quimotripsina,
respectivamente.
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2. Efeito de CFPI sobre o crescimento e as peptidases digestivas das larvas
de A. kuehniella e C. cephalonica

a) Sobrevivéncia e peso médio larval

O inibidor a 0,5% adicionado a dieta, embora tenha reduzido a sobrevivéncia (Figura
27) e o peso médio (Figura 28) das larvas de A. kuehniella e C. cephalonica, nao foi capaz
de produzir resultados estatisticamente significativos. CFPl a 1% na dieta diminuiu
significativamente a taxa de sobrevivéncia de A. kuehniella em 27,5%. Todavia, ndo afetou a
sobrevivéncia de C. cephalonica (Figura 27). O peso médio das larvas controle de
A. kuehniella e C. cephalonica foi de 9,99 mg e 11,66 mg, respectivamente. CFPI a 1% exibiu
um efeito inseticida consideravel contra A. kuehniella porque foi capaz de reduzir seu peso
larval em cerca de 37% (6,3 mg), além de afetar a sua sobrevivéncia. Para C. cephalonica,
um inseto mais resistente a este inibidor, CFPI a 1% reduziu discretamente o peso larval em
18% (9,55 mg) (Figura 28). Na figura 29 podemos observar o peso de uma larva de
A. kuehniella no 4° instar submetida a dieta com CFPI 1%, sendo consideravelmente menor
que a larva alimentada em dieta controle. A larva de C. cephalonica, por sua vez, tem o peso
discretamente reduzido, notado pela menor espessura e tamanho da cabecga, quando

comparado a larva controle (Figura 29).
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Figura 27. Sobrevivéncia de larvas de A. kuehniella e C. cephalonica (4° instar) alimentadas em uma dieta
artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI (w/w). Larvas neonatas foram alimentadas em dieta artificial
contendo o inibidor nas concentracoes de 0,5 e 1,0%, ou ainda na auséncia deste (controle), até atingir o 4°

instar). Letras diferentes entre os tratamentos denotam diferencas estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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Figura 28. Peso médio das larvas de A. kuehniella e C. cephalonica (4° instar) alimentadas em uma dieta
artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI (w/w). Larvas neonatas foram alimentadas em dieta artificial
contendo o inibidor nas concentragdes de 0,5 e 1,0%, ou ainda na auséncia deste (controle), até atingir o 4°

instar). Letras diferentes entre os tratamentos denotam diferencgas estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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Figura 29. Fotografia de larvas de A. kuehniella (A) e C. cephalonica (B) alimentadas em uma dieta controle

(larvas acima) ou em uma dieta contendo CFPI 1% (w/w). Aumento de 10x.

b) Indices nutricionais de A. kuehniella e C. cephalonica

A partir da analise da Tabela 5, podemos constatar que as larvas de A. kuehniella
apresentaram alteracdes nutricionais em todos os parametros calculados apds ingestao de
CFPI, enquanto que as larvas de C. cephalonica alimentadas com o inibidor pelo mesmo
tempo tiveram alteracées significativas somente em ECD e CM.

Para A. kuehniella, a ingestao crénica de CFPI resultou em valores de ECD e ECI mais
baixos do que os obtidos para as larvas em dieta controle, sendo 19,8% e 14,3% menores,
respectivamente. O tratamento com CFPI resultou em um aumento de sua digestibilidade
(AD) em 6,8% e um custo metabdlico 9,2% maior.

As larvas de C. cephalonica ndao mostraram alteracdo significativa em ECIl e AD, mas
apresentaram redugao de 12,3% em ECD e um acréscimo de 9,6% em CM. Comparando os
resultados dos indices nutricionais de C. cephalonica com os obtidos para A. kuehniella,
constatamos um aumento no ECD para as larvas de C. cephalonica tanto para o grupo

controle (27% maior) quanto para os tratados com CFPI (33% maior). Os valores de AD e
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CM foram 46% e 17% menores, respectivamente, para as larvas de C. cephalonica tanto

tratadas quanto as controles, em relagéo as larvas de A. kuehniella.

Tabela 5. ParAmetros nutricionais de larvas de A. kuehniella e C. cephalonica do 4° instar alimentadas em dieta

controle ou em dieta contendo CFPI a 1% (w/w).

A. kuehniella C. cephalonica
indices nutricionais Controle CFPI 1% Controle CFPI 1%
I ECI (%) I 28,00 £ 0,04a I 23,99 + 0,34b I 20,6 + 0,8a I 18,83 + 0,5a I
ECD (%) 31,81 £ 0,05a 25,51 £0,51b 43,8 +0,8a 38,40 £ 0,6b
AD (%) 88,01 £0,11a 94,00+ 0,76b 47,2+ 0,2a 49,00 + 0,3a
CM (%) 68,18 + 0,05a 74,48 £0,51b 56,2+ 0,8a 61,60 £ 0,6b
ECI = Eficiéncia de Conversdo do alimento Ingerido; ECD= Eficiéncia de Conversdo do alimento Digerido;

AD = Digestibilidade Aparente; CM = Custo Metabolico. Os par&metros nutricionais foram calculados a partir do peso da
dieta restante e das fezes depositadas pelas larvas ao final do periodo de alimentagéo necessario para as larvas atingirem o
4° instar. A andlise estatistica foi feita usando ANOVA com pos teste Tukey como comparagdo multipla. Letras diferentes

entre os tratamentos denotam diferengas estatisticas (p<0,01).

c) Atividade das enzimas digestivas de A. kuehniella e C. cephalonica

As larvas de A. kuehniella alimentadas com CFPI apresentaram um padrdo de reducao
de atividade das tripsinas provenientes do IM (Figura 30) quando comparadas com as larvas
que receberam dieta controle, enquanto as tripsina presentes nas fezes nao foram
significativamente alteradas (Figura 31). Em contrapartida, as quimotripsinas de A. kuehniella
mostraram diminuicdo na atividade quando as larvas receberam CFPI na dieta (Figuras 32 e
33). Em contraste, as larvas de C. cephalonica alimentadas com CFPI apresentaram um

aumento de atividade das enzimas tripsinas em relacdo as larvas controle (Figuras 30 a 33).
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As larvas de A. kuehniella alimentadas com CFPI mostraram uma forte inibicdo de
56% na atividade das tripsinas do IM (Figura 30), enquanto que no extrato fecal a atividade
dessas enzimas foi similar as larvas controle (Figura 31). A atividade das quimotripsinas do
IM teve uma diminuicao significante de 26% nas larvas alimentadas com CFPI (Figura 32).
Da mesma forma, as quimotripsinas presentes nas fezes das larvas alimentadas com CFPI
tiveram a atividade reduzida em 27% (Figura 33).

As larvas de C. cephalonica alimentadas com o inibidor apresentaram um consideravel
aumento de 43% na atividade das tripsinas do IM (Figura 30), assim como também
mostraram um aumento de 24% na atividade dessas enzimas presentes nas fezes (Figura
31). As quimotripsinas de C. cephalonica, por sua vez, nao apresentaram uma diferenca

significativa entre as larvas tratadas e controle (Figuras 32 e 33).
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Figura 30. Atividade das enzimas do tipo tripsina do intestino médio de larvas de A. kuehniella e
C. cephalonica do 4° instar alimentadas em uma dieta artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI a 1%
(w/w). A atividade triptica foi determinada pela hidrélise do substrato BApNA, utilizando 2 pg de proteina do IM.
Barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes entre os tratamentos denotam diferengas
estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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Figura 31. Atividade das enzimas do tipo tripsina encontrada nas fezes de larvas de A. kuehniella e
C. cephalonica do 4° instar alimentadas em uma dieta artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI a 1%
(w/w). A atividade triptica foi determinada pela hidrélise do substrato BApNA, utilizando 5 pg de proteina do IM.
Barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes entre os tratamentos denotam diferencas
estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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Figura 32. Atividade das enzimas do tipo quimotripsina do intestino médio de larvas de A. kuehniella e
C. cephalonica do 4° instar alimentadas em uma dieta artificial controle ou em uma dieta contendo CFPl a 1%
(w/w). A atividade quimotriptica foi determinada pela hidrélise do substrato SAAPFpNA, utilizando 2 pg de
proteina do IM. Barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes entre os tratamentos denotam
diferengas estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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Figura 33. Atividade das enzimas do tipo quimotripsina encontrada nas fezes de larvas de A. kuehniella e
C. cephalonica do 4° instar alimentadas em uma dieta artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI a 1%
(w/w). A atividade quimotriptica foi determinada pela hidrélise do substrato SAAPFpNA, utilizando 5 ng de
proteina do IM. Barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes entre os tratamentos denotam
diferengas estatisticas (ANOVA, p<0,01).

Para verificar se as peptidases do IM dos insetos em estudo permaneceram sensiveis
ao CFPI apéds ingestéao crbnica, o extrato do IM foi incubado com concentragdes crescentes
do inibidor (Figuras 34 e 35). Nas larvas de A. kuehniella, as tripsinas e quimotripsinas foram
proporcionalmente inibidas a adigdo de CFPI. Além disso, as enzimas das larvas alimentadas
com CFPI se mostraram mais suscetiveis ao inibidor que as submetidas a dieta controle. As
peptidases de C. cephalonica tratadas com CFPI apresentaram um comportamento diferente,
pois as tripsinas foram menos inibidas com adicdo de CFPI que aquelas provenientes das
larvas mantidas em dieta controle. As quimotripsinas tanto das larvas controle quanto das

tratadas com CFPI ndo foram inibidas ap6s incubagado com concentragdes variadas de CFPI.
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Figura 34. Inibigdo in vitro por CFPI da atividade proteolitica das tripsinas do IM extraido de larvas de
A. kuehniella (—) e C. cephalonica (-) do 4° instar alimentadas em dieta controle ou em dieta contendo CFPI
1%. A atividade residual da tripsina foi determinada apéds incubagédo do IM (2 pg de proteina) com

concentracdes crescentes de CFPI a 37 °C por 10 min, utilizando BApNA como substrato.
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Figura 35. Inibicao in vitro por CFPI da atividade proteolitica das quimotripsinas do IM extraido de larvas de A.
kuehniella do 4° instar alimentadas em dieta controle ou em dieta contendo CFPI 1%. A atividade residual da
quimotripsina foi determinada apés incubacéao do IM (2 ug de proteina) com concentragdes crescentes de CFPI,
utilizando SAAPFpNA como substrato.
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d) Perfil das peptidases do IM de A. kuehniella e C. cephalonica por zimografia

O gel de atividade proteolitica com caseina mostrou o perfil das enzimas digestivas de
A. kuehniella, sendo as mais ativas as proteases de maior (>66 kDa) e de menor (<30 KDa)
peso molecular (Figura 36, linhas 1 a 4). Em contraste, as larvas de C. cephalonica
apresentaram consideravel atividade proteolitica das enzimas digestivas com peso molecular
mediano (entre 45 e 30 kDa) que nao foi observado em A. kuehniella (Figura 36, linhas 5 a
8). Tambeém verificamos um maior numero de proteases digestivas ativas em C. cephalonica,
capazes de produzir diversas bandas proteoliticas observadas no gel, quando comparamos
com as poucas bandas produzidas pelas enzimas de A. kuehniella.

As larvas de A. kuehniella alimentadas com CFPI apresentaram inibicdo das proteases
digestivas de baixo peso molecular de 21 kDa ou menos (linha 2) em relacado as larvas
mantidas em dieta controle (linha 1). Além disso, foi observado uma nova banda com cerca
de 32 kDa nas larvas de A. kuehniella tratadas com CFPI (linha 2) que reduziu apés
incubacao com TLCK (linha 4), porém nao foi totalmente excluida.

Comparando as larvas de C. cephalonica mantidas em dieta controle (linha 5 e 7) com
as tratadas com CFPI (linhas 6 e 8), observamos um aumento na atividade das bandas com
cerca de 66 e 45 kDa que nao foram inibidas por TLCK nas larvas tratadas com inibidor

(linha 8).
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Figura 36. Eletroforese em PAGE-SDS 10% contendo caseina 1%. M. marcadores de massa molecular; 1. IM
de larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta controle; 2. IM das larvas de A. kuehniella tratadas com CFP
1%; 3. IM das larvas controles de A. kuehniella incubado com TLCK; 4. IM das larvas de
A. kuehniella tratadas com CFP 1% incubado com TLCK; 5. IM das larvas controles de C. cephalonica; 6. IM
das larvas de C. cephalonica tratadas com CFPI 1%; 7. IM das larvas controles de C. cephalonica incubado
com TLCK; 8. IM das larvas de C. cephalonica tratadas com CFP 1% incubado com TLCK. Utilizou-se 3 nug de
homogenato de IM para cada amostra. Setas indicam alteragdes no perfil proteolitico do tratado em relagéo ao
controle.
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IV. DISCUSSAO

1. Efeito in vitro de CFPI sobre as enzimas digestivas de insetos

Para analisar a atividade inibitéria de CFPI contra peptidases digestivas de insetos-
praga, o intestino meédio foi extraido e ensaiado com BApNA e SAAPFpNA. A alta
especificidade de CFPI sobre a tripsina e quimotripsina bovinas resultou em um ensaio
focado em insetos lepiddpteros. Varios estudos tém mostrado que a maioria das larvas
lepidopteras possuem as serinopeptidases como as enzimas proteoliticas mais abundantes
(TERRA e FERREIRA, 1994).

CFPI mostrou forte inibicao in vitro das enzimas do tipo tripsina de A. kuehniella (76%) e
D. saccharalis (59%), inibiu moderadamente H. virescens (49%), C. cephalonica (41%),
A. gemmatalis (33%) e S. frugiperda (31%), mas nao foi efetivo contra S. eridana (21%). Em
contradicdo com os resultados obtidos para as serinopeptidases bovinas, CFPI inibiu as
quimotripsinas de A. kuehniella a um grau menor (34%) quando comparado com as tripsinas
(76%), enquanto as quimotripsinas dos outros insetos foram apenas fracamente inibidas. Isto
pode ser atribuido a incompatibilidade estrutural entre o sitio reativo anti-quimotripsina de
CFPI com as quimotripsinas dos insetos (LOPES et al., 2004). Sabe-se que ao longo da
evolugdo, as enzimas digestivas dos insetos tem aumentado a hidrofobicidade dos seus
sitios ativos, resultando em uma menor interacdo destes com os sitios reativos hidrofilicos
dos IPs (TERRA e FERREIRA, 1994).

Varios IPs de plantas leguminosas foram avaliados in vitro em relacdo ao potencial de
diminuir a atividade de peptidases digestivas de larvas lepidopteras. Dentre estes, AcKI

(inibidor tipo-Kunitz de Acacia polyphilla) mostrou-se ativo contra enzimas digestivas de
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A. kuehniella e inibiu a atividade da tripsina (90%) e da quimotripsina (30%) (MACHADO et
al., 2013), similar ao CFPI. A inibicdo in vitro de enzimas tripsinas de D. saccharalis foi
analisada com extratos foliares de plantas de cana-de-agucar expressando IPs de soja.
Verificou-se um alto nivel de inibicao por SBBI (inibidor Bowman-Birk de soja) da planta B9
(60%) e por SKTI (inibidor tipo-Kunitz de soja) das plantas K1 (60%) e K8 (50%) (FALCO e
SILVA-FILHO, 2003), semelhante ao efeito de CFPI sobre este inseto. Similar ao CFPI, o
inibidor tipo-Kunitz de Plathymenia foliolosa (PFTI) inibiu as tripsinas de A. gemmatalis em
cerca de 30% (RAMOS et al., 2008).

Um inibidor tipo-Kunitz de Delonix regia (MACEDO et al., 2009) também foi capaz de
inibir as peptidases digestivas de A. kuehniella e C. cephalonica, assim como CFPI. Todavia,
foi necessario uma quantidade muito maior deste inibidor (20 ug) para se alcancar uma
inibicao semelhante a obtida com 3 ug de CFPI para ambos os insetos.

Contrario ao efeito de CFPI, SBBI e EATI (inibidor de tripsina de Entada acaciifolia)
apresentaram uma alta inibicdo (80%) contra peptidases digestivas de S. frugiperda.
Entretanto, quando S. frugiperda foi cronicamente exposto a SBBI e EATI, este inseto

mostrou resisténcia aos inibidores (BRIOSCHI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013).

2. Efeito de CFPI sobre o crescimento e sobrevivéncia das Ilarvas de
A. kuehniella e C. cephalonica

Com o objetivo de analisar a resposta de A. kuehniella, que foi mais suscetivel ao CFPI
in vitro, com a de C. cephalonica, que geralmente se mostra mais resistente aos inibidores
em geral, larvas neonatas de ambos os insetos foram incorporados a uma dieta contendo o

inibidor nas concentracoes de 0,5% e 1,0%. Parametros como peso médio larval, taxa de
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sobrevivéncia, dosagens das peptidases digestivas e indices nutricionais, foram avaliados.
Para ambas as espécies, CFPIl a 0,5% nao causou alteragdes significativas no peso médio e
sobrevivéncia. Todavia, o inibidor a 1% provocou reducdo no peso das larvas de 4° instar,
sendo o seu efeito mais evidente em A. kuehniella (redugédo de 37%) que em C. cephalonica
(reducao de 18%). CFPI a 1% diminuiu a taxa de sobrevivéncia de A. kuehniella, mas nao foi
capaz de causar mortalidade consideravel em C. cephalonica. DrTl (inibidor tipo-Kunitz de
D. regia), incorporado a uma dieta artificial a 1%, n&o afetou a sobrevivéncia e o peso médio
das larvas de 4° instar de A. kuehniella e C. cephalonica (MACEDO et al., 2009).

Os indices nutricionais evidenciam um maior efeito anti-metabdlico de CFPI para
A. kuehniella do que para C. cephalonica. Além disso, corroboram com a redugéo de peso e
sobrevivéncia das larvas de A. kuehniella tratadas com o inibidor. Essas larvas apresentaram
uma menor eficiéncia de conversao de alimento em energia para o crescimento e um maior
custo metabdlico com a detoxificacdo e a excrecdo do inibidor, além de uma aumentada
digestibilidade, em comparacdo com as larvas alimentadas em dieta controle. Esses
resultados sugerem que CFPI retardou a digestdo de A. kuehniella através da inibicao de
suas enzimas digestivas e, consequentemente, causou um maior tempo de retencédo do
alimento no intestino para a assimilagdo de nutrientes (TEIMOURI et al., 2013). Como
resultado, somente uma pequena parte do alimento metabolizado foi disponibilizado para o
crescimento larval. Resultados semelhantes para o mesmo inseto foram observados com o
consumo croénico de 0,5% AcKl (MACHADO et al., 2013) ou com dieta contendo 0,7% de
PFTI (RAMOS et al., 2008).

As larvas de C. cephalonica apresentaram indices nutricionais mais eficientes que
A. kuehniella, uma vez que aquelas tiveram maior eficiéncia em conversdo de alimento.

Ainda assim, a dieta com inibidor afetou a eficiéncia de conversao de alimento digerido, ou
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seja, diminuiu a absorcao do alimento pelo intestino, e aumentou o custo metabdlico para
C. cephalonica. A digestibilidade semelhante entre as larvas tratadas com CFPI e as
mantidas em dieta controle indica uma menor interagdo do inibidor com as enzimas
digestivas desse inseto e, consequentemente, um menor efeito sobre o seu crescimento. A
lectina isolada de Annona coriacea (ACLEC) foi incorporada a 2% em dieta artificial para
A. kuehniella e C. cephalonica (COELHO et al., 2007). ACLEC afetou os indices nutricionais
de A. kuehniella, porém nao foi capaz de produzir efeitos deletérios sobre a assimilacao de
nutrientes ou o crescimento de C. cephalonica.

Enquanto as larvas de A. kuehniella tiveram a atividade de suas enzimas tripsinas e
quimotripsinas reduzidas com a ingestdo de CFPl 1%, as larvas de C. cephalonica
mostraram maior atividade de suas enzimas digestivas na presenca do inibidor, sugerindo
um aumento na expressao de suas peptidases como resposta ao tratamento.

A inibicdo marcante (56%) da atividade das tripsinas de A. kuehniella alimentadas com
CFPI, em relagao a larvas controle, indica a formacao de um complexo entre CFPI e tripsinas
inativo e responsavel por retardar a digestao larval. O fato de que as tripsinas encontradas
no extrato fecal estavam com a atividade similar entre as larvas alimentadas com CFPI e
controle, sugere que o complexo entre CFPI e enzimas se desfaz ao passar pelos varios
compartimentos intestinais. AcKl e PFTI também reduziram a atividade das tripsinas das
larvas de 4° instar de A. kuehniella quando incorporadas a uma dieta artificial (RAMOS et al.,
2009; MACHADO et al.,, 2013). CFPI também inibiu as quimotripsinas de A. kuehniella,
porém mostrou-se menos efetivo contra essas enzimas, semelhante aos resultados
observados nos ensaios in vitro.

Enquanto a maioria das enzimas tripsinas e quimotripsinas de A. kuehniella

permaneceram sensiveis a incubacao in vitro com CFPI, as tripsinas das larvas de
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C. cephalonica alimentadas com dieta contendo CFPI apresentaram maior hidrélise do
substrato BApNA em comparagcao com as larvas controles, comprovando a presenca de
tripsinas insensiveis que ndo foram inibidas por CFPI nas larvas tratadas. Além disso, a
auséncia de inibicdo das quimotripsinas de C. cephalonica revela que essas enzimas sao
imcompativeis com o sitio reativo de CFPI, e portanto, ndo interagem com o inibidor.

Os géis de atividade proteolitica evidenciaram que as larvas de C. cephalonica
possuem mais peptidases digestivas ativas do que as larvas de A. kuehniella. Essa vasta
gama de peptidases presentes no intestino de C. cephalonica, podendo ser tripsinas,
quimotripsinas e elastases (TABATABAEI et al., 2011), muitas vezes dificultam a acdo de um
anico inibidor.

O mecanismo de adaptacédo dos insetos aos IPs tem sido bem reportado e envolve um
aumento na producao de peptidases digestivas sensiveis, a sintese de enzimas insensiveis
ou a protedlise do inibidor (BOWN et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013). A habilidade das
larvas de A. kuehniella em induzir a producdo de enzimas insensiveis ao inibidor, como
visualizado no zimograma, pode explicar o efeito moderado de CFPI sobre as enzimas
digestivas das larvas tratadas com ele, quando comparado com a forte inibicao das tripsinas
in vitro.

Estudos mostram que insetos generalistas regulam diferencialmente seus transcritos de
vias metabdlicas e peptidases em resposta aos IPs, desenvolvendo uma resposta fisiolégica
mais generalizada quando sua funcao digestiva é alterada (GOVIND et al.,, 2010). Como
esses insetos convivem naturalmente com varias proteinas de defesa presentes na diversas
plantas das quais se alimenta, suas peptidases muitas vezes se mostram resistentes a um
inibidor quando testado, conforme visto com as quimotripsinas de C. cephalonica. Broadway

e colaboradores (1996) explicam que a suscetibilidade dos insetos aos IPs esta relacionada
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a propor¢ao de enzimas proteoliticas no intestino que podem ser suprimidas pelo inibidor. No
presente estudo, constatamos que embora ambos o0s insetos sejam generalistas,
C. cephalonica respondeu ao CFPI com um aumento na produgao de tripsinas sensiveis ou
n&o ao inibidor e de quimotripsinas insensiveis ao CFPI, enquanto A. kuehniella produziu
uma nova peptidase insensivel ao CFPI. Esta isoenzima, entretanto, ndo foi capaz de
sobrepor os efeitos deletérios causados pelo inibidor, pois o perfil enzimatico geral de
A. kuehniella, no 4° instar, permaneceu inibido. Larvas de A. kuehniella do 4° instar também
produziram uma nova banda de tripsina (com cerca de 26 kDa) quando se alimentaram de
dieta contendo ApTI (inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina) (MACEDO et al., 2010).
Todavia, o ApTl manteve sua acgao inibitéria sobre o inseto e consequentemente prejudicou

seu desenvolvimento larval, conforme o observado com CFPI.
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V. CONCLUSOES

e In vitro, CFPI inibiu significativamente as tripsinas de A. kuehniella, D. saccharalis e
H. virescens;

e In vivo, o inibidor revelou um efeito substancial sobre o peso, emergéncia e sobrevivéncia
de larvas de A. kuehniella da geragao Fo;

e O inibidor foi mais efetivo para larvas de 4° instar de A. kuehniella que para
C. cephalonica;

e Mudangas na fisiologia larval de A. kuehniella e C. cephalonica, foram observadas,
incluindo efeitos negativos sobre parametros nutricionais;

e Em A. kuehniella, a ingestdo de CFPI inibiu as peptidases digestivas e ao mesmo tempo
induziu a produgdo de uma enzima insensivel ao inibidor;

e Em larvas de 4° instar de C. cephalonica, CFP| causou a superproducdo das enzimas
digestivas;

e O inibidor teve um efeito inseticida significante para larvas de A. kuehniella do 4° instar.
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CAPITULO 5

EFEITO DA INGESTAO AGUDA E CRONICA DE CFPI SOBRE
A. KUEHNIELLA

I. OBJETIVOS

= Verificar a resposta de A. kuehniella em relacdo a ingestdo aguda do inibidor;

= Determinar possiveis mecanismos de adaptacdo deste inseto mediante a ingestao

cronica de CFPI;

= Proceder com a purificacdo parcial das enzimas digestivas das larvas de segunda
geragao de A. kuehniella, no 4° instar, a fim de analisar mais detalhadamente a resposta

enzimatica do inseto.
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II. MATERIAIS E METODOS

1. Efeito da ingestao aguda de CFPI sobre as enzimas digestivas de A. kuehniella

a) Ingestao aguda de CFPI (3 a 24hs)

Larvas de A. kuehniella no 4° instar foram transferidas de uma dieta artificial controle
para uma dieta contendo CFPIl a 1% (n=30), na qual permaneceram durante 3, 6, 12 e
24 horas até serem dissecadas e o conteudo do IM ser removido. Para cada intervalo em
estudo, houve um grupo controle correspondente. O IM foi homogeneizado e utilizado para
quantificar as enzimas tripsina e quimotripsina. O perfil das peptidases digestivas foi

verificado por eletroforese PAGE-SDS 10% com caseina 1%.

b) Ingestao aguda de CFPI (72 a 144hs)

Outro ensaio foi realizado objetivando analisar a resposta enzimatica do inseto em
relagdo a ingestdo aguda do inibidor apds 72 horas, comparando com a atividade das
peptidases dos insetos que retornam a dieta controle. Para isso, larvas de A. kuehniella no 4°

instar, foram separadas em quatro grupos:
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C1- Larvas alimentadas por 72 hs em dieta controle;

T1- Larvas alimentadas por 72 hs em dieta contendo 1% de CFPI;

C2- Larvas alimentadas por 144 hs em dieta controle;

T2- Larvas alimentadas por 72 hs em dieta contendo 1% de CFPI, e logo apés transferidas

para dieta controle por mais 72 hs, totalizando 144 hs de incorporagao.

Cada grupo continha 6 potes com 10 larvas por tubo (n=60). Todas as larvas foram
pesadas ao inicio e término do experimento. Apds o periodo de 72 e 144 horas, as larvas
foram dissecadas e o IM foi removido e armazenado -20 °C ou imediatamente

homogeneizado. Com o homogenato, realizou-se 0s seguintes ensaios:

b.1. Atividade da tripsina e quimotripsina:

As atividades das referidas enzimas foram analisadas conforme descrito no Capitulo 4,

Materiais e Métodos 3.c.

b.2. Perfil enzimatico a partir de eletroforese PAGE-SDS 9% com 0,1% gelatina.

Eletroforese em PAGE-SDS (9%) contendo gelatina 0,1% foi realizada para a analise
da atividade enzimatica do IM. Em um dos géis (B), as amostras foram inicialmente
incubadas com CFPI por 10 minutos a 37 °C para verificar a sensibilidade de cada IM ao
inibidor. Para analisar a atividade das enzimas do tipo tripsina, amostras foram pré-
incubadas por 30 minutos a 37 °C com o inibidor especifico TLCK. A corrida ocorreu a 5 °C, e

em seguida, o gel foi lavado com solugéao 2,5 % de Triton X-100 por 30 minutos sob agitacéao
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constante para remover o SDS. Apés isso, o gel foi incubado em tampéao Tris 50 mM pH 8,0
por 1 hora para atividade enzimatica. O corante Coomassie brilliant blue R-250 foi utilizado
para corar o gel. As bandas de atividade proteolitica apareceram como zonas claras em um

fundo azul.

b.3. Parametros cinéticos das enzimas tripsina e quimotripsina:

O homogenato do IM (2 pg) foi inicialmente incubado a 37 °C por 10 minutos com
tampéo Tris-HClI 50 mM pH 8. Posteriormente, adicionou-se quantidades crescentes de
substrato (0 - 0,1 - 0,15 - 0,2 - 0,25 - 0,5 - 1,0 mM) num volume total de 200 pL para o
BApNA e 20 pL para o SAAPFpNA. A hidrolise do substrato foi acompanhada em leitor de
microplaca a 410 nm, num periodo de 30 min para o0 BApNA e 5 min para o SAAPFpNA. As
absorbancias obtidas foram utilizadas para calcular a atividade das enzimas, em nM/min.
Esses resultados foram utilizados para fazer o grafico de Lineweaver-Burk pelo SigmaPlot
12.0. Os parametros cinéticos de velocidade maxima (Vmax) € a constante de Michaellis-
Menten (Km) foram calculados para ambas as enzimas digestivas, a partir do grafico de
Lineweaver-Burk, no qual a interseccdo das retas no eixo y corresponde a Vmax € a

intersec¢ao no eixo x corresponde ao Km aparente.

b.4. Digestao in vitro de CFPI por acdo das peptidases digestivas de A. kuehniella:

O homogenato do IM dos grupos larvais C1-72h, T1-72h, C2-144h, T2-144h foi
incubado com CFPI em tampao Tris-HCI 50 mM pH 8. A proporcdo de CFPI/IM foi de 1:5

(w/w). A digestdo do inibidor foi realizada a 37 °C durante 1, 3, 6, 10, 12 e 24 horas.
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Posteriormente, a digestao foi paralisada em agua fervente por 2 min. A degradacao de soro
albumina bovina (BSA) foi utilizada como controle positivo para a atividade da peptidase. Os
resultados foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% na presenca de

SDS.

2. Efeito da ingestao créonica de CFPI sobre A. kuehniella de 12. e 22. geracao

2.1. Ingestao crénica de CFPI em relacdo ao desenvolvimento de A. kuehniella
de 12 geracao

Com o objetivo de avaliar se a presenca do inibidor alterou o desenvolvimento e
viabilidade dos insetos, dietas contendo inibidor bem como dietas sem a presenca deste
foram utilizadas, e foram avaliados os seguintes parametros: (1) Viabilidade larval, (2)
Duracao da fase larval, (3) Viabilidade Pupal, (4) Duragéo da fase pupal (5) Duragédo da fase
adulta e (6) Adultos sobreviventes. O indice de Howe’s foi calculado dividindo o log1o do
percentual de adultos sobreviventes (%S) pelo tempo médio de desenvolvimento total (TDT).
Este ultimo parametro (TDT) foi determinado a partir da contagem de tempo iniciando com a

eclosao da larva até o momento em que os adultos morreram.

2.2. Ingestao crénica de CFPI em relacao as enzimas digestivas e ao peso de
A. kuehniella da 2. geracao

As larvas sobreviventes da geragao Fo continuaram a receber a dieta com inibidor até

a formacédo de pupa e emergéncia dos adultos. Estes foram devidamente acondicionados e
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alimentados até a obtencdo das posturas. Os ovos da segunda geracao, denominada F1,
foram individualizados em potes plasticos para se iniciar um novo tratamento constituido por
4 grupos (n=30):

C1. Grupo controle: proveniente de larvas controle da primeira geracdo, denominada
Fo, que continuaram mantidas em dieta controle em Fi;

T1. Grupo tratado: proveniente de larvas controle da geracdo Fo que passaram a
receber o CFPIl a 1% na dieta durante a geracgéao Fi;

C2. Grupo controle/CFPI: proveniente de larvas que receberam uma dieta contendo o
inibidor em Fo, mas na geragao F1 passam para uma dieta controle;

T2. Grupo tratado: as larvas receberam uma dieta com CFPI 1% tanto em Fo quanto

em Fi.

a) Efeito de CFPI sobre o peso médio larval

Ao atingirem o 4° instar de desenvolvimento, o efeito da alimentacdo contendo CFPI a

1% em larvas F1 de A. kuehniella foi avaliado a partir da determinag¢éo do seu peso médio.

b) Purificacao parcial das enzimas digestivas de A. kuehniella

O homogenato do IM (300 ug de proteina em volume final de 100 pL) das larvas de
geragdo F1 e do 4° instar foi centrifugado a 10.000 rpm a 4° C durante 5 minutos e
posteriormente injetado em seringa com filtro para se proceder com a aplicagdo em coluna
de gel filtracado Superdex 75 acoplada ao sistema AKTA Purifier, previamente equilibrada

com tampéao fosfato 20 mM, pH 7,2 e com fluxo de 48 mL/h. O sistema AKTA foi programado
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para coletar fragdes de 1mL durante 45 minutos e também registrar o perfil do conteudo
proteico das fra¢des coletadas a 280 nm. O perfil das enzimas do IM das larvas tratadas com
CFPI e controle foi tragcado em triplicata. Das fracbes coletadas, foram dosadas a atividade
da tripsina e quimotripsina com BApNA e SAAPFpNA, respectivamente. Todas as fracoes

foram liofilizadas para os ensaios posteriores.

c) Sensibilidade ao CFPI das enzimas tripsina e quimotripsina semi-purificadas
de A. kuehniella

A atividade das enzimas tripsina e quimotripsina semi-purificadas foi ensaiada
posteriormente a incubagdo com CFPI (3 ug) durante 10 minutos a 37 °C, com o intuito de

analisar a sensibilidade das fracdes enzimaticas ao inibidor.
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II1. RESULTADOS

1. Efeito da ingestao aguda de CFPI sobre as enzimas digestivas de A. kuehniella

a) Ingestao aguda de CFPI (3 a 24hs)

A ingestdo de CFPI durante 3 horas causou uma consideravel inibicdo das tripsinas de
A. kuehniella, as quais reduziram sua atividade em 46,5% quando comparado com as larvas
mantidas em dieta controle pelo mesmo periodo de tempo (Figura 37). Interessante notar
que, apos 6 horas de alimentagdo com o inibidor, as tripsinas dessas larvas sobrepuseram
em 18,5% a atividade das larvas em dieta controle. A ingestdo de CFPI por 12 horas causou
um aumento néo significante na atividade das tripsinas de 8%. As larvas que consumiram o
inibidor durante 12 e 24 horas mantiveram a atividade das tripsinas em niveis semelhantes,
por volta de 0,60 nM BApNA/min. Similarmente, as quimotripsinas das larvas que se
alimentaram com CFPI durante 3 horas apresentaram reducéo de 40% na atividade, quando
comparadas com as larvas mantidas em dieta controle (Figura 38). Todavia, diferente das
tripsinas que aumentaram sua atividade ap6s 6 hs de ingestdo de dieta com inibidor, a
atividade das quimotripsinas manteve valores semelhantes durante todos os intervalos de

tempo dosados.
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Figura 37. Atividade das enzimas do tipo tripsina do intestino médio de larvas de A. kuehniella do
4° instar alimentadas em uma dieta artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI a 1% (w/w) em diversos
intervalos de tempo. A atividade residual da tripsina foi determinada pela hidrélise do substrato BApNA,
utilizando 3 pg de proteina do IM. Barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes entre os

tratamentos denotam diferengas estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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Figura 38. Atividade das enzimas do tipo quimotripsina do intestino médio de larvas de A. kuehniella do
4° instar alimentadas em uma dieta artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI a 1% (w/w) em diversos
intervalos de tempo. A atividade residual da quimotripsina foi determinada pela hidrélise do substrato
SAAPFpNA, utilizando 3 pg de proteina do IM. Barras representam a média + desvio padrdo. Letras diferentes

entre os tratamentos denotam diferencas estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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A analise do perfil proteolitico das enzimas digestivas em gel PAGE-SDS 10% com
caseina 1% revelou a presenca de uma banda por volta de 21,5 kDa, aparentemente
insensivel ao TLCK, que foi inibida ap6s tratamento com CFPl em todos os intervalos
testados (Figura 39 B). Em 3 horas de alimentacdo com inibidor (linha 1), ocorreu também
uma discreta diminuicdo da banda proteolitica insensivel ao TLCK e com peso molecular por
volta de 20 kDa, cuja reducdo na atividade nao foi observada nos demais tempos de
tratamentos. Verificou-se em todos os intervalos de tratamento uma pequena reducao na
banda sensivel ao TLCK e com cerca de 25 kDa, quando comparamos o perfil enzimatico
das larvas tratadas com CFPI (Figura 39 B) e as controles (Figura 39 A). Entretanto,
podemos observar um aumento na atividade da banda com aproximadamente 31 kDa apds
ingestao de inibidor em todos os intervalos de tempo, a qual nao foi inibida apds incubacao
com TLCK. Constatou-se também um aumento na atividade das bandas acima de 66 kDa,
em relacdo a atividade das enzimas das larvas controles, para todos os tempos de

tratamento.
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Figura 39. Eletroforese em PAGE-SDS 10% contendo caseina 1%. A) Atividade proteolitica das peptidases do
IM de larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta controle. B) Atividade proteolitica das peptidases do IM de
larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta contendo CFPl 1%. Em ambos os géis temos os seguintes
intervalos de alimentagéo: 1. Larvas alimentadas por 3 hs ; 2. Larvas alimentadas por 3 hs e incubag¢do com
TLCK; 3. Larvas alimentadas por 6 hs; 4. Larvas alimentadas por 6 hs e incubagdo com TLCK; 5. Larvas
alimentadas por 12 hs; 6. Larvas alimentadas por 12 hs e incubagdo com TLCK; 7. Larvas alimentadas por 24
hs; 8. Larvas alimentadas por 24 hs e incubagédo com TLCK. M. marcadores de massa molecular. Utilizou-se
3 pg de homogenato de IM para cada amostra. Setas indicam alteragdes no perfil proteolitico do tratado em
relacdo ao controle.
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b) Ingestao aguda de CFPI (72 a 144hs)

b.1. Peso larval e atividade das proteases digestivas

A ingestdo aguda de CFPI 1% pelas larvas de A. kuehniella durante 72 horas (T1)
causou uma reducao significativa de 12% em seu peso médio, o qual passou de 19,6 mg das
larvas submetidas a dieta controle (C1), para 17,2 mg nas larvas T1, conforme observado na
Figura 40. As larvas que se alimentaram em dieta contendo CFPI durante 72 horas e depois
retornaram a dieta controle por mais 72 horas (T2) também apresentaram o peso médio 14%
menor que o0s das larvas que alimentaram somente de dieta controle por

144 horas (C2).

I Controle
35- CICFPI 1%
1 d
= 30-
g L e
‘E" 25 - o l
S 20 T c
o | i
154 2@
= N |
2
@ 10-
o |
5_
0 : :
Oh 72h 144h

Figura 40. Efeito da ingestdo aguda de CFPI durante 72-144hs sobre o peso médio das larvas de
4° instar de A. kuehniella. Barras representam a média + desvio padréo. Letras diferentes entre os tratamentos

denotam diferencgas estatisticas (ANOVA, p<0,05).
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As tripsinas (Figura 41) e quimotripsinas (Figura 42) do IM de A. kuehniella
apresentaram um comportamento semelhante quando tratadas com CFPI por 72 horas e
posteriormente transferidas a dieta controle. Observou-se uma diminuigdo na atividade das
tripsinas e quimotripsinas em 37% e 32%, respectivamente, das larvas T1 em comparagéo
com as larvas C1. Porém, as larvas T2 apresentaram a mesma atividade enzimatica que as

larvas C2.
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Figura 41. Atividade das tripsinas do intestino médio das larvas de 4° instar de A. kuehniella alimentadas ou
nao com CFPI durante 72-144hs. A atividade residual da tripsina foi determinada pela hidrélise do substrato
BApNA, utilizando 3 ng de proteina do IM. Barras representam a média + desvio padrado. Letras diferentes entre

os tratamentos denotam diferengas estatisticas (ANOVA, p<0,01).
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Figura 42. Atividade das quimotripsinas (ensaiada com SAAPFpNA) do intestino médio das larvas de 4° instar
de A. kuehniella alimentadas ou ndo com CFPI durante 72-144hs. A atividade residual da quimotripsina foi
determinada pela hidrolise do substrato SAAPFpNA, utilizando 3 ug de proteina do IM. Barras representam a
média + desvio padrdo. Letras diferentes entre os tratamentos denotam diferencas estatisticas (ANOVA,
p<0,01).

b.2. Perfil enzimatico a partir de eletroforese PAGE-SDS 9% com 0,1% gelatina.

A partir da anélise do zimograma da Figura 43 (A), notamos uma nitida reducao na
atividade proteolitica das enzimas digestivas com peso molecular em torno de 30 kDa das
larvas T1 (Linha 3), quando comparado com o perfil proteolitico apresentado pelas larvas C1
(Linha 1). As proteases com peso maior de 66 kDa apresentaram uma discreta reducao na
atividade enzimatica das larvas T1 (Linha 4) em relagéo as larvas C1 (Linha 2). De forma a
corroborar com 0s ensaios enzimaticos anteriores, ndo houve alteragao significativa no perfil
proteolitico das enzimas digestivas das larvas T2 em comparag¢ao com as larvas C2 (Linhas

5a8).
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Observamos que as proteases digestivas das larvas de A. kuehniella mostraram-se
sensiveis a a¢ao do inibidor ao analisarmos o perfil proteolitico obtido na Figura 43 (B) em
relacdo ao da Figura 43 (A). Notou-se a inibicdo das bandas de protedlise com peso de 21 e
30 kDa, assim como uma reducao nas peptidases com 66kDa. O perfil proteolitico das larvas
que receberam inibidor na dieta foi mais afetado apés incubagédo com CFPI (Linhas 3 e 7) do
que as larvas da dieta controle, sugerindo que o perfil proteolitico geral permaneceu sensivel

ao CFPI.

109



Miriam Dantzger — Tese de Doutorado

Figura 43. Eletroforese em PAGE-SDS 9% contendo gelatina 0,1%. A) Atividade proteolitica das peptidases do
IM de larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta controle ou contendo CFPI 1%. B) Atividade proteolitica das
peptidases do IM de larvas de A. kuehniella alimentadas em dieta controle ou CFPI 1% apds incubagéo prévia
com CFPI (1pug) por 10 minutos. Em ambos os géis temos os seguintes intervalos de alimentagéo: 1. Larvas C1-
72 hs; 2. Larvas C1 e incubacdo com TLCK; 3. Larvas T1-72 hs (T1); 4. Larvas T1 e incubacdo com TLCK; 5.
Larvas C2-144 hs; 6. Larvas C2 e incubacdo com TLCK; 7. Larvas T2-144hs; 8. Larvas T2 e incubacdo com
TLCK. M. marcadores de massa molecular. Utilizou-se 1,0 ug de homogenato de IM para cada amostra. Setas
indicam alteragdes no perfil proteolitico das amostras incubadas com CFPI (B) em relagéo ao controle (A).
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b.3. Parametros cinéticos das enzimas tripsina e quimotripsina

As larvas C1 tiveram Vmax semelhante ao das larvas T1, por volta de 1TnM BAPNA/min
(Tabela 6). Ao compararmos os valores de Km para esses grupos de larvas, notamos que o
grupo que recebeu CFPI na dieta (T1) teve um aumento significativo de 40% em seu Km
aparente, que passou de 0,216 mM para 0,303 mM apéds ingestdo de inibidor. O grupo de
larvas alimentadas com CFPI 1% que retornou a dieta controle por mais 72 horas (T2),
apresentou valores de Vmax € Km proximos de C2, indicando que a enzima conseguiu se
desligar do inibidor e retornar a sua atividade normal.

O inibidor interagiu competitivamente com as enzimas do tipo quimotripsina (Tabela 7)
da mesma forma como se ligou as tripsinas. Esse resultado pode ser verificado pelo valor
semelhante de Vmax (0,89 nM BAPNA/min) das larvas C1, comparado com o obtido para as
larvas T1. O Km para as quimotripsinas das larvas T1 foi 17% maior (0,507 mM) que o obtido
para as larvas C1 (0,431 mM). Analogamente ao ocorrido para as tripsinas de
A. kuehniella, o grupo de larvas T2 apresentou valores de Vmax € Km proximos do controle

(C2).
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Tabela 6. Parametros cinéticos (Média + DP) das enzimas tripsinas
(ensaiado com BApNA) do IM de larvas de A. kuehniella.

Grupos Vmax Km Intervalo de
(nM BApNA/min) (mM) confianca para Km
C1-72 hs 1,09 £ 0,07a 0,216 + 0,04a 0,134 a 0,298
T1-72 hs 1,13 £ 0,08a 0,303 + 0,05b 0,220 a 0,412
C2-144 hs 0,53 + 0,05b 0,184 + 0,04c 0,098 a 0,269
T2-144 hs 0,52 + 0,03b 0,197 £ 0,03c 0,133 20,262

*Vmax = Velocidade maxima; Km = constante de Michaellis-Menten. Letras diferentes
entre os grupos denotam diferengas estatisticas, de acordo com o intervalo de confianga.

Tabela 7. Parametros cinéticos (Média + DP) das enzimas quimotripsinas
(ensaiado com SAAPFpNA) do IM de larvas de A. kuehniella.*

Grupos Vmax Km Intervalo de
(nM SAAPFpNA/min) (mM) confianga para Km
C1-72 hs 0,89 + 0,02a 0,431 +0,03a 0,300 a 0,492
T1-72 hs 0,89 + 0,03a 0,507 + 0,05b 0,404 2 0,610
C2-144 hs 0,58 £ 0,01b 0,335 +0,02¢c 0,290 a 0,381
T2-144 hs 0,58 + 0,02b 0,340 + 0,05¢ 0,310 a 0,391

*Vmax = Velocidade maxima; Km = constante de Michaellis-Menten. Letras diferentes

entre os grupos denotam diferengas estatisticas, de acordo com o intervalo de confianga.

b.4. Digestao in vitro de CFPI por acdo das peptidases digestivas de A. kuehniella:

A partir do ensaio de digestibilidade do inibidor com o homogenato do IM das larvas de
A. kuehniella que ingeriram CFPI de forma aguda ou das larvas mantidas em dieta controle,
nés observamos que nos grupos larvais C1 (Figura 44 A) e T1 (Figura 44 B) o inibidor

aparentemente resistiu a digestdo enzimatica pelas proteases por até 24 horas. Nas larvas
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C2, visualizadas na Figura 44 (C), a banda de CFPI esta visivel em até 12 horas, indicando
que o inibidor ndo foi digerido até este periodo. J& nas larvas T2 (Figura 44 D), o inibidor
resistiu a protedlise das enzimas digestivas por até 10 horas, e portanto, CFPI foi digerido
mais rapidamente por T2 que pelos outros grupos larvais.

Na Figura 45, verifica-se a atividade dos IM dos grupos larvais a partir da digestao da
proteina padrdo BSA. Nas larvas C1 e T1, o BSA foi totalmente digerido em 5 horas,
conforme podemos observar nas Figuras 45 (A, B), respectivamente. As larvas C2 e T2
mostraram maior atividade de suas enzimas proteoliticas, pois digeriram o BSA em 4 horas

(Figuras 45 C,D).
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Figura 44. Eletroforese em Page-SDS 12,5% de CFPI submetido a digestdo por homogenatos do IM de larvas
de A. kuehniella. Incubou-se a 37 °C o inibidor com o IM na proporcéao de 1:5 para cada intervalo ensaiado.
A. Larvas C1-72hs; B. Larvas T1-72 hs; C. C2-144hs; D. T2-144hs.
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Figura 45. Eletroforese em Page-SDS 12,5% de BSA submetido a digestdo por homogenatos do IM de larvas
de A. kuehniella. Incubou-se a 37 °C o inibidor com BSA na proporgao de 1:5 para cada intervalo ensaiado.

A. Larvas C1-72hs; B. Larvas T1-72 hs; C. C2-144hs; D. T2-144hs.
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2. Efeito da ingestao créonica de CFPI sobre A. kuehniella de 12. e 22. geracao

2.1. Ingestao crénica de CFPI em relacdo ao desenvolvimento de A. kuehniella

de 12 geracao

A partir da analise da Tabela 8, observamos que a ingestao crénica de CFPI a 1%
causou uma reducao significativa de 13% na viabilidade larval e prolongou sua duragdo em 5
dias. Analogamente, a viabilidade pupal sofreu um decréscimo de 12,5% ap6s ingestao de
CFPI. O inibidor causou um atraso consideravel de até 7 dias nos periodos larval e pupal e
resultou em um periodo prolongado de desenvolvimento de larva a adulto, como podemos
verificar no TDT 4 dias maior (Tabela 9). Como consequéncia, a taxa de mortalidade

aumentou em 27% com o consumo crénico de CFPI, quando comparado com o0s insetos

controles. CFPI a 1% causou uma reducgéo notavel no valor de Gl em cerca de 15%.

Tabela 8. Efeito de CFPI sobre a sobrevivéncia e o crescimento de A. kuehniella*

Grupos Larval Pupal Adulto
Duragéo Viabilidade Duragao Viabilidade Duragéo Sobreviventes
(Dias + DP) (%) (Dias = DP) (%) (Dias + DP) (%)
Controle 28 +1,4a 96,43 £ 3,4a 9 +1,06a 89,2 + 3,5a 14 £2,3a 92,6 + 3,2a
CFPI 1% 33 £2,6b 83,33 +4,2b 11 +£1,14a 76,7 £2,5b 9,1+2,4b 66,7 £ 4,5b

* Letras diferentes entre os tratamentos denotam diferengas estatisticas (Tukey, p<0,05)

Tabela 9. Efeito de CFPI (1% na dieta) sobre o desenvolvimento de A. kuehniella*

Grupos %S TDT® Gle
Controle 93 + 3,2a 49 +£2,7a 0,0402a
CFPI 1% 66 +4,5b 53+1,2b 0,0343b

*Valores séo a média + DP. Letras diferentes mostram diferencas estatisticas significantes (Tukey, p<0.05).

@ Sobrevivéncia durante o estagio adulto.

b TDT - tempo de desenvolvimento total (média do tempo de desenvolvimento por inseto em dias)

¢ Gl — indice de crescimento [(log %S)/TDT]
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2.2. Ingestao crénica de CFPI em relacao as enzimas digestivas e ao peso de
A. kuehniella da 2. geracao

a) Efeito de CFPI sobre o peso médio larval

Na Figura 46, observa-se o efeito da ingestdo de CFPI na 22. geracao (F1) de larvas de
A. kuehniella. O grupo controle C2, que recebeu dieta com CFPI na 12. geracao (Fo) e foi
transferido para uma dieta controle na geracdo Fi, aparentemente conseguiu sobrepor a
inibicao de suas enzimas digestivas por CFPI, uma vez que apresentou um peso médio larval
(9,1 mg) muito préoximo do apresentado pela larvas C1 (10,4 mg), as quais somente se
alimentaram de dieta controle, tanto em Fo quanto em F1. As larvas T1, que receberam dieta
com CFPI apenas durante a geracao Fi, mostraram um peso médio (4,9 mg) semelhante ao
observado para as larvas T2 (4,1 mg), as quais se alimentaram com dieta contendo CFPI nas
geracbes Fo e F1. Em adicéo, as larvas T1 apresentaram uma reducédo de peso de 52% e
46% em relacao aos grupos C1 e C2, respectivamente. As larvas T2 tiveram o peso reduzido

em 60% e 54% em comparacao com as larvas C1 e C2, respectivamente.
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Figura 46. Peso médio de larvas de A. kuehniella da segunda geracéo (4° instar) alimentadas em uma dieta
artificial controle ou em uma dieta contendo CFPI (w/w). Letras diferentes entre os tratamentos denotam
diferengas estatisticas (ANOVA, p<0,01).

b) Purificacado parcial das enzimas digestivas de A. kuehniella

De forma geral, o perfil de separacdo das proteinas detectadas a 280 nm se manteve
uniforme em todos os grupos analisados (Figura 47 A-D). Em contraste, a quantidade de
proteina em cada pico, medida a partir da absorbancia a 280 nm, foi reduzindo
gradativamente entre os grupos que receberam CFPI na dieta. Nés observamos uma
reducdo de 62% na absorbancia de proteinas de alta e intermediaria massa molecular,
localizadas entre as fragdes 10 a 12, das larvas T1 (Figura 47 B), quando comparado com o
perfil proteico dosado das larvas C1 que somente se alimentaram de dieta controle (Figura
47 A). O grupo controle C2 (Figura 47 C), mostrou quantidades de proteinas de baixas
massas moleculares (fracdes 20 a 40) similares aos grupos C1 e T1. Entretanto, as proteinas

com alta e intermediaria massa molecular (fracdes 10 a 12) de C2 foram consideravelmente
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reduzidas a 70% e 53%, respectivamente, em relacdo aos grupos C1 e T1. Ja o grupo T2,
que se alimentou com dieta contendo CFPI durante Fo e F1 (Figura 47 D), apresentou uma
reducao drastica em todo o seu conteudo proteico.

Das fracdes coletadas em gel filtracdo do homogenato do IM dos grupos larvais C1, T1,
C2, T2 de A. kuehniella, verificamos que os picos majoritarios com atividade para a tripsina
ou quimotripsina foram os de alta e intermedidria massa molecular (Figura 47 A-D). As larvas
C1 (Figura 47 A) apresentaram trés picos maiores de tripsina nas fracées 8, 11 e 13,
detectadas com BApNA. Nos demais grupos (Figuras 47 B-D), todavia, foram detectados
apenas dois picos localizados nas fracdes 8 e 13, indicando que a dieta com CFPI alterou
esse padrao de atividade enzimatica, fazendo com que a tripsina da fracdo 11 em C1
deixasse de ser expressa quando em presenca do inibidor nos grupos T1, C2 e T2. Além
disso, o grupo C1 apresentou também uma atividade significante em tripsinas de massa
molecular baixa, observada nas fragées 15 a 20, que nao foi verificada nos demais grupos.
Nas larvas T1 (Figura 47 B), as tripsinas das fragdes 8 e 13 foram marcadamente inibidas
por CFPl em 25% e 20%, respectivamente, quando comparadas com as larvas C1. E
interessante notar que houve um aumento na atividade das tripsinas de baixa massa
molecular nesse grupo T1 que nao foi observado nos demais grupos. Nas larvas C2 e T2
ocorreu uma redugao drastica na atividade das tripsinas, sendo que o efeito inibitorio foi mais
evidente em T2. A presenca de CFPI na dieta causou uma inibicdo de aproximadamente
72% nas fragbes 8 e 13 das larvas C2 (Figura 47 C) em comparagdo com as larvas controle
C1. No grupo T2 (Figura 47 D), ocorreu uma forte inibicdo de 90% e 82% nas fracdes
tripticas 8 e 13, respectivamente, em relagao as larvas C1.

Aparentemente, as quimotripsinas das larvas de A. kuehniella, determinadas com

SAAPFpNA, foram menos suscetiveis ao tratamento com inibidor que as tripsinas. Todos os
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grupos larvais apresentaram dois picos majoritarios com atividade para a quimotripsina
localizados nas fragbes 10 e 15. Entretanto, diferente ao observado para as enzimas
tripsinas, as larvas T1 (Figura 47 B) mostraram uma discreta inibicdo na fragdo 10 de 6% e
um aumento na atividade quimotriptica da fracdo 15 de 12%, quando comparado com as
larvas C1. As larvas C2 (Figura 47 C) mostraram um aumento de atividade da quimotripsina
nas fracoes 10 e 15 de 13% e 32%, respectivamente, em relacdo as larvas C1. Além disso,
foi observado um aumento significativo na atividade das quimotripsinas de baixa massa
molecular nas larvas C2 que nao foi verificado nos demais grupos. Diferente das larvas C1,
T1 e C2, o grupo larval T2 (Figura 47 D) mostrou inibi¢cao significativa de 25% na fracao 10 e

37% na fracao 15, em relacao as quimotripsinas das larvas C1.
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Figura 47. Gel filtracdo da fracao sollvel de homogenatos do IM (300 ug de proteina) de larvas de 22. geracéo
de A. kuehniella dividida nos seguintes grupos: A) Controle-C1; B) CFPI-T1; C) Controle 22. geracao-C2; D)
CFPI 12, e 22. geragcdo-T2. A Superdex 75 foi equilibrada e eluida com tampao fosfato 20 mM, pH 7,2. O peffil
proteico das fragdes coletadas (1mL/min) foi acompanhado a 280 nm. O contelddo enzimatico de cada fragao foi
dosado a 410 nm com BApNA (tripsina) e SAAPFpNA (quimotripsina). Este perfil & representativo de dois

experimentos.
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A partir da equagdo da reta produzida com o grafico de curva de calibracdo da
Superdex 75, calculou-se os seguintes valores aproximados de massa molecular relativa
para as fracoes de tripsinas: fracado 8 (>66 kDa), fracao 11 (41 kDa), fracdo 13 (15 kDa).

Para as quimotripsinas, as massas moleculares relativas, foram: fracdo 10 (>66 kDa) e

fracao 15 (< 8 kDa).

c) Sensibilidade ao CFPI das enzimas tripsina e quimotripsina semi-purificadas de
A. kuehniella

A atividade das fragdes de tripsina separadas por gel filtracdo, que foram previamente
incubadas in vitro com o inibidor, revelou que as larvas C2 (Figura 48 C) se mostraram mais
sensiveis ao inibidor que os outros grupos (Figura 48 A, B, D). Nas larvas C2, a fracao 8 foi
inibida em 35% e a fracdo 13 em 38% apds incubacdo com CFPI. Apesar das larvas T2
apresentarem uma baixa atividade de suas tripsinas, essas se mostraram resistentes a

inibi¢cdo in vitro por CFPI (Figura 48 D).
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Figura 48. Perfil das tripsinas do IM (300 ug de proteina) de larvas de 22. geracdo de A. kuehniella apés gel
filtragdo (o) ou posteriormente a incubacao in vitro com CFPI das fragdes tripticas obtidas na gel filtragéo (e).
Cada figura corresponde aos seguintes grupos: A) Controle-C1; B) CFPI-T1; C) Controle 22. geragdo-C2; D)
CFPI 12. e 22. geragdo-T2. A atividade das tripsinas foi determinada a 410 nm utilizando o substrato BApNA.

Este perfil é representativo de dois experimentos.

Comparando a atividade das fracées quimotripticas coletadas na gel filtracdo com as
mesmas apos incubagéo in vitro com o inibidor, podemos observar que a quimotripsina da
fracdo 15 mostrou-se resistente a inibicdo por CFPI em todos os grupos larvais (Figura 49 A-

D). Em contraste, a atividade da quimotripsina da fracdo 10 foi inibida apds incubacao com
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CFPI em todos os grupos larvais, mostrando uma reducao de 25%, 39%, 56% e 53% em C1,

T1, C2, T2, respectivamente.
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Figura 49. Perfil das quimotripsinas do IM (300 ug de proteina) de larvas de 22. geracao de A. kuehniella apds
gel filtragdo (o) ou posteriormente a incubagao in vitro com CFPI das fragbes tripticas obtidas na gel filtragcao
(e). Cada figura corresponde aos seguintes grupos: A) Controle-C1; B) CFPI-T1; C) Controle 22. geracao-C2; D)
CFPI 12, e 22 geracdo-T2. A atividade das quimotripsinas foi determinada a 410 nm utilizando o substrato

SAAPFpNA. Este perfil € representativo de dois experimentos.
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IV. DISCUSSAO

1. Efeito da ingestao aguda de CFPI sobre as enzimas digestivas de A. kuehniella

a) Ingestao aguda de CFPI (3 a 24hs)

A ingestdo aguda de CFPI por larvas de A. kuehniella do 4° instar, inicialmente causou
uma reducdo na atividade das tripsinas e quimotripsinas, 0 que sugere que as enzimas
sensiveis ao CFPI foram inibidas. Entretanto, apdés um periodo de 6 horas, houve um
aumento na atividade das tripsinas, indicando maior sintese dessas enzimas. Os niveis de
tripsina foram similares por até 24 horas, sugerindo que a quantidade de enzima produzida
estava suficiente para o processo de digestdo, e nesse caso, um provavel mecanismo de
feedback foi acionado para que as peptidases permanecessem com a mesma atividade. Ja
as quimotripsinas, apesar de ter sua atividade diminuida durante as trés primeira horas de
ingestdo do CFPI, manteve os mesmos niveis dessa peptidase ao longo de 24 horas, o que
indica que essas quimotripsinas sao pouco afetadas por CFPIl. Bown et al. (2004) analisou a
complexa resposta dos insetos polifagos aos IPs, relacionado ao tempo de ingestédo, e
concluiu que esta é dividida em 3 fases: uma fase inicial, na qual todos os RNA mensageiros
que codificam proteases sdo aumentados e ocorre durante as primeiras 12 hs em contato
com o inibidor. Uma segunda fase envolve a supressdo de sequéncias de proteases
sensiveis, ocorrendo entre 12 e 24 hs e é seguida pela terceira fase, na qual as diferencas

nos niveis de RNA mensageiros sdo mantidas em relagéo as larvas alimentadas controles.
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O zimograma das larvas alimentadas com CFPI durante os varios intervalos de tempo
mostra nitidamente a inibicdo da peptidase de 21,5 kDa e 0 aumento na atividade da banda
proteolitica de aproximadamente 31 kDa, em concordancia com os resultados observados no
zimograma das larvas que ingeriram CFPI cronicamente até o 4° instar. A banda de 21,5 kDa
provavelmente seja uma tripsina, embora aparentemente ndo tenha sido inibida por TLCK
porque este foi incubado em concentragcdo muito baixa com o intestino. Essa hipotese é
sustentada pelo fato de que, no zimograma das larvas de 4° instar alimentadas cronicamente
com CFPI, a banda de 21,5 kDa ¢ inibida por TLCK. Dessa forma, ocorre desde o0s primeiros
momentos de ingestao do inibidor, uma inibicdo das tripsinas de 25 e 21,5 kDa, uma discreta
reducdo na quimotripsina de 20 kDa e um aumento na quimotripsina de 31 kDa, além de um
aumento nas peptidases de 66 kDa ou mais.

O TLCK é um inibidor irreversivel da tripsina que alquila o residuo de His-57 que esta
presente no seu sitio ativo. Como as peptidases de 66 kDa podem ser oligbmeros de
tripsinas ou quimotripsinas menores e estes oligdbmeros geralmente possuem o sitio ativo
com dificil acesso, entdo esses podem néao ser inibidos por TLCK, mesmo se tratando de
tripsinas. Machado et al. (2013) observaram no gel de eletroforese com gelatina do IM de
larvas de A. kuehniella, do 3° ao 5° instar, 5 bandas de atividade proteolitica: 2 com massa
molecular de 66 kDa ou mais, 1 de 34 kDa, 1 com aproximadamente 30 kDa e a menor com
cerca de 18 kDa, sendo as massas proximas das encontradas com o gel de caseina

realizado em nosso estudo.
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b) Ingestao aguda de CFPI (72 a 144 hs)

A ingestdo aguda de CFPI por 72 horas, contrariamente aos intervalos de 6 a 24 horas,
mostra uma reducéo na atividade das tripsinas e quimotripsinas em relagao a larvas tratadas
durante esses tempos, ou ainda comparado as larvas alimentadas por 72 horas em dieta
controle. Todavia, quando metade das larvas alimentadas com CFPI sao transferidas para
uma dieta controle por mais 72 horas, a atividade das tripsinas e quimotripsinas se
restabelecem aos niveis das larvas controle. Esses resultados indicam que a reducéo na
atividade enzimatica, durante este intervalo de 72 a 144 horas, foi causada pela presenca de
CFPI na dieta, uma vez que as larvas T2, quando foram transferidas para uma dieta controle,
apresentaram atividade enzimatica semelhante as larvas C2.

Uma observacao importante € que as larvas de 4° instar mantidas em dieta por
144 horas estdo muito préximas do 5° instar que precede o estagio pupal. Assim sendo, a
atividade das peptidases digestivas costuma reduzir, em relacdo ao 4° instar, e essas
enzimas tendem a ser mais resistentes ao inibidor que as presentes nos instares anteriores.
Outros trabalhos também observaram que A. kuehniella no 5° instar larval apresenta maior
resisténcia aos inibidores, sugerindo que a mudanca na sensibilidade das enzimas digestivas
somente ocorre no instar final (MACHADO et al., 2013).

Apesar da atividade das enzimas digestivas ter restabelecido aos niveis controle
quando as larvas T2 foram transferidas para uma dieta sem inibidor, 0 peso médio dessas foi

menor em relacao as larvas controles. Esse resultado sugere um grande gasto energético e
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um desvio dos aminoacidos obtidos na alimentacéo para a sintese de peptidases digestivas
pelas larvas T2, prejudicando o seu ganho de peso.

O zimograma corrobora com os resultados de dosagens enzimaticas, pois apresenta
inibicao das peptidases de 66 e 30 kDa apds alimentacao das larvas com CFPI por 72 horas.
Além disso, a atividade proteolitica geral das larvas T2 foi similar as larvas controles.

Parametros cinéticos como o Km aparente evidenciam que as enzimas digestivas de
A. kuehniella das larvas C2 e T2 aumentaram a afinidade pelos substratos no intervalo de
144 horas. Esse comportamento contribuiu para reduzir a acdo do inibidor e aumentar a
competicdo com o substrato pelo sitio ativo das enzimas. Similar aos nossos resultados,
CPTI (inibidor de tripsina de feijao de corda) e LBTI (inibidor de tripsina de feijao lima)
inibiram as enzimas intestinais de Helicoverpa armigera competitivamente (JOHNSTON et
al., 1991).

Os ensaios de digestao do inibidor por peptidases digestivas também estao de acordo
com os resultados anteriormente mostrados, uma vez que apontaram uma maior atividade
enzimatica nas larvas C2 e principalmente em T2. Assim sendo, podemos considerar que 0
inibidor incubado com C1 e T1 resistiu a digestao por até 24 hs. Todavia, CFPI incubado com
C2 e T2 nao foi degradado por até 12 e 10 hs, respectivamente. O fato de que CFPI ndo
incubado com intestino exibiu uma banda maior que posteriormente a incubacéo por 1 hora,
pode indicar que uma parte do inibidor desfez-se de sua forma dimérica quando em presenga
das proteases digestivas. A resisténcia de CFPI a digestao por peptidases de A. kuehniella
em até 24 horas mostra que o inibidor é suficientemente estavel para causar efeitos
negativos no processo digestivo desse inseto. Estudos anteriores observaram que apos
24 horas de incubagédo a 30 °C, intestinos controles de A. kuehniella perdem naturalmente a

atividade enzimatica (MACHADO et al., 2013), explicando o fato do ensaio ser conduzido até
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esse ponto. Portanto, podemos considerar que CFPI pode exercer efeito deletério ao inseto
porque resistiu a digestao por pelo menos 10 horas, tempo no qual o intestino controle ja

perdeu grande parte de sua atividade, conforme Machado et al. (2013).

2. Efeito da ingestao créonica de CFPI sobre A. kuehniella de 12. e 22. geracdao

2.1. Ingestao crénica de CFPI em relacdo ao desenvolvimento de A. kuehniella
de 12 geracao

Para analisar se o inibidor afetou o desenvolvimento de A. kuehniella, o consumo
cronico de CFPI foi avaliado em relagdo aos seus diferentes estagios de vida, assim como a
sobrevivéncia dos adultos e o tempo de desenvolvimento total do inseto. CFPIl a 1% causou
um atraso consideravel de até 7 dias nos periodos larval e pupal e estendeu o periodo de
desenvolvimento de larva a adulto. A ingestao crénica de CFPI causou a inibicdo de parte
das enzimas proteoliticas do intestino do inseto e, dessa forma, alterou o processo de
digestdo larval. A auséncia de aminoacidos causada por uma digestdo deficiente prejudicou
o desenvolvimento larval e, consequentemente, resultou em um aumento na mortalidade dos
adultos de 27%.

O indice de crescimento (Gl) mede os efeitos do alimento sobre a sobrevivéncia e o
tempo de desenvolvimento do inseto (HOWE, 1971). Assim sendo, um alimento impréprio
pode prolongar o periodo de desenvolvimento do individuo e reduzir sua taxa de
sobrevivéncia, o que resulta em um valor de Gl baixo. As larvas que se alimentaram com

dieta contendo CFPI a 1% apresentaram uma reducao significante em Gl de cerca de 15%,
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assegurando um atraso no tempo de desenvolvimento total do inseto por afetar o seu
crescimento e sobrevivéncia.

Alguns IPs que sao efetivos contra peptidases intestinais, apresentam pouco efeito
sobre o crescimento ou 0 desenvolvimento do inseto quando incorporado em uma dieta. Por
exemplo, o inibidor de C. cajan mostrou efeito moderado sobre o crescimento e
desenvolvimento de Manduca sexta quando comparado a forte atividade inibitoria contra
peptidases do intestino (PRASAD, E.R. et al., 2010). Outros IPs apresentaram reducdo no
peso larval, mas nao tiveram efeito sobre a mortalidade larval para insetos polifagos
(BROADWAY, 1996; PETEK et al, 2012; OLIVEIRA et al, 2013). Tratamento de
S. frugiperda com EATI (inibidor de tripsina de Entada acaciifolia) reduziu a massa larval e
estendeu seu estagio de desenvolvimento, todavia, ndo foi capaz de afetar os periodos pupal
e adulto (OLIVEIRA et al., 2013). O inibidor do presente estudo foi efetivo contra o polifago

A. kuehniella, considerando que ele alterou o crescimento e o desenvolvimento do inseto.

2.2. Ingestao crénica de CFPI em relacao as enzimas digestivas e ao peso de
A. kuehniella da 2. geracao

Para uma analise ainda mais detalhada da acado de CFPI sobre este inseto polifago,
demonstramos os efeitos do inibidor sobre a geracédo Fi. A maioria dos estudos publicados
associando a resposta de insetos-praga aos compostos de defesa de plantas sao realizados
em um curto periodo de tempo, como por exemplo, com a geracao Fo e até um certo instar
(FALCO e SILVA-FILHO, 2003; MURICKEN e GOWDA, 2010). Todavia, experimentos
conduzidos em mais que uma geragao podem revelar diferencas nas respostas entre

geracdes (RAHBE et al., 2003; AZZOUZ et al., 2005; CACCIALUPI et al., 2010).
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Verificamos que o peso médio das larvas da geracao F1 tratadas com CFPl a 1% (T1 e
T2) apresentou maior reducdo em relacao aos grupos controles (C1 e C2) do que o peso das
larvas tratadas da geracao Fo comparadas com seu respectivo controle. Enquanto as larvas
T1 e T2 mostraram uma reducao de cerca de 50% em seu peso médio, comparadas com as
larvas C1 e C2, respectivamente, na geracao Fo houve uma diminuicdo de 36% no peso das
larvas tratadas até o 4° instar. Esses resultados sugerem uma efetividade maior do inibidor
na geracao F1 do que na geracao Fo. Todavia, devemos também considerar que o numero de
larvas e repeticoes (2 repeticdes) desse experimento foi menor em relagédo ao da geracao Fo
(4 repeticbes), 0 que significa que os resultados aqui apresentados poderiam se aproximar
mais dos obtidos na primeira geracao se fossem repetidos mais vezes.

No processo de purificacao parcial das enzimas digestivas de A. kuehniella da geracao
F1, identificamos 3 picos majoritdrios de tripsina com massas moleculares aproximadas
maiores que 66kDa, de 41 kDa e 15 kDa para as larvas C1. J4 nas larvas que tiveram
contato com o inibidor, somente dois picos de tripsina foram observados, sendo que o de
41 kDa foi inibido. Para as quimotripsinas, foram observados 2 picos majoritarios, sendo o
primeiro maior que 66 kDa e o outro menor que 8 kDa. Embora a maioria das tripsinas e
quimotripsinas descritas na literatura possuem massa molecular em torno de 20 a 35 kDa
(TERRA e FERREIRA, 2005), a presenca de peptidases com massa de 66 kDa ou maior
pode indicar um processo de oligomerizacdo. Substituicbes de residuos de aminoacidos
podem alterar a hidrofobicidade de proteases resistentes, e as peptidases hidrofobicas
possuem maior tendéncia a formar oligdmeros, o que acaba dificultando o acesso dos IPs de
plantas ao sitio ativo enzimatico (BRITO et al., 2001).

Constatamos que a medida que as larvas foram permanecendo maior tempo em

contato com a dieta contendo CFPI, maior foi o seu efeito inibitério sobre o conteldo
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enzimatico e proteico. Desse modo, as larvas T2 que se alimentaram com CFPI durante Fo e
Fi, mostraram reducdes drasticas de conteddo proteico e forte inibicdo enzimatica,
principalmente para as tripsinas. Interessante notar que as tripsinas remanescentes em T2
mostraram insensibilidade ao inibidor e houve a sintese de uma tripsina induzida na fragéo
18. As larvas C2 que se alimentaram com CFPl somente em Fo, apresentaram o perfil de
proteinas préximo das nédo tratadas (C1) e restabeleceram a atividade das quimotripsinas,
mostrando um aumento no pico de 8 kDa, insensivel ao CFPI, como efeito compensatério a
baixa atividade das tripsinas. As larvas T1, tratadas com CFPI na geracdo Fi, também
mostraram aumento na produgdo das quimotripsinas de 8kDa, além de uma reducao das
tripsinas e conteudo proteico menor que nas larvas C1.

Em geral, observamos que CFPI continuou sendo efetivo para larvas de A. kuehniella
da geracao F1 e constatamos que o inseto tentou sobrepor os efeitos negativos do inibidor
desviando parte do seu conteudo proteico para a sintese de peptidases insensiveis,

principalmente quimotripsinas.
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V. CONCLUSOES

e Em larvas de A. kuehniella da geracao F1, também houve a inibicdo das peptidases

digestivas, concomitante ao aumento de quimotripsinas insensiveis;

e CFPI causou um efeito antinutricional sobre A. kuehniella significante, em dieta

artificial, até a geracao F.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS FUTURAS

Pretendemos investigar outras fungdes bioldgicas para o inibidor, como por exemplo,
acao anti-fungica e anti-bacteriana, efeito anti-carcinogénico, efeito na coagulagdo sanguinea
e etc.

Outro estudo refere-se ao efeito sinérgico do inibidor com outra proteina de defesa em
larvas de Helicoverpa armigera, uma praga exética com grande poder de destruicdo, que

causa prejuizos as lavouras de milho, soja e algodao.
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