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RESUMO

Proteases e inibidores de proteases em latex vegetal e intestino de lagartas:
aspectos sobre resisténcia e suscetibilidade das plantas alvo

O latex vegetal é produzido e estocado em sistemas de canais formados por
células altamente especializadas, os laticiferos. Uma caracteristica marcante destes
fluidos é a presenca de sistemas proteoliticos complexos. Muitos estudos relatam
que proteinas de defesa contra insetos e fungos sdo encontradas em latex. No
entanto, alguns insetos sobrepdem esta defesa e alimentam-se de plantas
laticiferas, como Pseudosphinx tetrio e Danaus plexippus, ambas da ordem
Lepidoptera. As bases bioquimicas da resisténcia de insetos as proteinas defensivas
do latex ainda ndo sdo amplamente elucidadas. Esta problematica foi abordada
neste trabalho. Inicialmente a atividade proteolitica do extrato intestinal de P. tetrio
foi caracterizada e avaliada sua capacidade de degradar as proteinas do latex de
sua planta hospedeira, Plumeria rubra, bem como de plantas laticiferas né&o
hospedeiras (Calotropis procera e Cryptostegia grandiflora). Além disso, foi avaliado
se inibidores de proteases de fluidos laticiferos (C. procera, P. rubra e Cr.
grandiflora) inibem as proteases intestinais de P. tetrio e D. plexippus e vice-versa.
Em adi¢éo, foi analisado o efeito de enzimas laticiferas sobre a membrana peritréfica
(MP) de D. plexippus. As proteases intestinais de P. tetrio s&o predominantemente
do tipo serinica e suas atividades sdo maiores em pHs basicos. O extrato intestinal
de P. tetrio rapidamente e completamente digeriu as proteinas do latex de sua planta
hospedeira e de C. procera, bem como digeriu parcialmente as proteinas do latex de
Cr. grandiflora. Larvas de D. plexippus se desenvolveram plenamente quando
alimentadas com dieta artificial contendo 1% das fracGes proteicas dos latex de
plantas ndo hospedeiras. Ensaios in vitro indicaram que ambos, extratos intestinais e
latex das espécies em estudo, possuem inibidores de proteases serinicas e
cisteinicas. Inibidores provenientes dos fluidos laticiferos em estudo inibiram a
atividade proteolitica dos extratos intestinais de ambas as larvas. Entretanto, andlise
in vivo demonstrou que estes inibidores ndo afetam o desenvolvimento de D.
plexippus. Somente o extrato intestinal de D. plexippus apresentou atividade
inibidora de proteases do latex de sua planta hospedeira (Calotropis procera).
Apenas discretas mudancas foram observadas no perfil proteico das MPs de D.
plexippus submetidas as fracbes proteicas dos fluidos laticiferos in vivo, enquanto
gue o tratamento in vitro resultou em danos mais acentuados. A partir dos resultados
obtidos conclui-se que protedlise e a inibicdo de protedlise fazem parte do sistema
defensivo das larvas especialistas em plantas laticiferas e de suas plantas
hospedeiras. Embora inibidores de proteases de fluidos laticiferos sejam capazes de
inibir as proteases intestinais das larvas (in vitro), in vivo, a habilidade das proteases
intestinais em prontamente digerir as proteinas do latex parece ser crucial para a
sobreposicao da defesa vegetal.



ABSTRACT

Proteases and proteases inhibitors from plant latex and gut of caterpillars:
insights into the resistance and susceptibility of target plants

Plant latex is produced and stored in channels formed by highly specialized
cells structures. A remarkable feature of these fluids is the presence of complex
proteolytic systems. Many studies report that latex possesses a variety of defense
proteins against insects and fungi. However, some insects overlap this defense and
feed on latex-producing plants, for example Pseudosphinx tetrio and Danaus
plexippus, both of the order Lepidoptera. The biochemical aspects of insect
resistance to latex defense proteins are still not widely elucidated. This issue was
addressed in this work. Initially, the proteolytic activity of Pseudosphinx tetrio gut was
characterized and evaluated in its ability to degrade latex proteins of its host plant
(Plumeria rubra) and non-host plants (Calotropis procera e Cryptostegia grandiflora).
Furthermore, we assessed whether protease inhibitors from latex fluids (C. procera,
P. rubra and Cr. grandiflora) inhibit intestinal proteases from P. tetrio and D.
plexippus and vice versa. The effect of latex enzymes on peritrophic membrane (PM)
of D. plexippus was also assessed. Intestinal proteases from P. tetrio are
predominantly of serine type and their activities are higher in basic pHs. P. tetrio gut
proteases rapidly and completely digested latex proteins of its host plant and C.
procera and partially digested proteins from Cr. grandiflora. D. plexippus larvae were
not affected when fed on artificial diet containing latex proteins (1%) from non-host
plants. In vitro assays detected serine and cysteine peptidase inhibitors in both gut
homogenates and latex fluids. Protease inhibitors from latex inhibited the proteolytic
activity of gut homogenates of both larvae. Nevertheless, in vivo analysis
demonstrated that latex inhibitors do not affect the development of D. plexippus. Only
the gut homogenate from D. plexippus showed inhibitory activity towards proteases
latex from its host plant (Calotropis procera). Slight changes were observed in the
protein profile of the PMs from D. plexippus subjected to latex protein fractions in
vivo, whilst in vitro treatment resulted in more severe damage. This study concludes
that proteolysis and inhibition of proteolysis are involved in the defensive systems of
both caterpillars and their host plants. Even though latex peptidase inhibitors inhibit
gut peptidases (in vitro), the ability of gut peptidases to promptly digest latex proteins
(in vivo) regardless of their origin seems to be a pivotal event favoring caterpillars
overcoming plant defense.
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1 - INTRODUCAO

1.1. Latex

A palavra latex é proveniente do latim e significa “fluido”. O latex € um fluido
de aspecto leitoso composto de uma suspensao aquosa de substancias quimicas
variadas. O que diferencia o latex de gomas e resinas € o fato de que estas séo
secretadas em espacos intercelulares ou contidas em vasos mortos. O latex, por
outro lado, é produzido e mantido em laticiferos, que sdo células vivas detentoras da
capacidade de regular a composicdo quimica do latex (LEWINSOHN;
VASCONCELLOS-NETO, 2000).

A capacidade para formar latex é encontrada em cerca de 12.500 espécies de
900 géneros pertencentes a 12 familias. Entre as familias de plantas produtoras
deste fluido destacam-se Euphorbiaceae (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1988) e
Apocynaceae (BROCKBANK; LYNN, 1979), embora outras familias como Moraceae,
Compositae, Anarcadiaceae e Sapotaceae também possuam a capacidade de
produzir este fluido.

Além das plantas, fungos, como algumas espécies dos géneros Lactariam e
Peziza também produzem fluido laticifero. Embora o latex, na maioria das vezes,
apresente um aspecto leitoso, pode possuir cor amarela ou laranja, como em plantas
pertencentes a familia Papaveraceae, marrom-amarelado em Cannabis ou pode ser
limpido como em Morus e Nerium oleander (KEKWICK, 2001).

Os laticiferos sdo preenchidos por latex desde suas por¢cdes mais jovens e 0
préprio protoplasto da célula laticifera compde este fluido (KEKWICK, 2001). O latex
permanece dentro do laticifero e somente é liberado para o meio extracelular
quando a planta € injuriada. Em pouco tempo, o latex coagula e sela o 6rgéo
injuriado (DEMARCO et al., 2006).

Os laticiferos podem ser classificados como articulados e ndo articulados. Os
articulados consistem de cadeias longitudinais de muitas células em que as paredes
celulares que separam as células individuais permanecem intactas ou ndo, enquanto
os laticiferos néo articulados surgem de uma célula simples que cresce nos espagos
intercelulares, eventualmente se ramificando nos tecidos das plantas de modo
similar as hifas de fungos (KEKWICK, 2001). A provavel origem polifiletica dos

laticiferos articulados e ndo articulados confere uma potencial aplicacdo de suas
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caracteristicas morfologicas e quimicas como carater taxonémico (MAHLBERG et al.
1987; MAHLBERG, 1993).

1.1.1. Composicéao bioquimica do latex

O latex pode ser definido como uma suspensdo de particulas de borracha
(fase dispersa) em um meio aquoso, chamado soro (WISNIEWSKI, 1983).

Este fluido é matéria prima para a fabricacdo de produtos industrializados
derivados da borracha, a principal espécie utilizada com este fim €& Hevea
brasiliensis, a seringueira. A substancia presente no latex que apresenta a
caracteristica de elasticidade da borracha € um polimero de isopreno. Os poli-
isoprenos constituem proporcionalmente a maior por¢do da maioria dos fluidos
laticiferos e d&o a caracteristica colante do latex recém exsudado (MORCELLE, et.
al., 2004).

A fase soro, também chamada de soro C ou fase aquosa, contém diferentes
classes de compostos, incluindo carboidratos, proteinas, aminoacidos, enzimas,
bases nitrogenadas, alcalbides e vitaminas (ARCHER et al., 1969; MORCELLE, et.
al., 2004). Por ser o latex um exsudado citoplasmatico das células laticiferas, o soro
também é constituido de componentes celulares como nudcleos, mitocdndrias e
ribossomos (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1988).

O latex possui algumas moléculas frequentemente relacionadas a defesa da
planta contra patdgenos e herbivoros. Como descrito a seguir, varios estudos foram
realizados com o intuito de evidenciar esta funcdo defensiva (AGRAWAL; KONNO et
al., 2009).

1.1.2. Latex e defesa vegetal contra herbivoria

A constatacdo de que a presenca do latex torna as folhas inaceitaveis para
alguns herbivoros foi uma das primeiras evidencias da funcdo protetora deste fluido.
Os primeiros experimentos que foram realizados utilizando a estratégia de drenar o
latex das folhas e verificar a aceitacdo destas por herbivoros foram publicados em
1905. Neste estudo, folhas de plantas laticiferas que tiveram o latex drenado foram
prontamente devoradas por uma lesma, a qual ndo se alimentou de folhas nao
drenadas (AGRAWAL; KONNO, 2009). Atualmente, esta estratégia ainda é utilizada
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para avaliar a funcdo de defesa do latex de muitas espécies. KONNO e
colaboradores (2004) demonstraram que folhas de mamoeiro e Ficus recortadas em
tiras e lavadas, livres de latex, tornaram-se aceitaveis para insetos que normalmente
perecem em folhas intactas.

Muitos componentes do latex proporcionam resisténcia a herbivoria através
de efeitos toxicos ou antinutritivos, enquanto outros estdo envolvidos no efeito
colante que pode imobilizar alguns insetos herbivoros. Varios metabdlitos
secundarios relacionados a defesa foram detectados em fluidos laticiferos, como
terpendides (SESSA et al., 2000), alcaldides (KONNO et al., 2006) e componentes
fendlicos, que incluem taninos, ligninas e flavondides (SNOOK, 1994). Um dos mais
abundantes metabdlitos secundarios presentes no latex de variadas espécies sao 0s
cardenolideo ou glicosideos cardiacos (KAMEL et al., 2001; DUSSOURD; HOYLE,
2000). Além de metabdlitos secundarios, o latex possui uma variedade de proteinas

relacionadas a defesa vegetal.

1.1.2.1. Proteinas de fluidos laticiferos envolvidas na defesa contra insetos

A existéncia nos fluidos laticiferos de proteinas relacionadas a defesa contra
herbivoria € mais uma evidéncia de que o latex apresenta funcéo defensiva. Dentre
estas proteinas destacam-se lectinas (GIDROL et al., 1994; WASANO et al., 2009;
SALES et al., 2001), quitinases (HOWARD; GLAZER, 1969; FREITAS et al., 2007),
glicosil hidrolases (MOUSSAOUI et al., 2001, CHEYE; CHEUNG, 1995;
HORNBERGER et al., 2000), polifenol oxidase (SABY et al., 2003) e peroxidase
(WITITSUWANNAKUL et al., 2002).

Evidéncias do envolvimento de proteinas de fluidos laticiferos na defesa
vegetal sdo acumuladas, dentre estas esta 0 aumento da expressdo de proteinas
quando a planta é danificada ou com a aplicacdo de hormoénios vegetais, como
ocorrido com a heveina, uma proteina ligante a quitina do latex de Hevea brasiliensis
(BROEKAERT et al.,, 1990). Uma evidéncia ainda mais direta € o aumento da
expressdo de proteinas devido ao ataque do préprio inseto. Este evento ocorreu
com uma proteina identificada como glicosil hidrolase no latex de plantas de
Calotropis procera atacadas por larvas de Danaus plexippus (Lepidoptera)
(PEREIRA et al., 2010).
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Estudos demonstraram que as atividades inseticida ou inibidora do
crescimento de insetos encontradas em fluidos laticiferos de diferentes espécies
podem ser atribuidas as proteinas presentes neste fluido. A fracdo proteica do latex
de C. procera é toxica as larvas de Anticarcia gemmatalis (RAMOS et al., 2007) e
Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) quando misturada a dieta
artificial a uma concentracéo de 0,1% (RAMOS et al., 2010). Embora néo tenha sido
identificada qual proteina foi responsavel pela toxicidade, o latex desta espécie
possui inibidores de proteases, quitinases e proteases ativas, as quais sao proteinas
relacionadas a defesa vegetal e podem estar envolvidas na acao inseticida do latex
(RAMOS et al., 2007, 2010). Por fim, ja foi constatada a acdo inseticida de uma
proteina laticifera pura, a MLX56, uma proteina ligante a quitina isolada do latex de
Morus spp. Esta proteina é téxica para as larvas de Mamestra brassicae e Samia
ricini quando adicionada a dieta artificial na concentracdo de 0,01% (WASSANO et
al., 2009).

Também foi relatada a toxicidade de fracdes proteicas de fluidos laticiferos
contra insetos ndo herbivoros, como é o caso das proteinas do latex de C. procera,
Cryptostegia grandiflora e Plumeria rubra contra larvas de Aedes aegypti (RAMOS et
al., 2006, 2009).

Tratando-se de proteinas de defesa detectadas em fluidos laticiferos, muitos
trabalhos evidenciam que as proteases apresentam funcao de defesa contra insetos
(KONNO, 2011). No contexto da defesa vegetal proporcionada por fluidos laticiferos,
consideravel atencdo também é dada aos inibidores de proteases (SRITANYARAT
et al., 2006). O presente trabalho aborda o envolvimento destes dois tipos de

moléculas, proteases e inibidores de proteases, na defesa de plantas laticiferas.

1.1.2.1.1. Proteases de fluidos laticiferos

Os fluidos laticiferos de muitas espécies sdo conhecidamente ricas fontes de
proteases. Sendo encontradas mais frequentemente proteinases serinicas e
cisteinicas (PRIOLO et al., 2000; MOUSSAOUI et al., 2001; ANTAO; MALCATA,
2005; KYNDT et al., 2007).

Como exemplo de um latex rico em proteases cisteinicas pode ser citado o de
Carica papaya, no qual foram isoladas quatro destas proteinases: a papaina (EC

3.4.22.2), quimopapaina (EC 3.4.22.6), caricaina (EC 3.4.22.30) e papaia proteinase
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IV (EC 3.4.22.5) (MOUSSAOQUI et al., 2001). Muitas outras proteinases cisteinicas
foram isoladas de fluidos laticiferos de diferentes espécies, como: proceraina
(DUBEY; JAGANNADHAM, 2003), proceraina b (SINGH; DUBEY et al.,, 2011),
PCCp-1, PCCp-2 e PCCp-3 (RAMOS et al., 2013) extraidas de Calotropis procera;
as trés endopeptidases de Araujia hortorum denominadas araujiaina h I, I, e Il
(PRIOLO et al., 2000; OBREGON et al., 2001); ervatamina A, B e C purificadas de
Ervatamia coronaria (NALLAMSETTY; JAGANNADHAM, 2002); eineima obtida de
Ervatamia heyneana (PATEL; JAGANNADHAM, 2003); a asclepaina | do latex de
Asclepia curassavica (LIGIERI et al., 2004); a morrenaima b | obtida do latex de
Morrenia brachistephana (CAVALLI et al.,, 2003) e a funastraima de Funastrum
clausum (MORCELLE et al., 2004). O latex de Calotropis gigantea contém quatro
proteinases cisteinicas, a calotropina Fl, Fll, DI e DIl (ABRAHAM; JOSHI, 1979).

Também ha registros de atividade proteolitica do tipo serinica em fluidos
laticiferos, no entanto, com menos frequéncia que as proteinases cisteinicas. No
latex de Taraxacum officinali foi purificada uma proteinase serinica chamada de
taraxilisina (ANTAO; MALCATA, 2005). Este tipo de proteinase também foi
encontrada no latex de Euphorbia supina (ARIMA et al., 2000) e Artocarpus
heterophyllus (PRASAD; VIRUPAKSHA, 1990).

Existem evidéncias de que as proteases contribuem para o efeito inseticida
(ou inibidor do crescimento) de alguns fluidos laticiferos. Uma destas evidéncias € o
fato de que a forte toxicidade de folhas de C. papaya e Ficus virgata contra as larvas
herbivoras Samia ricini e Mamestra brassicae, ambas da ordem Lepidoptera,
desaparece quando o latex é drenado ou quando as folhas sé@o pinceladas com E-
64, um inibidor de protease cisteinica (KONNO et al., 2004). Semelhantemente, o
trabalho de Ramos e colaboradores (2009) evidenciaram a participacdo deste tipo
de protease na atividade larvicida contra Aedes aegypti encontrada na fracéo
proteica do latex de C. procera e Cryptostegia grandiflora. Além disso, este trabalho
demonstrou que uma protease purificada do latex de Carica papaya, a papaina,
também possui agéo larvicida contra A. aegypti.

As proteases possuem diferentes papeis na defesa vegetal, podendo agir na
percepcao do ataque, na sinalizacdo da defesa e na execucdo da mesma (HOORN;
JONES, 2004). Na execucao da defesa as proteases agem diretamente sobre o
patdgeno ou herbivoro. O trabalho de Mohan e colaboradores (2006) foi o primeiro a

demonstrar um alvo da acdo inseticida das proteases vegetais, a membrana
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peritrofica. Este trabalho demonstrou que uma protease cisteinica do milho, que é
induzida no local de alimentacdo de Spodoptera frugiperda, € capaz de degradar a
membrana peritrofica deste inseto.

No que se refere as proteases de fluidos laticiferos, foi evidenciada a
degradacéo das proteinas da membrana peritrofica de Trichoplusia ni (Lepidoptera)
por proteases do latex de Asclepias syriaca (LI et al., 2009). Apesar de existirem
estudos que apontem um esclarecimento sobre a acdo das proteases vegetais
contra insetos, o estudo do mecanismo de acdo inseticida de proteases de fluidos

laticiferos ainda esta em fase inicial.

1.1.2.1.2. Inibidores de proteases

Estudos demonstraram a existéncia de inibidores de proteases em fluidos
laticiferos de diferentes espécies de plantas. Sao exemplos os inibidores de
proteases serinicas dos latex de Ficus carica (KIM et al.,, 2003), Carica papaya
(AZARCAN et al., 2004) e H. brasiliensis (SRITANYARAT et al., 2006), bem como os
inibidores de proteases cisteinicas dos latex de C. procera (RAMOS et al., 2010), C.
papaya (MOUSSAOUI et al.,, 2001) e H. brasiliensis (BANGRAK; CHOTIGEAT,
2010).

Os inibidores de protease possuem um papel biolégico no controle endégeno
de proteases. A manutencdo do equilibrio apropriado de proteases livres e
complexadas com inibidores € critica para um eficiente funcionamento dos sistemas
biologicos. Esta fungdo enddgena em fluidos laticiferos é evidenciada por Monti e
colaboradores (2000), que purificaram a papaina complexada com inibidor e
posteriormente, em 2004, isolaram do latex de C. papaya inibidores naturais da
papaina.

Outra funcéo biolégica dos inibidores de protease € a protecdo contra
predadores. Estas moléculas se ligam as enzimas digestivas do predador impedindo
assim uma eficiente digestdo dos alimentos e por fim provocam uma nutricao
inadequada. O envolvimento de inibidores de fluidos laticiferos na defesa foi
evidenciado através de experimentos que demonstraram um aumento nos niveis de
inibidores quando a planta é submetida a danos mecanicos. Este fato foi observado
no latex de H. brasiliensis, no qual a inibicdo de tripsina foi maior em plantas que

foram danificadas varias vezes para retirada de latex, em relacdo as plantas néo
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danificadas anteriormente (SRITANYARAT et al.,, 2006). Semelhantemente, foi
detectado através de analise prote6mica que a quantidade de inibidor de tripsina no
latex de C. papaya é aumentada em plantas danificadas varias vezes para retirada
do latex (AZARKAN et al., 2004). Em adicao, uma cistatina (HbCPI) do latex de H.
brasiliensis foi acumulada em resposta a infeccdo pelo fungo Phytophthora
palmivora, sugerindo que este inibidor possui um importante papel no mecanismo de
defesa contra fatores bioticos (BANGRAK; CHOTIGEAT, 2011).

O trabalho de Ramos e colaboradores (2010) evidenciou que um inibidor de
protease cisteinica do latex de C. procera esta envolvido na acado inseticida da
fracdo proteica total do latex contra larvas de C. maculatus. A principal evidéncia € a
inibicdo in vitro das proteases intestinais desta larva pela fracdo proteica do latex
aguecida (sem atividade proteolitica).

Apesar destes estudos que demonstram o envolvimento de inibidores de
proteases laticiferos nos processos que ocorrem apOs danos mecanicos e na
atividade inseticida deste fluido, sdo poucas as evidéncias diretas a partir de
bioensaios que mostram o envolvimento de inibidores de proteases na defesa de

plantas laticiferas contra a herbivoria de insetos.

1.2 Descricédo das espécies vegetais estudadas

1.2.1. Calotropis procera (Ait.) R. Br.

O nome cientifico Calotropis procera € originario do grego (“Kalos” = belo,
“tropis” = barco) e do latim (“procerus” = alto, esbelto). Esta espécie pertence a
familia Apocynaceae e subfamilia Asclepiadoideae, a qual € composta por plantas
laticiferas (LORENZI; MATOS, 2002).

C. procera é uma espécie altamente adaptada a locais quentes e
ensolarados, podendo ser encontrada em quase todas as regides tropicais da
América. E encontrada com muita facilidade em terrenos baldios, beiras de estrada e
dunas. No Brasil esta planta existe em diferentes regides, nas quais seu nome
popular pode variar: algodédo-de-seda e seda (PE), flor-de-seda, ciime e horténsia
(CE), paninha-de-seda (SP), leiteiro (SP e MG), queimadura e jacauna (NE)
(LORENZI; MATOS, 2002).
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Esta espécie é um arbusto, perene, com pouca ramificacdo, e que pode
alcancar 3,5 m de altura. Suas folhas sdo grandes, subcoridceas; seus frutos séo
capsulas infladas, globosas, grandes, com sementes cobertas por painas brancas
sedosas; suas flores sdo de cor roxa, dispostas em inflorescéncias fasciculadas
terminais (Figura 1 A, B e C). A sua disseminacéo se da apenas pelo vento, através
das painas brancas de suas sementes (Figura 1D) (LORENZI; MATQOS, 2002).

Figura 1 - Aspectos gerais de Calotropis procera (A). Detalhes da flor (B), fruto (C) e semente (D).

Fonte: A (www.cerambyx.uochb.cz/calotropis.htm), B
(www.treknature.com/gallery/Asia/India/photo82151.htm), C
(pt.treknature.com/gallery/photo116805.htm) e D
(en.wikipedia.org/wiki/File:Seed_Calotropis_procera.jpg)

O latex de Calotropis procera contém variados componentes quimicos como
compostos fendlicos e terpendides. Além destes, € rico em glicosideos cardiacos ou
cardenolideos, tendo sido identificados varios destes compostos: calotropina,

calotoxina, uscaridina, uscarina e proceragenina (ELGAMAL et al., 1999).
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O fluido laticifero desta espécie é formado em sua maioria pela fracdo
borracha, no entanto, também é uma rica fonte de proteinas (FREITAS et al., 2007).
Na fracdo proteica do latex foi detectada variada atividade enzimatica, como
atividade antioxidante de superoxido dismutase e peroxidase do ascorbato, bem
como atividade quitinolitica (FREITAS et al., 2007).

Dentre as atividades enzimaticas encontradas no latex de C. procera a mais
estudada € a atividade proteolitica. No trabalho de FREITAS e colaboradores (2007)
esta atividade do latex foi caracterizada, sendo demonstrado que € inibida por E-64
e ativada por DTT, indicando a predominancia de atividade proteolitica do tipo
cisteinica, enquanto que a falta de inibicdo por PMSF, EDTA e EGTA sugere a
auséncia de proteases serinicas e metalo-proteases. A atividade proteolitica do latex
também é consideravelmente inibida por Pepstatina, inibidor de proteases
asparticas. Deste fluido laticifero ja foram purificadas proteases cisteinicas, como a
proceraina (DUBEY; JAGANNADHAM, 2003) e proceraina b (SINGH; DUBEY,
2011), bem como trés isoformas denominadas de CpCP-1, CpCP-2 e CpCP-3
(RAMOS et al., 2013).

C. procera tem sido muito utilizada na medicina popular e de fato algumas
propriedades farmacologicas foram cientificamente comprovadas no latex desta
planta (AHMED; RANA; DIXIT, 2005). Além de propriedades farmacologicas, a
atividade inseticida do latex também ¢é alvo de estudos, os quais ressaltam o latex
desta espécie como fonte de moléculas detentoras da capacidade de controlar
pragas agricolas e insetos transmissores de doencas humanas (RAMOS et al.,
2006, 2007).

Um estudo realizado com extratos etandlicos de folhas de C. procera
constatou que sao toxicos a diferentes estagios da mosca da carne Sarcophaga
haemorrhoidalis (MOURSY, 1997). O extrato metandlico de folhas apresentou
propriedades larvicida contra Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus e Aedes
aegypti (SINGH et al., 2005). O latex desta planta a uma concentracdo de 5% foi
capaz de matar e digerir parcialmente larvas da Musca domestica em trés horas
(MORSY et al., 2001). Ramos e colaboradores (2006) mostraram que este fluido
laticifero possui efeitos toxicos sobre a eclosdo de ovos e desenvolvimento das
larvas de Aedes aegypti. Posteriormente, foi evidenciado o envolvimento de
proteases cisteinicas do latex de C. procera na acdo larvicida contra este inseto.
(RAMOS et al., 2009).
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RAMOS et al. (2007) demonstraram, em ensaios artificiais, que a fracao
protéica extraida do latex foi eficiente no combate a pragas agricolas de grande
importancia econémica, como Callosobruchus maculatus (praga do feijao-de-corda),
Zabrotes subfasciatus (praga do feijdo comum, mulatinho), Anticarsia gemmatalis
(lagarta-da-soja) e Ceratitis capitata (mosca-das-frutas). Os resultados sugerem que
a acdo inseticida do latex pode ser resultado da acdo de proteases, no entanto,
inibidor de protease e quitinase também podem estar envolvidos no efeito deletério
observado.

Os estudos realizados sobre a acao inseticida de proteinas do latex de C.
procera contribuiram para evidenciar a acdo destas proteinas como molécula de
defesa. No entanto estes estudos sdo apenas um ponto de partida para
compreensao do envolvimento de uma variedade de proteinas do latex desta

espécie na defesa da planta.

1.2.2. Cryptostegia Grandiflora R.Br

E uma planta trepadeira que também pertence a subfamilia Asclepiadoideae
(Familia Apocynaceae). Comumente é chamada de alamada-roxa, boca-de-ledo,
vilva alegre e unha-de-onca. Apresenta porte de arbusto com inflorescéncias
terminais e flores roxas (Figura 1B). Sua disseminacdo ocorre através do vento
(Figura 2D) (LORENZI; SOUZA, 1999). Relatos populares atribuem um efeito toxico
a esta espécie, pois bovinos podem morrer apés a ingestdo da mesma. Além disso,
esta espécie pode matar outras plantas por causar sombreamento excessivo (Figura
2A), causando problemas de grandes propor¢des em alguns paises.

Freitas e colaboradores (2010) realizaram a caracterizacdo bioquimica do
latex desta espécie, na qual foi detectada a presenca de proteinas (0,26 mg/ml) em
uma fracdo livre de borracha chamada de proteinas do latex (PL). A fragcéo
composta pela borracha representou a maior parte do latex, cerca de 96% da massa
seca, no entanto o estudo foi direcionado para as proteinas do latex. Na fracdo PL
foram detectadas atividades envolvidas na defesa vegetal, como proteaolitica,
quitinolitica e de enzimas antioxidantes, tais como catalase, superoxido dismutase e
peroxidase do ascorbato. A atividade proteolitica foi detalhadamente caracterizada,
constatando-se que € inibida por E-64 e ativada por DTT, indicando a predominancia

de atividade proteolitica do tipo cisteinica, enquanto que a falta de inibicdo por
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PMSF, EDTA e Pepstatina indica a auséncia de proteases serinicas, metalo-
proteases e proteases asparticas, respectivamente.

Figura 2 - Aspectos gerais de Cryptostegia grandiflora (A). Detalhes da flor (B), fruto (C) e semente
(D).

Fonte: http://www.anbg.gov.au/photo/apii/id/a/22648

Tratando-se de acéo inseticida, a fracdo proteica do latex possui atividade
larvicida contra o vetor da dengue Aesdes aegypti (L), a qual é, pelo menos em
parte, causada por proteases cisteinicas (RAMOS et al., 2009). Esta participacao foi
evidenciada pela reducédo da mortalidade das larvas quando o latex foi tratado com
inibidores de proteases cisteinicas, E-64 e iodoacetamida (RAMOS et al., 2009).

Recentemente uma protease cisteinica (Cg24-1) com massa molecular de
24,1 kDa foi isolada do latex desta espécie (RAMOS et al., 2014). Cg24-1 inibiu
completamente a germinagéo de esporos do fungo Fusarium solani em uma dose de
28,1 ug/ml. Os resultados indicam que a toxicidade desta proteina esta relacionada
a permeabilidade da parede do esporo (RAMOS et al., 2014).

Diante do exposto, € notdrio que o latex de Cr. grandiflora possui um potencial

a ser explorado quanto ao estudo de proteinas de fluidos laticiferos envolvidas na
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defesa. Neste contexto destacam-se as proteases cisteinicas como moléculas a
serem investigadas quanto ao papel na defesa direta contra insetos e patdégenos.

1.2.3. Plumeria rubra Linn.

P. rubra pertence a familia Apocynaceae e € originaria da América tropical.
No Brasil é conhecida popularmente como jasmim, frangipane e arvore-pagode.
(LORENZI; SOUZA, 1999). Trata-se de um arbusto grande, podendo alcancar 8
metros de altura, e que possui inflorescéncia terminal, com numerosas flores
sucessivas, as quais sdo perfumadas e podem ser brancas, vermelhas ou réseas
com o centro amarelo (Figura 3).

Freitas e colaboradores (2010) também analisaram a composi¢ao bioquimica
do latex desta espécie. Com este objetivo o fluido laticifero foi fracionado, obtendo-
se uma fracdo insoluvel em dgua composta por borracha e outra fracdo soluvel em
agua rica em proteina. Na fracdo proteica foram detectadas atividade antioxidante
de superdxido dismutase e atividade proteolitica predominantemente cisteinica
(FREITAS et al., 2010).

Pouco é conhecido sobre a acao de moléculas deste fluido laticifero evolvidas
na defesa. Um dos trabalhos relacionados a insetos mostrou que o latex integro
possui atividade deterrente da ovoposicéao de Z. subfasciatus e C. maculatus, sendo
sugerido que esta atividade é resultado de interacao entre fracdo rica em borracha, a
fracdo proteica e pequenos metabdlitos (RAMOS et al., 2011). Em adicédo, a fracédo
proteica, quando adicionada a dieta artificial, € toxica para larvas de C. maculatus
(ARAUJO, 2009). Estudos adicionais s&o necessarios para elucidar quais proteinas
sao responsaveis por esta toxicidade e seus modos de acao.

Apesar de P. rubra possuir o latex que auxilia na defesa, a larva de
Pseudosphinx tetrio (Lepidoptera) consegue sobrepor esta acéo defensiva
proporcionada pelo fluido laticifero. Alguns aspectos para o entendimento da
resisténcia de insetos ao efeito téxico do latex de diferentes espécies foram
esclarecidos. No entanto, as bases bioquimicas da resisténcia as proteinas toxicas

do latex necessitam de uma investigacao mais detalhada (KONNO, 2011).
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Figura 3 - Aspectos gerais (A) de Plumeria rubra. Detalhes das flores brancas (B), réseas (C) e

vermelhas (D).

Fonte: A e B (www.ntbg.org/plants/plant_details.php?plantid=9243), C
(wildlifeofhawaii.com/flowers/1587/plumeria-rubra-frangipani) e D
(bioweb.uwlax.edu/bio203/s2013/houselog_kath/)

1.3. Estratégias de adaptacédo de insetos as plantas laticiferas

Existem varios insetos capazes de se alimentar de plantas laticiferas, os quais
utilizam estratégias variadas para sobrepor o efeito toxico do latex. H& insetos que
simplesmente evitam ingerir o latex, como € o caso dos afideos, como o Aphis neri,
capaz de introduzir o seu rostro em espacos intercelulares até atingir as células do
floema, das quais se alimentam por suc¢édo (BOTHA et al., 1972). Outros herbivoros
tém a capacidade de suportar os efeitos toxicos ou antinutritivos de moléculas
presentes no latex. Por exemplo, o bicho da seda (Bombyx mori) € um especialista
em se alimentar de Morus spp., 0 qual contem alcalbides que mimetizam agucares.
Para se alimentar da planta, este inseto desenvolveu sacarase e trealase insensiveis
a estes alcalbides (DAIMON et al., 2008).

Ha ainda os insetos capazes de sabotar a defesa proporcionada pelo latex
através do rompimento das nervuras das folhas, interrompendo o fluxo de latex
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viscoso para o restante da folha, reduzindo o risco de serem imobilizados e evitando
o efeito toxico do latex (DUSSOURD; EISNER, 1987). Este processo pode reduzir a
ingestao de latex pelo inseto em até 90% (DUSSOURD, 1999).

Figura 4 - Corte da nervura central (A/C) em laticiferos nao articulados e trincheiras em laticiferos
articulados (B/D).

Laticiferointactoou

o] canal que exsuda
|atex ou seiva

—= Laticiferoinativado ou canal

Corte da que perdeu a habilidade de
nervura exsudar |atex ou seiva
central

Trincheira

Laticiferos nao Laticiferos articulados
articulados

Fonte: adaptada de Konno (2011). Esquema do corte de laticiferos nao articulados (A) e articulados
(B). (C) Corte feito pela larva de Cyrestis thyodamas (Nymphalidae), especialista em se alimente da
planta laticifera Ficus virgata. (D) Trincheira circular feita por Aulacophora nigripennis. As setas
vermelhas indicam os locais do corte Unico ou trincheira e a seta preta indica o local proprio para a

alimentacéo, onde a seiva foi exsudada.

O corte pode ser em local Unico, o que geralmente acontece nos laticiferos
nao articulados, pois neste tipo o latex passa por um canal que se ramifica, portanto
um anico corte neste canal impede a passagem do latex, tornando a parte da folha
sem latex pronta para ser consumida (Figura 4 A/C) (DUSSOURD, 1999;
DUSSOURD; EISNER, 1987). O corte pode ainda ser em forma de trincheiras
lineares ou circulares, mais comum em plantas com laticiferos articulados, nos quais
o latex pode fluir através de vérios canais distribuidos por toda a folha (Figura 4 B/D)
(DUSSOURD; DENNO, 1991). Entretanto, esta estratégia so6 € eficiente para insetos
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que possuam resisténcia para tolerar a ingestéo do latex durante o corte da nervura
da folha e também algum residuo de componentes do latex que restaram nos
laticiferos drenados (DUSSOURD, 2003).

Alguns mecanismos da resisténcia de insetos aos componentes toxicos de
latex foram elucidados, como é o caso da insensibilidade a cardenolideos e
alcaléides (OBERHAUSER; SOLENSKY, 2014; DAIMON et al., 2008). No entanto
pouco € conhecido sobre a resisténcia as proteinas toxicas de latex. Nesta
abordagem investigou-se um aspecto muito interessante e que € determinante para
a resisténcia as proteinas toxicas: a capacidade dos insetos em digerir as proteinas
do latex (KONNO, 2011).

Para uma proteina de defesa ser eficiente é necessario que nao seja digerida
pelas enzimas digestivas do predador, € o que acontece com MLX56, uma proteina
ligante a quitina do latex de Morus spp., a qual é toxica para lavas da ordem
Lepidoptera (WASANO et al.,, 2009). Larvas de C. maculatus (Coleoptera:
Bruchidae) e Dysdercus peruvianus (Hemiptera: Pyrrhocoridae) sado suscetiveis a
toxicidade da fracao proteica do latex de C. procera e ndo sao capazes de digerir
completamente esta fracdo (RAMOS et al., 2009). Ao contrario, quando os dois
sistemas proteoliticos foram confrontados, as proteases do latex digeriram as
proteinas do extrato intestinal das larvas de C. maculatus (FREITAS, 2006). Por
outro lado, a larva especialista em se alimentar desta planta, Danaus plexippus,
digeriu completamente e rapidamente a mesma fracdo (PEREIRA et al., 2010).
Estes resultados indicam que a capacidade de digerir as proteinas do latex pode ser
determinante na resisténcia de insetos especialistas em plantas laticiferas.

Outro aspecto da resisténcia de insetos que se alimentam de plantas
laticiferas refere-se a habilidade de inibir a elevada atividade proteolitica do latex.
Este aspecto foi abordado no estudo da larva Trichoplusia ni., que frequentemente
alimenta-se de plantas laticiferas. O fluido digestivo aquecido desta larva € capaz de
inibir a atividade proteolitica do latex da planta que Ihe serve de alimento, bem como
de outras proteases cisteinicas, como a papaina e a bromelaina (LI et al., 2009). As
proteinas da membrana peritrofica desta larva ndo sdo degradadas in vivo pelas
proteases do latex, mas in vitro, a degradacdo foi observada (LI et al., 2009).
Experimentos mostraram ainda que o fluido intestinal aquecido evita a degradacéo

das proteinas da membrana peritrofica da larva in vitro (LI et al., 2009). Os
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resultados indicam que a atividade inibidora existente no fluido digestivo inibe in vivo
a degradacdo das proteinas da membrana peritréfica.

Aspectos da resisténcia de duas larvas especialistas em plantas laticiferas,
Danaus plexippus e Pseudosphinx tetrio, sdo abordados neste trabalho. Neste
contexto o efeito de proteases sobre a membrana peritréfica de D. plexippus foi
investigado. Para tanto, é necessaria a compreensao da fungédo e dos componentes

da membrana peritrofica, como visto a seguir.

1.4. Membrana Peritrofica (MP)

Data de 1972 o primeiro registro de uma membrana envolvendo o bolo
alimentar de Lepidoptera, sendo posteriormente verificada a presenca desta
membrana em outros insetos e esta estrutura foi entdo nomeada de membrana
peritréfica (MP), cuja localizagdo no tubo digestivo dos insetos pode ser visualizada
na Figura 1 (TERRA, 2001).

Os estudos sobre a MP avancaram e hoje € estabelecido que consiste de
uma rede formada de quitina, proteinas e glicoproteinas (HEGEDUS et al., 2009).
Foi proposto mudar o nome desta estrutura para matriz peritréfica, afirmando-se que
o nome membrana se refere a uma bicamada lipidica, no entanto o nome membrana
peritréfica ainda € utilizado na comunidade cientifica (TERRA, 2001; HU et al.,
2012).

Figura 1 - Diagrama generalizado do tubo digestivo dos insetos.
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Fonte: Bolognesi (2005).

As MPs sao classificadas em dois tipos: | e Il. As MPs do tipo | séo
produzidas por todo o epitélio do intestino médio ou por alguma parte dele (anterior
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ou posterior). Nas microvilosidades das células epiteliais ao longo do intestino ocorre
periodicamente sintese e liberacdo de uma camada de MP, desta forma este tipo de
MP é formado por sucessivas camadas (Figura 6) (HEGEDUS et al., 2009). MP do
tipo 1 é encontrada em baratas (Dictyoptera), gafanhotos (Orthoptera), besouros
(coleodpteros), abelhas, vespas e formigas (Hymenoptera), tracas e borboletas
(Lepidoptera), e em mosquitos adultos hematofagos (Diptera) (Terra, 2001).

Figura 6 - Microscopia eletronica de varredura do trato digestério de Diatraea grandiosella
(Lepidoptera: Crambidae). Corte transversal mostrando as camadas da MP.

Fonte: Daves et al., (2007). Legenda: microvilosidade (MV), membrana peritréfica (MP) e bolo
alimentar (FB), (1 — 5) camadas da MP.

As MPs do tipo Il sdo secretadas em um tecido especializado na extremidade
anterior do intestino médio chamado de cardia. Ao passar na regido onde a MP é
produzida, o bolo alimentar é englobado pela membrana que cresce em direcdo as
regides posteriores. Este tipo de MP é mais organizado e consiste de uma a trés
camadas (HEGEDUS et al.,, 2009). Ocorre em larva e adulto (exceto aqueles
hemat6fagos) de mosquitos e moscas (Diptera), e em alguns adultos de Lepidoptera
(TERRA, 2001).

Ha ainda insetos que aparentemente ndo possuem MP, sdo exemplos
algumas espécies de formigas adultas (Hymenoptera), a maioria dos adultos de
mariposas e borboletas (Lepidoptera), piolhos (Phthiraptera), pulgas na fase adulta
(Siphonaptera) e besouros (TERRA, 2001).

Inicialmente foi atribuida a MP a funcdo de protecdo do epitélio intestinal
contra a abrasdo mecanica. No entanto, atualmente outras funcdes relacionadas a

semipermeabilidade desta estrutura sdo citadas, como organizagcdo espacial da
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digestéo, protecdo contra a ingestdo de toxinas e estabelecimento de uma barreira
fisica que impede a penetracéo de patdgenos (HEGEDUS et al., 2009).

Para compreender a vantagem proporcionada pela MP na organizacdo
espacial da digestdo é necessario entender o fluxo no espaco ecto e endoperitréfico
(Figura 5). No espaco endoperitréfico o bolo alimentar move-se para a regido
posterior, enquanto que no espaco ectoperitrofico a agua flui da regido posterior
para a anterior. As enzimas envolvidas na digestao inicial entram no espaco
endoperitrofico, se complexam com o substrato e ficam retidas, pois 0 complexo é
muito grande para passar pela membrana. Na parte final da digestéo, as enzimas e
0s produtos passam para 0 espaco ectoperitrofico e sdo levados pelo fluxo para
regido anterior, onde as enzimas podem entrar novamente no espago
endoperitrofico. Desse modo as enzimas sao reutilizadas ao invés de serem
secretadas nas fezes, proporcionando uma eficiente aquisicdo de nutrientes
(TERRA, 2001).

Como visto, a MP possui importantes funcdes e por conta disso a degradacao
ou inibicdo da formacéao desta estrutura resulta em morte ou inibicdo do crescimento
de insetos. Larvas de Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) continuamente
alimentadas com dieta contendo calcofluor (10 g/l), um composto que desagrega as
proteinas da MP, apresentaram o desenvolvimento retardado e elevada mortalidade
(54,5%) (ZHU et al., 2007). Foi observado através de microscopia eletrébnica que
uma quitinase (Chi-A) danifica a MP de Bombyx mori, além disso, causou 100% de
mortalidade a uma dose de 0,56 pug/g quando adicionada a dieta artificial (RAO et al.,
2004).

Parasitas e patdogenos produzem enzimas, como proteases e quitinases, que
danificam a MP para facilitar sua penetracdo (PENG; ZHONG; GRANADOS et al.,
1999; RAO et al., 2004). Em adicao, foi constatado que a inibicdo da formacéo da
MP potencializa a acdo de patogenos (WANG; GRANADOS, 2000; ZHU et al, 2007).

A degradacdo da MP de insetos por enzimas vegetais pode conferir
resisténcia ao vegetal. Como observado na resisténcia as larvas de Spodoptera
frugiperda por plantas de milho, nas quais foi constatado que uma protease
cisteinica induzida pela herbivoria (Mirl-CP) degrada a MP deste inseto. Este fato foi
observado através do aumento da permeabilidade de MPs tratadas com Mirl-CP
(MOHAN et al., 2006).
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1.4.1. Composic¢ao quimica e estrutura de MP

Como ja4 mencionado, MP ¢é formada de proteina e quitina, mas as
guantidades relativas ainda néo estdo bem estabelecidas. Na revisdo de Wang e
Granados (2001) é afirmado que as proteinas sdo 0s componentes majoritarios da
MP, enquanto que a revisdo de Hegedus e colaboradores (2009) afirma que é a
quitina. No entanto é consenso que a quantidade de quitina e proteina da MP varia
entre as espécies de insetos (WANG;GRANADOS, 2001;HEGEDUS et al., 2009). Ha
indicios de que a quitina existe em maior quantidade em MP do tipo | do que em MP
do tipo Il (TELLAN; EISEMANN, 2000).

A quitina forma microfibrilas, as quais formam feixes que em MP do tipo |
frequentemente estdo organizadas em uma malha ortogonal (LEHANE, 1997). O
modelo proposto para MP do tipo Il denota microfibrilas de quitina em forma
desorganizada (amorfa) (BECKER; PETERS; ZIMMERMANN, 1975). No entanto na
espécie de barata Peniplaneta americana as duas formas foram observadas (Figura
7) (MERCER; DAY, 1953). As microfibrilas de quitina estdo mergulhadas em uma
matriz formada por proteina e glicoproteina, as quais interagem ndo covalentemente

com a quitina. As proteinas que compdem a MP serdo abordadas a seguir.

Figura 7 - Rede de quitina da MP com regular (A) e irregular (B) organizagéo.

Fonte: Mecer e Day (1953).
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1.4.1.1. Proteinas de MP

De acordo com a revisdo de Tellam e colaboradores (1999), as proteinas da
MP podem ser classificadas em 4 classes considerando-se 0 modo como Sao
extraidas. As proteinas de classe 1 sdo facilmente removidas da MP por tampdes
fisiologicos ou com alta forga ibnica. Sdo o menor grupo de proteinas da MP, em
Lucilia cuprina representam menos de 1%. E provavel que algumas destas proteinas
sao capturadas durante o transito no interior do intestino médio, enquanto outras sao
provavelmente fracamente ligadas a MP. Proteases digestivas sdo geralmente
encontradas neste extrato, o que ndo é surpreendente devido a alta concentracdo
destas enzimas digestivas no intestino (TELLAN et al., 1999).

As proteinas de classe 2 sdo aquelas extraidas por detergentes. Os quais
podem desfazer as interagdes relativamente fracas entre proteinas, entre proteina e
quitina ou entre proteinas e outros carboidratos. Em L. cuprina as proteinas de
classe 2 correspondem a aproximadamente 2% do total de proteina da MP (TELLAN
et al., 1999).

A classe 3 refere-se as proteinas extraidas por desnaturantes fortes, como
ureia 6 M, guanidina-HCI 6 M e SDS. Representa a maior parte das proteinas
solubilizadas da MP. Em L. cuprina sdo aproximadamente 11% do total de proteinas.
Devido a forte interacdo com a MP, as proteinas desta classe sdo chamadas de
peritrofinas (TELLAN et al., 1999).

A quarta classe € composta por proteinas que nao sdo extraidas por
desnaturantes fortes. Aparentemente, a maior parte das proteinas da MP pertence a
esta classe, representando aproximadamente 87% das proteinas da MP de L.
cuprina. Presumidamente, estas proteinas estdo covalentemente ligadas umas as
outras ou a outros componentes, como quitina ou proteoglicanos. E incerto se estas
proteinas sao diferentes daquelas da classe 3.

Algumas peritrofinas estudadas, como as peritrofinas 44 e 48 de L. cuprina,
apresentam pouca similaridade entre si, no entanto possuem 5 a 6 repeticbes de
dominios com aproximadamente 65 - 70 aminoacidos, denominados de peritrofina A.
Este dominio € comum nas peritrofinas, sendo caracterizado pela presenca de 6
residuos de cisteina, provavelmente formando 3 pontes dissulfeto. Além disso, ha
trés aminoacidos hidrofobicos, tipicamente aromaticos em posi¢cbes especificas

entre as cisteinas (TELLAN et al., 1999). Em outras peritrofinas foram encontrados
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variagbes do dominio peritrofina A, os quais apresentam 8 ou 10 residuos de
cisteina denominados de peritrofina B e C, respectivamente (TELLAN et al., 1999;
TOPRACK et al.,, 2009). O dominio peritrofina A e suas variagbes sdo dominios
ligantes a quitina, nos quais as pontes dissulfeto entre as cisteinas criam uma
estrutura adequada para que os residuos hidrofébicos formem pontes de hidrogénio
com a quitina (TOPRACK et al., 2009). Analises das sequéncias de aminoacidos das
peritrofinas demonstraram a presenca de provaveis sitios de N-glicosilagdo, mas o
grau e o tipo de glicosilacdo diferem das peritrofinas do tipo mucina, discutidas a
diante (TELLAN et al., 1999; TOPRACK et al., 2009; WANG et al., 2003)

No trabalho de WANG e colaboradores (2003) foram identificados dois genes
de peritrofinas, CBD1 e CBD2, da MP de Trichloplusia ni, as quais contém 10 e 12
dominios de ligacdo a quitina, respectivamente. O estudo da sequéncia de
aminoacidos destas proteinas revelou que a maioria dos possiveis sitios de clivagem
para tripsina e quimotripsina residem primariamente dentro das sequéncias dos
dominios de ligacdo a quitina, limitando a exposicdo destes potenciais sitios de
clivagem as proteases enddgenas (WANG et al., 2003).

Existem peritrofinas que além dos dominios de ligagdo a quitina, possuem
dominios muito semelhantes as mucinas de mamiferos, sdo as chamadas
peritrofinas do tipo mucina (“mucin-like”) ou mucinas intestinais de insetos
comumente referidas pela sigla |IM proveniente da expressdo em inglés “insect
intestinal mucins” (HEGEDUS et al., 2009; ZHANG; GUO, 2011). Mucinas possuem
dominios ricos em prolina, serina e treonina que apresentam um alto grau de
glicosilacdo, bem como dominios ricos em residuos de cisteina (TELLAN et al.,
1999).

A primeira IIM caracterizada foi da MP de Trichoplusia ni. Hoje ha dados
referentes a IIM de varias espécies de insetos, como Mamestra configurata, Plutella
xylostella, Helicoverpa armigera, entre outras (TOPRAK et al., 2010; SARAUER,;
GILLOTT; HEGEDUS, 2003; ZHANG; GUO, 2011). A lIM de Trichoplusia ni possui 5
dominios de ligagdo a quitina e no dominio do tipo mucina 80% dos hidroxil
aminoacidos estéo sujeitos a O-glicosilagcdes. Os dominios de ligagdo a quitina e os
sitios de O-glicosilacdo sdo comuns em IIMs (ZHANG; GUO, 2011; SHI et al., 2004,
TOPRAK et al., 2010).

Os dominios mucina das [IMs sé@o altamente resistentes a acdo de proteases

e protegem os outros componentes da MP da degradacéo por enzimas endogenas,
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de patdégenos ou vegetais (WANG; GRANADOS, 2001). Apesar disso, uma IIM
recombinante de Helicoverpa armigera (HallM86) foi degradada pela enhacina
(ZHANG; GUO, 2011). A IIM presente na MP de Trichloplusia ni foi degradada por
proteases cisteinicas (papaina e bromelaina), mas ndo por proteases serinicas
(tripsina e quimotripsina) (LI et al., 2009).

Um dos fatores que tornam as proteinas da MP resistentes a protedlise a
partir de enzimas enddgenas ou exdgenas € a ligacao das proteinas as microfibrilas
de quitina, a qual minimiza a exposicdo das proteinas as proteases, bem como
protege a quitina da degradagdo por enzimas quitinolitica (WANG; GRANADOS,
2001).

1.5. Espécies de insetos estudadas

1.5.1. Danaus plexippus L. — monarca

Esta espécie é popularmente conhecida como monarca (Lepidoptera:
Nymphalidae) e sdo nativas das Américas do Norte e do Sul. Entretanto, no século
XVII, espalharam-se para outras partes do mundo. Seu ciclo de vida inclui trés fases:
larva, pupa e adulto (Figura 5A-D). Durante a fase larval passa por cinco estagios
(Figura 5A/B) (OBERHAUSER; SOLENSKY, 2011). As larvas de D. plexippus
alimentam-se de espécies da familia Aclepiadoideae, chamadas de asclépias, sao
exemplos a Asclepias syriaca, Asclepias incarnata, Cynanchum laeve etc. No estado
do Ceard e em outros Estados do Nordeste brasileiro sdo facilmente encontradas se
alimentando de folhas de C. procera.

A monarca é bastante estudada devido a sua incrivel rota de migracdo. As
monarcas adultas da Ameérica do Norte voam para o sul para passar o inverno em
locais de recolhimento. Na primavera, essas monarcas que sobreviveram ao inverno
voam para o norte rumo a sua area de reprodugédo. A monarca é a Unica borboleta a
fazer uma migracgéo bidirecional tdo longa, chegando a voar até 4.830 Km no outono
para chegar ao destino onde passara o inverno (OBERHAUSER; SOLENSKY,
2011). O estudo do genoma da Monarca foi realizado com o objetivo principal de
entender melhor como a monarca realiza esta migracdo de longa distancia. O
genoma compreende 16,866 genes e providenciou um melhor entendimento do

sistema de direcionamento da monarca (ZHAN et al., 2011).
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Figura 8 - Fases do ciclo de vida de Danaus plexippus

o«

Fonte: auforia prp'ria. (A) ovo e 1° estagio larval, (B) 2° ao 5° estagios da Iarva,JZC) pupére (D) adulto.

A barra equivale a 1 mm.

As asclépias fornecem as monarcas uma defesa quimica eficaz contra varios
predadores, os cardenolideos, também denominados glicosideos cardiotonicos. As
larvas acumulam os cardenolideos tornando-se venenosa a maioria dos vertebrados
(BROWER; MOFFIT, 1974). A insensibilidade da monarca a oubaina, um
cardenolideo, é dada pela substituicio de uma asparagina por uma histidina no
provavel sitio de ligacdo da oubaina na Na’K*-ATPase (HOLZINGER et al., 1992).
Apesar de ser resistente, esta espécie ndo suporta se alimentar de plantas com
elevados niveis de cardenolideos (ZALUCKI; MALCOLM, 1999).

Além disso, as larvas podem morrer de inanicdo quando a mandibula fica
colada pelo latex ou o corpo mergulhado numa gota de latex formada quando a
planta sofre algum dano (ZALUCKI et al., 2001). Para reduzir o risco de serem
imobilizadas e para evitar o efeito toxico do latex, a larva de D. plexippus apresenta
dois comportamentos distintos. Na primeira fase larval faz trincheiras circulares para
diminuir o fluxo de latex (Figura 9). Quando maior, mastiga e corta a base da nervura
central da folha, interrompendo o fluxo de latex viscoso para o restante da folha.
Este comportamento reduz, mas ndo elimina a ingestao de fluido laticifero, sendo

necessaria certa resisténcia ao efeito toxico do latex (DUSSOURD; EISNER, 1987).

Figura 9 - Trincheira circular feita por larvas de D. plexippus no primeiro estagio de vida

0

Fonte: Agrawal e Konno (2009).
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Os efeitos toxicos do latex de varias espécies foram investigados, dentre elas
destaca-se C. procera, da qual a fracdo proteica € toxica para diferentes insetos,
inclusive da ordem Lepidoptera (Ramos et al., 2007). A toxicidade da frag&o proteica
sobre as larvas de D. plexippus foi inicialmente investigada por Pereira e
colaboradores (2010). Este estudo mostrou que de fato a larva ndo é afetada pela
toxicidade da fracdo proteica, quando esta foi adicionada na dieta artificial em uma
concentracdo de 5%. Ao contrario, o desenvolvimento das larvas nestas condi¢cdes
foi melhor do que o desenvolvimento de larvas alimentadas com a dieta controle. Foi
ainda verificado que as proteases do extrato intestinal das larvas digerem
rapidamente as proteinas do latex de C. procera, sendo esta uma das estratégias

utilizadas para sobrepor o efeito toxico de tais proteinas.

1.5.2. Pseudosphinx tetrio L.

Pseudosphinx tetrio (Lepidoptera: Sphingidae) é uma mariposa que ocorre no
Brasil, entre outras regifes de clima tropical e subtropical. Também é chamada de
Sphinx plumeriae (DUNFORD; BARBARA, 2011). As larvas desta espécie sao
comumente encontradas atacando plantas da familia Apocynaceae, incluindo
plantas laticiferas como as do género Plumeria (DUNFORD; BARBARA, 2011).

Seu ciclo de vida compreende as fases de larva, pupa e adulto (Figura 10 B-
D). A fase larval frequentemente possui cinco estagios, mas pode chegar a seis,
possuindo uma duracdo média de 24 dias. As larvas chamam atencdo por sua
coloragdo com listras pretas e amarelas, sendo vermelhas as extremidades do
corpo, e pelo enorme tamanho, chegando a atingir 69 mm (SANTIAGO-BLAY,
1985).
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Figura 10 - Ciclo de vida de Pseudosphinx tetrio.

D

Fonte: B e C sé@o de autoria prépria e D é adaptada de Dunford e Barbara (2011). (A) ovos, (B) larva

no 5° estégio, (C) pupa e (D) adulto.

Os adultos alimentam-se do néctar das flores. Enquanto as larvas séo
devoradoras vorazes, podendo desfolhar uma arvore inteira em poucos dias, mas
nao causam danos irreversiveis, sendo possivel o restabelecimento da planta
(SANTIAGO-BLAY, 1985). Nao sao vistas durante o ano inteiro. Observagdes feitas
por nosso grupo de pesquisa e por populares relatam sua aparicdo no Estado do
Ceard no més de Fevereiro. Relatos cientificos de sua aparicdo datam do intervalo
de julho a setembro na regido do sul da Florida (DUNFORD; BARBARA, 2011).

Observacdes feitas nas folhas durante a coleta de P. tetrio revelaram que a
estratégia utilizada pelas larvas para diminuir a ingestdo de latex € o corte da
nervura central da folha (Figura 11).

Embora seja uma espécie bastante conhecida, ndo ha trabalhos que tenham
investigado as estratégias que utiliza para sobrepor o efeito téxico das plantas

laticiferas que Ihe servem de alimento.

Figura 11 — Corte da nervura central da folha de P. rubra por larvas de P. tetrio.

Fonte: autoria propria. Setas vermelhas indicam o corte da nervura central e a seta preta indica a

area da folha que foi devorada pela larva.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar aspectos bioquimicos da interacdo entre plantas laticiferas e larvas
especialistas nestas plantas, enfatizando a funcédo defensiva de proteases e de

inibidores de proteases em ambos 0s organismos.

Objetivos especificos

1 — Caracterizar a atividade proteolitica do fluido digestivo de Pseudosphinx tetrio e
verificar sua capacidade de digerir proteinas de fluidos laticiferos;

2 — Determinar caracteristicas de proteases cisteinicas do latex de C. procera
(PCCps);

3 — Verificar a presenca de inibidores de proteases nos fluidos laticiferos de C.
procera, Cr. grandiflora e P. rubra e avaliar se tais inibidores agem sobre as
proteases intestinais de larvas especialistas em plantas laticiferas, D. plexippus e P.
tetrio;

4 — Avaliar se os fluidos intestinais de D. plexippus e P. tetrio apresentam atividade
inibidora de proteases dos fluidos laticiferos de C. procera, Cr. grandiflora e P. rubra.
5 — Identificar proteinas da membrana peritréfica (MP) de D. plexippus;

6 — Avaliar se as proteases dos fluidos laticiferos em estudo degradam as proteinas
da membrana peritréfica de D. plexippus, através de analise destas proteinas por
eletroforese;

7 - Avaliar o efeito das proteinas dos latex sobre a membrana peritréfica de D.

plexippus, através de microscopia de forca atbmica.



44

3 JUSTIFICATIVA

O latex vegetal possui proteinas de defesa contra insetos, tais como
proteases, quitinases e inibidores de proteases (AGRAWAL; KONNO, 2009). Apesar
disso, alguns insetos sédo predadores de plantas laticiferas, como € o caso das
larvas de Danaus plexippus (Lepidoptera: Nymphalidae) e Pseudosphinx tetrio
(Lepidoptera: Sphingidae). As bases bioquimicas da resisténcia/suscetibilidade de
insetos aos componentes de fluidos laticiferos ainda ndo sdo amplamente
esclarecidas. Assim, estudar a interacdo entre plantas e insetos € essencial para o
entendimento do mecanismo de a¢do das moléculas de defesa vegetal, bem como
para elucidar as estratégias utilizadas por alguns insetos para sobrepor tal defesa.

Neste contexto, as enzimas digestivas dos insetos sdo moléculas chaves
necessarias a sobreposicao de barreiras estruturais das plantas e para o processo
de alimentacdo, tornando disponiveis componentes como aminoacidos e
carboidratos e destruindo alguma macromolécula toxica da planta hospedeira
(CHEN et al.,, 2013). Em contrapartida, a plantas desenvolveram mecanismos
moleculares de defesa que suprimem a atividade de enzimas intestinais de insetos,
como é o caso dos inibidores de proteases (BIJINA et al., 2011; HIVRALE et al.,
2013). Assim, a caracterizacdo das enzimas digestivas de insetos é uma etapa
preliminar a ser realizada, a fim de compreender as habilidades de alimentacédo do
inseto, pelo menos a nivel bioquimico (GOPTAR et al., 2013).

Por outro lado, os fluidos laticiferos também sao ricas fontes de proteases, as
quais sdo predominantemente do tipo cisteinica (KONNO, 2011). Tais proteases
estdo envolvidas na defesa contra insetos. O provavel alvo destas moléculas € a
membrana peritrofica dos insetos (MOHAN et al., 2006). Embora as proteases de
fluidos laticiferos sejam uma barreira defensiva contra o ataque de insetos, a larva
de Trichoplusia ni (Lepidoptera) sobrepbe esta barreira. O fluido digestivo desta
larva possui atividade inibidora de proteases cisteinicas do latex de A. syriaca, a
qual protege sua membrana peritrofica da degradacao por proteases laticiferas (LI et
al., 2009). Tal habilidade de inibir as proteases laticiferas confere a esta larva a
capacidade de se alimentar de plantas produtoras de latex.

Outras larvas da ordem Lepidoptera também se alimentam de plantas
laticiferas, como D. plexippus (monarca) e P. tetrio, as quais consomem as espécies
C. procera e P. rubra, respectivamente (OBERHAUSER; SOLENSKY, 2011,
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DUNFORD; BARBARA, 2005). Ao investigar quais estratégias a monarca utiliza para
nao ser afetada pelo efeito toxico do latex de C. procera, foi demonstrado que uma
das taticas utilizadas é a réapida digestdo da fracdo proteica do latex (PEREIRA et
al., 2010). Apesar desta descoberta, sdo necessarios estudos que avancem na
elucidacdo das estratégias utilizadas por D. plexippus e P. tetrio para burlar a acdo
defensiva das proteinas dos fluidos laticiferos de suas plantas hospedeiras.

Diante do exposto, para esclarecer o0s aspectos bioquimicos de
resisténcia/suscetibilidade de insetos as moléculas de defesa do latex € notavel a
importancia de: caracterizar a atividade proteolitica do fluido intestinal de larvas
especialistas e avaliar sua capacidade em degradar as proteinas do latex; estudar o
envolvimento de proteases e inibidores de proteases de fluidos laticiferos na defesa
vegetal e investigar as estratégias utilizadas por larvas especialistas em plantas

laticiferas para sobrepor o efeito das proteinas toxicas do latex.
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4 — MATERIAL E METODOS

MATERIAL

4.1 Reagentes

Azocaseina, N-Benzoil-arginina-naftilamida (BANA), Benzoil-arginina-
nitroanilida (BApNA), Trans-epoxisuccinil-leucil-amido-3-metil-butano (E-64), Fenil-
metil-sulfonil-fluor (PMSF), 4-(dimetilamino)-cinamaldeido (DMACA), Coomassie
Brilliant Blue R-250 e R-350, Pepstatina, Marcadores de massa molecular,
Persulfato de aménio, Tiouréia, Ureia, lodoacetamida (IAA) e membranas de didlise
(8 kDa) foram obtidos de Sigma-Aldrich Co., USA. Acrilamida, Acido tricloroacético
(TCA), Ditiotreitol (DTT), Dodecil sulfato de sodio (SDS), Acido etileno-diamino-tetra-
acético (EDTA) foram obtidos da GE Healtheare, Brasil. Azul de bromofenol foi
obtido da Acros Organics, USA. Albumina sérica bovina (BSA) Fracao V foi obtida de
INLAB, Brasil. Triton X-100 foi obtido da USB Corporation, Cleveland, OH USA. Os
ingredientes da dieta (sacarose, celulose, caseina, sais de Wesson, colesterol,
cloreto de colina, acido sorbico, &cido ascorbico, biotina, tiamina HCI, cloreto de
colina, acido fdlico, inositol, niacinamida, piridoxina HCI, riboflavina e Ca-
pantotenato) foram obtidos de Sigma-Aldrich Co., USA.

Os demais reagentes, como: acidos, bases, solucdes salinas e tampdes,

foram preparados a partir de reagentes de grau analitico.

4.2 Material animal

Os experimentos desenvolvidos neste trabalho foram realizados com as
larvas das espécies Danaus plexippus L. (Lepidoptera: Nymphalidae), popularmente
conhecida como monarca, e Pseudosphinx tetrio (Lepidoptera: Sphingidae). As
larvas foram coletadas no campo alimentando-se de folhas das plantas Calotropis
procera e Plumeria rubra, respectivamente. No laboratério, foram elaboradas
metodologias pera o estabelecimento da criacdo em cativeiro, no entanto, apenas a
espécie D. plexippus adaptou-se a criagdo em laboratorio. O material utilizado nos
experimentos proveniente da espécie P. tetrio foi coletado de lagartas capturadas no

campo.
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4.3 Material vegetal

As espécies vegetais Calotropis procera, Cryptostegia grandiflora e Plumeria
rubra foram utilizadas para a coleta de fluidos laticiferos. As plantas nas quais foi
coletado o latex estavam localizadas na cidade de Fortaleza ou em sua regido
metropolitana. Tais espécies possuem exsicatas depositadas no Herbario Prisco
Bezerra, da Universidade Federal do Ceara, com os numeros: N. 32663, N. 040409

e N. 15018, respectivamente.

METODOS

4.4 Coleta e fracionamento do latex

A coleta do latex foi realizada através da quebra das extremidades de galhos
ou ramos. O latex exsudado foi coletado em tubos de plastico sobre um volume de
agua destilada para finalizar uma razéo de 1:1 (v:v). No laboratério, a amostra foi
centrifugada a 5.000 x g durante 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi colhido e
submetido & didlise contra 4gua destilada, seguido de liofilizacdo. Este procedimento
foi rotineiro para obtencdo de quantidade de material satisfatério para os
experimentos. A fracdo retida na membrana de dialise, rica em proteinas, foi
denominada de PL (proteinas do latex). As proteinas do latex de C. procera, Cr.

grandiflora e P. rubra sdo PLCp, PLCg e PLPr, respectivamente

4.5 Manutencéo da D. plexippus em laboratério

As borboletas foram criadas em caixas de plastico com dimensdes de 30 x 30
x 20 cm e alimentadas com uma solucdo de mel de abelha (10%). Nestas caixas
ocorreu o acasalamento e a postura dos ovos sobre folhas de C. procera, as quais
eram trocadas diariamente. Os ovos foram recortados das folhas e colocados em
placas de Petri com papel de filtro umedecido. ApoOs a eclosdo dos ovos, as larvas
foram transferidas para caixas com dimensdes de 30 x 15 x 12 cm. Nestas caixas,
as larvas foram alimentadas com folhas de C. procera, diariamente trocadas, até se

tornarem casulos. Os animais foram mantidos sob condi¢cdes definidas de
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temperatura (26 a 28 °C), umidade do ar (60 a 80%) e ciclo de luz (12 h luz/12 h

escuro).

4.6 Obtencao dos extratos intestinais

Larvas de D. plexippus (5° estagio), proveniente da criacdo em laboratorio, e
larvas de P. tetrio (5° estagio), coletadas alimentando-se de plantas da espécie P.
rubra, foram utilizadas para extracéo do trato digestério. Os tratos digestérios foram
retirados, com auxilio de pinga, e homogeneizados em NaCl 0,15 M, seguido de
centrifugacédo a 5.000 x g por 20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado em
algodao, obtendo-se os extratos intestinais de D. plexippus e P. tetrio, os quais
foram denominados de EIDp e EIPt, respectivamente. Todo o procedimento de

retirada do trato digestorio foi realizado sobre um recipiente contendo gelo.

4.7 Caracterizacdo bioquimica do extrato intestinal de P. tetrio (EIPt)

4.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

O EIPt foi caracterizado quanto ao seu perfil de proteinas por eletroforese
unidimensional (SDS — PAGE). O método utilizado foi o descrito por LAEMMLI
(1970), com algumas adaptacdes. Os géis em placa foram montados nas dimensdes
de 8 x 7,5 x 0,1 cm. O gel de aplicagcéo continha 5% de acrilamida e 1% de SDS em
solugcéao tampéo de Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8. O gel de separacgéo, contendo 12,5% de
acrilamida e 1% de SDS, foi montado em solu¢édo tampéo de Tris-HCI 3 M, pH 8,8. A
20 pL de EIPt foram adicionados 5 pL de solucédo tampédo de amostra (Tris-HCI 0,31
M, pH 6,8, contendo SDS 10%) e os 25 pL resultantes da mistura foram aplicados no
gel de eletroforese. A corrida eletroforética foi realizada sob amperagem constante
de 40 mA, voltagem de 100 V, a 25 °C. Utilizou-se a solugdo de corrida contendo
tampéo de Tris-HCI 0,025 M, pH 8,3, glicina 0,192 M e SDS 0,1%. A corrida
eletroforética ocorreu em 2,5 horas. Apos o término deste passo, o gel foi corado
com Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,2%), preparado em uma solucdo de agua,
acido acético e metanol, respeitando as proporgdes de 6:1:3 (v/v/v), por um periodo
de 4 horas. Em seguida, os géis foram descorados com a mesma solucdo na

auséncia do corante, permitindo assim a visualizacao das bandas proteicas.
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4.7.2 Zimograma para deteccao de atividade proteolitica

O perfil de proteases do extrato intestinal de P. tetrio foi analisado por meio de
zimograma. Para tanto, o gel de eletroforese foi preparado nas mesmas condicdes
descritas no item 4.7.1. Todavia, o gel de separagéo continha gelatina a 0,1%. As
condi¢Bes da corrida eletroforética também foram descritas no item anterior. Apos o
término desta etapa, o gel contendo gelatina foi incubado por 40 minutos em solucéo
de Triton X-100 2,5% e posteriormente por uma hora a 37 °C em solucéo tampéao de
Tris-HCI 50 mM (pH 8,0). Os géis foram corados com solugcdo de Coomassie
Brilhante Blue R-250 (0,2%).

4.7.3 Ensaio de atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato

A atividade proteolitica total de EIPt foi determinada utilizando o substrato
inespecifico azocaseina, em diferentes valores de pH. Para tanto, foram utilizados
0s seguintes tampdes: acetato de sodio 50 mM (pH 5,0); fosfato de s6dio 50 mM (pH
6,0); Tris-HCI 50 mM (pH 7,0, 8,0 e 9,0). Foram utilizados 480 pL de cada solucao
tampdo, aos quais foram adicionados 20 pL de EIPt e 200 puL de azocaseina 1%,
seguido de incubacgéo a 37 °C por uma hora. A reacao foi interrompida com a adicéo
de 300 pL de acido tricloroacético (TCA) 20%. As solucdes obtidas foram
centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi alcalinizado com 400
pHL de NaOH 2 N. A leitura no espectrofotdmetro foi realizada em uma absorbancia
de 420 nm. Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de
enzima que incrementou a absorbancia a 420 nm em 0,01. Os resultados estéo
expressos em UA/ug de proteina. A quantidade de proteina das amostras foi
determinada pelo método de Bradford (1976). O ensaio foi realizado em triplicata
(XAVIER-FILHO et al., 1989).

4.7.4 Ensaio de atividade proteolitica utilizando BANA como substrato

O efeito do pH sobre a atividade proteolitica de EIPt também foi avaliado
guando N-benzoil-arginina-naftilamida (BANA) foi utilizado como substrato. Para
tanto, foram utilizados os seguintes tampdes: acetato de sédio 50 mM pH 5,0;
fosfato de Soédio 50 mM pH 6,0; Tris-HCI 50 mM pH 7,0, 8,0 e 9,0. Utilizou-se 480
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pL de cada solucdo tampéo, aos quais foram adicionados 20 pL de EIPt e 200 pL de
BANA (1 mM). As solucdes foram, entédo, incubadas a 37 °C por 30 minutos. A
reacao foi interrompida com a adicdo de 500 pL de HCI 2% em etanol e 500 pL de 4-
(dimetilamino)-cinamaldeido (DMACA) 0,06% em etanol. Apos 40 minutos, 0S
resultados colorimétricos foram mensurados por absorbancia a 540 nm. Uma
unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de enzima que
incrementou a absorbancia a 540 nm em 0,01. Os resultados estdo expressos em
UA/ug de proteina. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata (ABE et al.,
1992).

4.7.5 Ensaio de atividade proteolitica utilizando BApNA como substrato

O efeito do pH sobre a protedlise do BApNA (a-benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida) por EIPt também foi verificado. Para tanto, foram utilizados os seguintes
tampdes: acetato de sddio 50 mM pH 5,0; fosfato de Soédio 50 mM pH 6,0; Tris-HCI
50 mM pH 7,0, 8,0 e 9,0. Utilizou-se 480 uL de cada solucdo tampdo, aos quais
foram adicionados 20 pL de EIPt e 200 pL de uma solugédo de BApNA (1,25 mM).
Seguido de incubacdo a 37 °C por 30 minutos. A reacgao foi interrompida com o
acréscimo de 120 pL de acido acético 30%. Os resultados colorimétricos foram
mensurados por absorbéncia a 405 nm. Uma unidade de atividade (UA) foi definida
como a quantidade de enzima que incrementou a absorbancia a 405 nm em 0,01.
Os resultados estdo expressos em UA/ug de proteina. Todos os ensaios foram
conduzidos em triplicata (GOMES et al., 2005).

4.7.6 Efeito da temperatura sobre a atividade proteolitica

Objetivando avaliar a estabilidade da atividade proteolitica em funcéo da
temperatura, EIPt foi incubado sob diferentes temperaturas (25, 37, 45, 60, 75 e 90
°C) por 15 e 30 minutos. Apés o aquecimento, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo (10.000 x g, 10 minutos). As atividades proteoliticas dos
sobrenadantes foram mensuradas utilizando azocaseina como substrato a 37 °C em
solugdo tampé&o Tris-HClI 50 mM (pH 8,0), de acordo com os procedimentos
descritos no item 4.7.3. Os resultados estao expressos em percentual de atividade,

nos quais a atividade do extrato intestinal aquecido a 37 °C foi considerada 100%.
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4.7.7 Ensaio de inibicdo de proteases utilizando azocaseina como substrato

Com o intuito de identificar quais os tipos de proteases poderiam estar
presentes no extrato intestinal de P. tetrio, a atividade proteolitica foi avaliada
quando o extrato foi separadamente pré-incubado por 30 minutos com aliquotas (20
puL) das seguintes solugcbes: E-64 0,18 mM, lodoacetamida (IAA) 1 mM (ambos
inibidores de proteases cisteinicas), PMSF 5 mM (inibidor de protease serinica),
pepstatina 10 mM (inibidor de proteases asparticas) e EDTA 10 mM (inibidor de
metalo-proteases). ApOs este periodo, a protedlise sobre a azocaseina foi avaliada
de acordo com a metodologia descrita no item 4.7.3, sendo que a solucdo tampao
utilizada foi Tris-HCI 50 mM (pH 8,0). Os resultados estdo expressos em percentual
de atividade. A atividade do EIPt obtida na auséncia de inibidores foi considerada
100%.

4.8 Digestdo das proteinas de latex (PL) por proteases intestinais de P. tetrio

As fracbes PLs de C. procera, P. rubra e Cryptostegia grandiflora foram
submetidas a ensaios de digestibilidade pelas enzimas intestinais de P. tetrio, de
acordo com a metodologia descrita por RAMOS e colaboradores (2007). Aliquotas
de albumina sérica bovina (BSA), PLPr, PLCp e PLCg (todas em solu¢do tampéao
Tris-HCI, pH 8,0) foram separadamente incubadas com aliquotas de EIPt a fim de se
obter uma razdo da quantidade de proteina de 1:2 (PL:EIPt). As amostras foram
incubadas a 37 °C e aliguotas foram coletadas com 0, 4, 8 e 24 h. Apés a retirada
das aliquotas, as mesmas foram congeladas. No final do experimento, as amostras
nos diferentes tempos de incubac¢do foram submetidas a eletroforese unidimensional
em gel de poliacrilamida, o qual foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250
(0,2%). Este procedimento foi adotado com o intuito de comparar o perfil proteico
das fragbes PL na presenca e auséncia do extrato intestinal, verificando se houve

digestdo das proteinas do latex pelas enzimas digestivas das larvas.
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4.9 Bioensaio

O estabelecimento de P. tetrio sob condi¢cfes laboratoriais ndo foi possivel,
devido a ndo adaptacao da larva as condi¢Oes artificiais. Assim, os bioensaios foram
realizados apenas com a outra larva especialista em plantas laticiferas, D. plexippus.
Esta larva adaptou-se bem as condi¢des artificiais, incluindo uma dieta preparada

especificamente para o seu desenvolvimento na fase larval.

4.9.1 Preparagédo da dieta artificial

A dieta artificial utilizada nos bioensaios foi obtida de acordo como descrito
por Pereira e colaboradores (2010). Em sua composi¢do ha o p6 da folha de C.
procera que funciona como fagoestimulante para larvas de D. plexippus. Para
obtencdo do pé, folhas frescas foram coletadas, lavadas e cortadas em tiras de
aproximadamente 5 cm de largura, as quais foram novamente lavadas com agua
para a retirada de todo o latex exsudado. Por fim, foram liofilizadas e trituradas,
obtendo-se o pé da folha. Na preparacédo da dieta, o Agar foi dissolvido em &gua
fervente, e os ingredientes listados em A (Tabela 1) foram, posteriormente,
adicionados e misturados rapidamente por 2 minutos. Apds esta etapa, resfriou-se a
mistura a 70 °C e foram adicionados os ingredientes listados em B, misturando por 1
minuto. A dieta semissélida foi colocada nos recipientes e apds solidificacao,
acondicionada a 8 °C até seu requerimento. A composi¢cao da mistura de vitaminas

utilizada na dieta é descrita na Tabela 2.



Tabela 1 — Ingredientes da dieta artificial de D. plexippus (larvas)

Ingredientes Quantidade Percentual (%)
Gérmen de trigo 32,09 2,0
Sacarose 32,09 2,0
Celulose 5449 0,34
Caseina 150,0 g 10,0
Levedura 22,09 1,42
Sais de Wesson 5449 0,34
Colesterol 1649 0,1
Cloreto de colina 1,39 0,08
Acido sérbico 1,19 0,07
Nipagim 119 0,07
Acido ascorbico 43¢ 0,28
P6 da folha de C. procera 170,0 g 11,0
Clorotetraciclina 119 0,07
Formalina 2% 13,0 mL -
Oleo de linhaca 11,0 mL -
Mistura de vitaminas* 16,0 mL -
KOH 10% 11,0 mL -
Agar 1209 0,77
Agua 1000 mL 73,4

*A composicdo da mistura de vitaminas estd listada na Tabela 2
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Tabela 2 — Composicao da mistura de vitaminas da dieta artificial de D. plexippus

Vitamina Quantidade para 100 mL
Biotina 2 mg
Ca-Pantotenato 100 mg

Cloreto de colina 59

Acido Félico 25 mg

Inositol 29
Niacinamida 100 mg
Piridoxina HCI 25 mg
Riboflavina 50 mg

Tiamina HCI 25 mg

4.9.2 Efeito das fracdes PL sobre o desenvolvimento de D. plexippus

Larvas de D. plexippus recém-eclodidas foram alimentadas com dieta artificial
controle (sem PL) até atingirem o 5° estagio. No segundo dia do 5° estagio, foram
ofertadas as larvas dieta artificial contendo 1% de PLCg ou PLPr durante o periodo
de trés dias. Na preparacdo de dieta contendo as fracbes PL, solucbes destas
fracOes foram adicionadas a blocos de dieta com aproximadamente 0,5 g, resultando
em percentual de 1% (p/p). Durante este experimento, foram determinadas a massa
das larvas a cada 24 h e a mortalidade. O grupo controle consistiu de larvas
alimentadas com dieta base (sem fracdo PL) durante toda fase larval. O niamero de
individuos de cada grupo variou de 4 a 10. O efeito da fracdo PLCp sobre o
desenvolvimento de D. plexippus néo foi avaliado no presente estudo pelo fato de ter

sido anteriormente observado no trabalho de PEREIRA e colaboradores (2010).
4.10 Purificacéo de proteases cisteinicas do latex de C. procera (PCCp)
Em alguns experimentos do presente trabalho houve a utilizagdo de proteases

cisteinicas purificadas do latex de C. procera (PCCp-1, PCCp-2 e PCCp-3). O
protocolo de obtencdo das PCCps foi previamente descrito por Ramos e
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colaboradores (2013). As proteinas do latex (PLCp) foram submetidas a
cromatografias de troca ibnica em coluna de CM-Sepharose fast flow. PLCp (80 mg
em 8 mL de solucdo tampéao acetato de sodio 50 mM pH 5,0) foi aplicado na coluna
previamente equilibrada com a mesma solucdo de diluicdo. Esse procedimento
originou trés fracBes protéicas distintas, sendo a primeira composta por proteinas
que ndo se ligaram a matriz (PL-Pl) e as duas outras recuperadas através da
imposicao de forca ibnica crescente usando solucfes contendo a solucao tampéo de
equilibrio acrescidas de NaCl a 0,2 M (PL-PIl) e 0,3 M (PL-PIIl), respectivamente.
Todas as fracdes foram dialisadas em agua destilada, liofilizadas e estocadas para
posterior utilizacdo. Os picos cromatograficos obtidos nesta cromatografia foram
analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS- PAGE 12,5%).

A fracdo PL-PII foi o material de partida para a purificacdo das proteases de
C. procera. Este material foi submetido a novas cromatografias de troca ibnica em
uma nova coluna: Resource® -S (Amersham Biosciences, Brazil). As corridas foram
automaticamente monitoradas por um sistema de alto desempenho (FPLC - Fast
Protein Liquid Chromatography). Isso garantiu a alta reprodutibilidade de corridas
cromatograficas sucessivas.

Nesta coluna, foram aplicados 3 mg/mL de PL-PIl por cromatografia. A
amostra foi dissolvida em solu¢édo tampao fosfato de sédio (PBS) 0,02 M pH 6,0. As
proteinas retidas na coluna foram eluidas com um gradiente crescente de NaCl de
zero até a concentracdo final de 1 M. Trés picos protéicos (P4, P5 e P6),
parcialmente sobrepostos foram obtidos. Estes picos correspondem as proteases
nomeadas de PCCp-1, PCCp-2 e PCCp-3. A contaminagdo cruzada foi eliminada
através do recolhimento de apenas 0s picos principais de absorcao e re-aplicacéo
sucessivamente de cada um desses picos na coluna, sob as mesmas condi¢cfes. Em
alguns ensaios deste trabalho foi utilizada a mistura das trés proteases, obtida da
coleta conjunta dos trés picos (P4, P5 e P6).

4.11 Parcial caracterizagéo das PCCps

Ainda no trabalho que descreveu a purificacdo das PCCps, Ramos e
colaboradores 2013, algumas caracteristicas destas proteinas foram determinadas,
como massa molecular e sequéncia N-terminal. No entanto, outras caracteristicas

como ponto isoelétrico e a presenca de carboidratos em sua estrutura nao foram
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analisadas. No presente trabalho estas caracteristicas foram avaliadas, de acordo
com metodologia descrita nos itens a seguir.

4.11.1 Determinacéo dos pontos isoelétricos de PCCp

PCCp-1, PCCp-2 e PCCp-3 foram, separadamente, submetidas a eletroforese
bidimensional em gel de poliacrilamida. Para tanto, foram dissolvidas em solucdo de
uréia 8 M e tiouréia 2 M a uma concentracdo de 2 mg/mL, seguido de centrifugacéo
(10000 x g por 10 minutos). A 75 uL do sobrenadante foram adicionados 225 pL de
solucdo de hidratacdo (500 pL de uma solucdo com uréia 8 M e tiouréia 2 M,
adicionada de 5 mg de DTT, 5 mg CHAPS, 2 L de solu¢édo tampao IpG contendo
anfolitos com os gradientes de pH de 6 a 11 e tracos de azul de bromofenol). As
misturas resultantes foram depositadas em pocos do suporte Immobiline DryStrip
Reswelling Tray, onde as tiras de Immobiline DryStrip de 11 cm, pH 6-11, foram
acomodadas sobre a solucdo, de maneira que, o lado da tira contendo o gel ficasse
voltado para baixo, em contato com a amostra, para que esta fosse incorporada ao
gel. As tiras foram, entdo, cobertas com 6leo DryStrip Cover Fluid, com o intuito de
evitar o ressecamento e localizar a amostra na regido da tira que contém o gel. A re-
hidratacéo do gel ocorreu durante 16 horas, a temperatura ambiente.

ApoOs este periodo, foi realizada a focalizacao isoelétrica das proteinas. Para
tanto as tiras foram posicionadas no aparelho focalizador IPG phor Il e submetidas
as seguintes condic¢des de corrida: 200 V por 1 h, 500 V por 2 h 30 min, 5000 V por
2 h, 10000 V até 18000 VhT.

ApOs a etapa de focalizacdo, as tiras foram submersas na solucdo de
equilibrio (Tris-HCI pH 8,8, 2% de SDS, 6 M de ureia, 30% de glicerol (v/v), 0,002%
de azul de bromofenol) contendo DTT 0,1% durante 15 minutos. Posteriormente,
foram submersas em solucdo de equilibrio contendo IAA 0,1% durante 15 minutos.
Este tratamento preparou as tiras para a realizacdo da segunda etapa eletroforética.
Nesta etapa, as tiras foram colocadas sobre géis de poliacrilamida 12,5% contendo
SDS 0,1%, montados em sistema de placas verticais. O sistema foi selado com
agarose 1,5% contendo azul de bromofenol para facilitar a visualizacao da frente de
migracdo. A corrida eletroforética foi desenvolvida a 180 V e 25 mA, por placa, e
realizada a temperatura ambiente. A solucdo utilizada para a corrida eletroforética
continha Tris 0,025 M pH 8,3 acrescido de glicina 0,192 M e SDS 0,1%.
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Ao final do processo, os geéis foram corados com uma solucdo de Coomassie
Brilliant Blue R-350 0,1% em agua, acido acético e metanol (8:1:4; v/v/v) durante 4
horas e, posteriormente, descorados com a mesma solucdo na auséncia do corante,
permitindo assim a visualizacdo dos spots proteicos.

Os géis foram, entdo, analisados pelo programa ImageMasterTM 2D Platinum
7.0 para estimar os pontos isoelétricos. Os parametros utilizados para detectar os

spots dos géis foram “smooth” (4), area minima (12) e saliéncia (35).

4.11.2 Analise das PCCps com solucgéo reveladora de glicoproteinas (Schiff)

A revelacdo para glicoproteina foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Zacharius e colaboradores (1969), adaptado para géis em placa. Apos
eletroforese, o gel foi fixado com TCA 12% por 30 minutos, seguido de periodato 1%
em acido acético 3% por 1h. Em seguida, apos a adicdo do reagente de Schiff
(Sigma) o gel permaneceu sobre agitacdo no escuro por 50 minutos. O excesso de
corante foi retirado com sucessivas lavagens com agua destilada e o gel foi
submetido a lavagem com metabissulfito de potassio 0,5%. Concanavalina A (ConA)

foi utilizada como controle negativo e ribonuclease como controle positivo.

4.12 Ensaio de inibicdo de proteases pelas fragfes PL aquecidas (PL-AQ)

Objetivando eliminar a atividade proteolitica, as fracdes PL de C. procera, P.
rubra e Cr. grandiflora (5 mg/mL em agua destilada) foram aquecidas a 95 °C por 30
minutos. ApoOs centrifugacdo (10000 x g, 10 minutos a 25 °C), o precipitado foi
descartado e o sobrenadante liofilizado. As amostra aquecidas foram nomeadas de
PLCp-AQ, PLCg-AQ e PLPr-AQ. A inibicdo de proteases foi verificada através de
ensaio colorimétrico utilizando azocaseina e BApNA como substrato, de acordo com
0 método descrito nos itens 4.7.3 e 4.7.5, respectivamente.

As fracdes PL-AQ foram diluidas em solu¢do tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)
a uma concentracdo de 10 mg/mL. Antes dos ensaios, a papaina foi incubada (25
°C) por 10 min com 40 pL de uma solucéo ativadora de proteases cisteinicas (DTT 3
mM e EDTA 2 mM). Posteriormente, aliquotas de 50, 100 e 200 uL de cada solugéo
de PL-AQ foram independentemente incubadas por 30 min com aliquotas de:

papaina (EC 3.4.22.2) (0,1 mg/mL nos ensaios com azocaseina e 1,5 mg/mL nos
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ensaios com BApNA), tripsina (EC 3.4.21.4) (0,1 mg/mL), EIDp e EIPt. O ensaio
ocorreu em solugao tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), a sua quantidade foi ajustada
de modo que a soma das aliquotas de solucdo tampéo, PL-AQ, fonte de enzima e
solucdo ativadora de proteases cisteinicas (quando utilizada) fosse 500 pL. A
atividade remanescente foi verificada através dos ensaios colorimétricos. As
atividades proteoliticas na auséncia das fracdes PL-AQ foram consideradas 100%.
Os resultados estdo expressos em percentual de atividade em funcdo da quantidade
de proteinas contidas nas aliquotas (50, 100 ou 200 pL) de PL-AQ, a qual foi
estimada pelo método de Bradford (1976).

4.13 Efeito das fracdes PL-AQs sobre o desenvolvimento de D. plexippus

O efeito das fracbes PL de C. procera, Cr. grandiflora e P. rubra aquecidas
(PL-AQ) sobre o desenvolvimento de D. plexippus foi avaliada através de bioensaio.
Solucbes das fracdes PL-AQs foram adicionadas a blocos de dieta (0,5 g) de forma
gue a concentracao final foi 1% (p/p). Os blocos de dieta contendo as frac6es PL-AQ
foram ofertados as larvas no segundo dia do quinto estagio durante um periodo de
trés dias. Durante este periodo, o peso das larvas foi acompanhado a cada 24
horas, além disso, os indices de mortalidade também foram observados. Cada

grupo, experimentais e controle, constaram de 6 larvas.

4.14 Ensaio de inibicdo de proteases pelos extratos intestinais aquecidos (El-

AQ)

Os extratos intestinais de D. plexippus e P. tetrio também foram submetidos a
tratamento térmico (95 °C por 30 min), a fim de eliminar a atividade proteolitica
enddgena. Apos tratamento térmico, os Els foram centrifugados (10000 x g por 10
minutos a 25 °C) e os sobrenadantes foram denominados de EIDp-AQ e EIPt-AQ. A
presenca de atividade inibidora de proteases nos EI-AQs foi verificada através de
ensaios colorimétricos utilizando azocaseina e BANA como substratos. Inicialmente,
as proteases cisteinicas (papaina, fracbes PLs e PCCps) foram pré-incubadas por
10 minutos com 40 pL de solucéo ativadora de proteases cisteinicas (DTT 3 mM e
EDTA 2 mM). Posteriormente, aliquotas (10, 20 e 30 pL) dos EI-AQ foram
separadamente incubadas com aliquotas de: papaina (0,1 mg/mL), tripsina (0,1
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mg/mL), PLCp (2 mg/mL), PLCg (2 mg/mL), PLPr (2 mg/mL) e PCCps (mistura de
proteases PCCp-1, PCCp-2 e PCCp-3 a 1 mg/mL). O ensaio foi conduzido em
solucédo tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), a sua quantidade foi ajustada de modo
gue a soma das aliquotas de solucdo tampéo, EI-AQ, fonte de enzima e solucao
ativadora de proteases cisteinicas (quando utilizada) totalizasse 500 pL. Apds 30
minutos de incubacgéo, a atividade remanescente foi verificada através dos ensaios
colorimétricos de acordo com metodologia descrita nos itens 4.7.3 e 4.7.4,
respectivamente para ensaios com azocaseina e BANA. As atividades proteoliticas
na auséncia das fragdes EI-AQ foram consideradas 100%. Os resultados estéo
expressos em percentual de atividade em funcdo das quantidades de proteinas
contidas nas aliquotas (10, 20 ou 30 pL) de EI-AQ, as quais foram estimadas através
do método de Bradford (1976).

4.15 Analise da membrana peritrofica (MP) de D. plexippus

4.15.1 Excisao da MP

Larvas de D. plexippus (5° estagio) recém-alimentadas com folhas de C.
procera foram imobilizadas em baixa temperatura (-20 °C) por seis minutos e 0s
intestinos foram dissecados. O epitélio intestinal foi removido e a MP envolvendo o
bolo alimentar foi exaustivamente lavada com &gua destilada para que todo o
conteudo alimentar fosse removido. As MPs foram estocadas a -20 °C até serem

requeridas.

4.15.2 Extracdo de proteinas da MP

As MPs foram separadamente incubadas com as seguintes solu¢cdes: tampao
fosfato de sédio 50 mM (pH 7,5), SDS 2%, SDS 2% adicionado de (3-mercaptoetanol
5%, Ureia 6 M e acido acético 50 mM. Em seguida, as MPs foram maceradas e
quando incubadas com [-mercaptoetanol, foram também aquecidas a 95 °C por 5
minutos. Apés 30 minutos sob agitacdo, as solugdes foram centrifugadas (10000 x g
por 10 minutos a 4 °C). A 20 uL dos sobrenadantes foram acrescidos 5 pL de
solugdo tampéo de amostra (cinco vezes concentrado), resultando em uma
concentracéo final de: Tris—HCI 0,0625 M (pH 6,8) e SDS 2%. As proteinas extraidas
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foram entdo analisadas por eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE 15%). Posteriormente, as proteinas do gel foram reveladas com nitrato
de prata. Para tanto, o gel foi primeiramente incubado com metanol (40%), por 30
minutos, seguido de incubacgéo por 1 minuto com tiossulfato de sédio (0,2 mg/mL) e
20 minutos em solucéo de nitrato de prata (2 mg/mL) adicionado de formaldeido (37
pL para 50 mL de solug&o). Posteriormente, o gel foi incubado com 50 mL de uma
solucéo de carbonato de sodio (0,04 g/mL) contendo 25 pL de formaldeido e 2 mL
da solucao de tiossulfato de sédio (0,2 mg/mL). Por fim, o gel foi incubado com a
solucédo de parada (0,329 de glicina + 62 mL de agua). Entre cada troca de soluc¢des,

o gel foi lavado trés vezes com agua grau Milli-Q.

4.15.3 Deteccéao de glicoproteinas na MP

MPs foram incubadas com solucdo tampao de amostra [Tris—HCI 0,0625 M
(pH 6,8), SDS 2%, B—mercaptoetanol 5% e tracos de azul de bromofenol], seguido
de maceracédo, aquecimento a 95 °C, agitacdo (30 minutos) e centrifugacéao (10 000
X g por 10 minutos). O sobrenadante resultante foi aplicado no gel de eletroforese
(SDS-PAGE 15%). Posteriormente, as glicoproteinas foram reveladas com regente
de Schiff, de acordo com método descrito no item 4.11.2. A lectina de Cratylia
argentea (CFL) foi utilizada como controle negativo e ribonuclease utilizada como

controle positivo.

4.15.4 Analise protedmica da MP

MPs foram incubadas com solucdo tampao de amostra [Tris—HCI 0,0625 M
(pH 6,8), SDS 2%, B—mercaptoetanol 5% e tracos de azul de bromofenol], seguido
de maceracéo, aquecimento a 95 °C, agitacéo (30 minutos) e centrifugacéao (10 000
X g por 10 minutos). O sobrenadante resultante foi aplicado no gel de eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE 15%). As proteinas foram coradas com Coomassie
Brilliant Blue R-250 (0,2%) de acordo com método descrito no item 4.7.1. Apos a
eletroforese, as proteinas foram removidas do gel e processadas para analise por
espectrometria de massas como descrito por Hellman e colaboradores (1995). Os
peptideos tripticos obtidos foram analisados utilizando um espectrémetro de massas

Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK). Os resultados foram submetidos ao banco
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de dados NCBI, através da utilizacdo do programa MASCOT (Matrix Science Ltd.,

London, UK, http://www.matrixscience.com) como ferramenta de pesquisa.

4.15.5 Analise in vivo da degradacao de proteinas da MP de D. plexippus

Larvas de D. plexippus no segundo dia do 5° estagio foram alimentadas por
quatro dias com dieta artificial contendo 1% de fracdo PL (PLCp, PLCg ou PLPr) ou
dieta controle. No quarto dia as larvas foram sacrificadas e as MPs foram excisadas.
As proteinas das MPs foram extraidas por solu¢cdo tampdo de amostra [Tris—HCI
0,0625 M (pH 6,8), SDS 2%, —mercaptoetanol 5% e tracos de azul de bromofenol]
de acordo como descrito no item 4.14.3, seguido de analise por eletroforese
unidimensional (SDS-PAGE 15%). As proteinas foram reveladas com nitrato de

prata como anteriormente descrito (4.14.2).

4.15.6 Analise in vitro da degradacao de proteinas da MP de D. plexippus

Objetivando padronizar a quantidade de MP a ser incubada com as enzimas e
com a solugéo tampéao (controle), utilizou-se sempre aproximadamente 2 mg (massa
Umida) de MP. Inicialmente foi avaliado se proteases serinicas (tripsina e
quimotripsina) e cisteinica (papaina) degradam as proteinas da MP de D. plexippus.
No ensaio de degradacdo das proteinas por proteases serinicas, as MPs foram
independentemente incubadas com 50 pL de: tripsina (1,5 mg/mL), quimotripsina
(1,5 mg/mL) ou solugédo tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 (controle). J& na avaliacdo
da degradacéo pela protease cisteinica purificada (papaina) e pelas fracbes PL, as
MPs foram, separadamente, incubadas com 50 uL de: papaina (0,1 mg/mL), PLCp
(1 mg/mL), PLCg (1 mg/mL), PLPr (1 mg/mL) e solucdo tampéo fosfato de sédio pH
6,0 contendo DTT (3 mM) e EDTA (2 mM) (controle). As solucdes diluentes das
enzimas ou PLs sdo as mesmas de seus respectivos controles. Apds incubacao por
1 hora a 37 °C, as misturas foram centrifugadas (10000 x g por 10 minutos a 4 °C), o
sobrenadante foi descartado e 50 pL de solucdo tampdo de amostra foram
adicionados ao precipitado (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 2 % SDS e 5 % R-
mercaptoetanol). As MPs foram maceradas e sujeitas a aquecimento a 95 °C por 5
minutos, seguido de agitacéo por 30 hora e centrifugacdo (10000 x g por 10 minutos
a 25 °C). Os sobrenadantes (20 pL) foram analisados por SDS-PAGE 12,5% e as
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proteinas foram visualizadas por revelacdo com nitrato de prata de acordo com a
metodologia descrita no item 4.14.2.

Para verificar se ha um sinergismo entre quitinases e proteases laticiferas, as
MPs foram tratadas com proteases purificadas do latex de C. procera (PCCp-1,
PCCp-2 e PCCp-3), bem como com a fragdo cromatografica proveniente de PLCp
chamada de PL-PI, rica em atividade quitinolitica. Para tanto as MPs foram
incubadas a 37 °C com 50 pL de: PCCp-1 (1 mg/mL), PCCp-2 (1 mg/mL), PCCp-3 (1
mg/mL), PL-PI (1 mg/mL) seguido de PCCp-1 (1 mg/mL), PL-PI (1 mg/mL) seguido
de PCCp-2 (1 mg/mL), PL-PI (1 mg/mL) seguido de PCCp-3 (1 mg/mL), apenas PL-
Pl e solucdo tampéo fosfato de sodio pH 6,0 contendo DTT (3 mM) e EDTA (2 mM)
(controle). O periodo de pré-incubacdo com PL-PI e de incubagdo com as proteases
duraram 1 hora cada. Apoés este periodo as misturas foram centrifugadas (10000 x g
por 10 minutos a 4 °C) e aos precipitados adicionados 50 pL de solugcédo tampéo de
amostra (0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8, 2% SDS e 5% [3-mercaptoetanol) seguido dos
procedimentos citados acima e de SDS-PAGE 15%, a qual foi revelada com nitrato

de prata.

4.15.7 Microscopia de forca atbmica da MP de D. plexippus

O efeito de enzimas laticiferas sobre a integridade estrutural da MP foi
avaliada através da técnica de microscopia de forca atdbmica. As MPs foram
coletadas de individuos alimentados com folhas frescas de C. procera e incubadas
por 1 hora a 37 °C com: PLCp (1 mg/mL), PCCps — mistura das proteases — (1
mg/mL), PLCg (1 mg/mL), PLPr (1 mg/mL) e solucdo tampao de fosfato de sodio pH
6,0 contendo DTT (3 mM) e EDTA (2 mM) (controle). A solucdo diluente das enzimas
foi a mesma do controle. Ap6s o tratamento, as MPs foram centrifugadas e o
sobrenadante descartado. A MP contida no precipitado, foi lavada varias vezes com
agua grau Milli-Q. Cada lavagem foi seguida de centrifugacdo para retirada do
sobrenadante. Apds estes procedimentos as MPs foram imediatamente analisadas
por microscopia de forgca atbmica. O conjunto de imagens foi gerado utilizando o
equipamento Multimode Nanoscope llla (Bruker, Santa Barbara, CA). O método
utilizado foi o de varredura por contato intermitente (tapping mode) utilizando uma
sonda de cantilever retangular (TESP - Bruker) com constante de mola de 42 N/m.

As imagens foram adquiridas com varreduras de 0.5 Hz e resolugédo de 512 x 512
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linhas (maximo do equipamento). As medidas foram realizadas em temperatura
ambiente. Foram geradas imagens tridimensionais (3D) e imagens que representam
a altura (AL) do relevo da amostra, nhas quais as areas pretas denotam altura zero e
as areas mais claras denotam altura maxima. As imagens estdo representadas nas
seguintes escalas: 50, 30, 20 e 10 um. Além disso, foram mensuradas a medidas de

rugosidade média de cada imagem, as quais estao expressas em pm.

4.16 Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e as suas médias foram comparadas pelos testes de Dunnett e Tukey, de
acordo com a necessidade, onde valores de p inferiores a 0,05 foram considerados
significantes. Para tais analises utilizou-se o programa estatistico GraphPad Prism

Software versao 4.0 (San Diego, CA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da atividade proteolitica do extrato intestinal de P. tetrio

O extrato intestinal de larvas de P. tetrio (5° estagio) foi analisado através de
eletroforese em gel de poliacrilamida. Na qual se observa algumas proteinas com
massas moleculares aparentes acima de 97 KDa. No entanto, a maior parte das
proteinas possui massa molecular aparente entre 20,1 e 97 KDa (Figura 12A). A
atividade proteolitica do extrato intestinal foi avaliada através de zimograma
contendo 0,1% de gelatina, no qual se observa que a maioria das proteases
possuem massa molecular aparente acima de 45 KDa, com excecdo de uma
discreta atividade proteolitica detectada na zona de proteinas com massa molecular
aparente entre 45 e 30 KDa (Figura 12 A e B).

Figura 12 - Eletroforese (A) em gel de poliacrilamida (12,5%) e zimograma (B) para deteccdo de

proteases do extrato intestinal de P. tetrio (5° estagio).
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Proteinas foram coradas com Coomassie brilliant blue R-250. MM: marcador de massa molecular.
Foram aplicados 20 pg de proteinas no gel de eletroforese e 60 ng ou 12 pg de proteinas no

zimograma. O gel do zimograma contém 0,1% de gelatina.
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As proteases intestinais digeriram eficientemente os substratos azocaseina,
BANA e BApNA, sendo maior a degradacdo do ultimo substrato. Entretanto,
nenhuma protedlise foi observada em pH inferior a 7,0. A atividade proteolitica
aumentou com a elevacado do pH, independente do substrato utilizado (Figura 13).
Estes resultados sugerem que o sistema proteolitico de P. tetrio € altamente ativo
em condi¢des de pH alcalinas. A atividade proteolitica do extrato intestinal foi maior
guando o mesmo foi aquecido a 37 °C, enquanto que quando a aquecido a 60 °C a

atividade foi eliminada (Figura 14).

Figura 13 - Efeito do pH sobre a atividade proteolitica do extrato intestinal de P. tetrio utilizando

azocaseina (0), BApNA (m) e BANA (A) como substratos.

UA/ugP

Enaio realizado a 37 °C. UA/ugP : Unidade de atividade/ug de proteina. Uma unidade de atividade
(UA) foi definida como a quantidade de enzima que incrementou a absorbancia em 0,01. A estimativa
da quantidade de proteina foi realizada através do método de Bradford (1976). Os dados mostram

médias de trés determinacfes independentes + desvio padrao.
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Figura 14 - Termo estabilidade da atividade proteolitica do extrato intestinal de P. tetrio (EIPt)
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Aliquotas de EIPt foram aquecidas por 15 min (¢) ou 30 min (o) antes de avaliar a protedlise sobre a
azocaseina a 37 °C e em pH 8,0. Os resultados estdo expressos em percentual de atividade, nos
quais a atividade do extrato intestinal aquecido a 37 °C foi considerada 100%.0s dados mostram
médias de trés determina¢des independentes + desvio padrao.

Os efeitos de inibidores de proteases de diferentes classes (cisteinica,
serinica, aspartica e metalo-proteases) sobre o extrato intestinal foram avaliados
com o intuito de identificar o tipo de atividade proteolitica predominante no extrato. O
inibidor de proteases do tipo serinica (PMSF) diminuiu drasticamente a atividade
proteolitica do extrato intestinal, indicando a predominancia deste tipo de proteases
no trato digestorio da larva (Figura 15). Os inibidores de proteases cisteinicas, E-64
e IAA, bem como os inibidores de proteases asparticas (Pepstatina) e metalo-

proteases (EDTA) ndo reduziram a atividade proteolitica do extrato intestinal (Figura
15).
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Figura 15 — Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica do extrato intestinal de larvas de P. tetrio

(5° estagio)
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Dados sdo médias de trés determinacdes independentes. As barras indicam o desvio padrdo da
meédia. A atividade proteolitica foi mensurada sobre a azocaseina em pH 8,0. Abreviacdes: E-64,
trans-epoxisuccinil-I-leucilamida-(4-guanidino)butano; I1AA, iodoacetamida; PMSF, fenilmetilsulfonil

fldor; EDTA, acido etilenodiamino tetra-acético.

5.2 Digestéo de proteinas do latex por proteases intestinais de P. tetrio

A habilidade de larvas de P. tetrio em digerir as proteinas do latex de sua
planta hospedeira P. rubra (PLPr) e de outras duas plantas laticiferas, C. procera
(PLCp) e Cr. grandiflora (PLCg), foi avaliada. Para tanto, inicialmente foi verificada a
digestdo da BSA pelas enzimas do extrato intestinal, demonstrando que o extrato
deteve a capacidade de digestédo, evidenciando que seu processo de obtencao e
armazenamento foram adequados. PLPr e PLCp foram imediatamente (tempo zero)
digeridas pelas proteases do extrato intestinal de P. tetrio, enquanto que PLCg foi
parcialmente digerida. Estes resultados levam a questionar se larvas de P. tetrio
podem se desenvolver adequadamente em dieta artificial contendo PLCp, PLCg e
PLPr sendo este questionamento também é valido para outra larva especialista em

plantas laticiferas, D. plexippus.
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Figura 16 — Digestdo de BSA, PLCp, PLCg e PLPr pelo extrato intestinal de larvas de P. tetrio (5°
estagio).

-

BSA P. rubra (PLPY)

C. procera (PLCp) Cr grandifiora (PLCg)
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) de BSA (bovine serum albumin), PLPr, PLCp e PLCg
incubadas com o extrato intestinal de P. tetrio (5° estagio) em diferentes intervalos de tempo (0, 4, 8 e
24 horas). 1, marcador de massa molecular; 2, extrato intestinal de P. tetrio. Proteinas do latex (PL)
ou BSA como controle negativo (-); extrato intestinal incubado com PL (+) ou BSA. As setas indicam
digestédo predominante.
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5.3 Desenvolvimento de larvas de D. plexippus alimentadas com dieta artificial
adicionadas de proteinas do latex

Tentativas de cultivar P. tetrio em laboratério ndo foram bem sucedidas.
Devido a este fato, bioensaios para avaliar o desenvolvimento destas larvas em
dieta artificial adicionada de proteinas do latex ndo foram realizados. Por outro lado
o protocolo de obtencéo de larvas de D. plexippus alimentadas com dieta artificial foi
estabelecido com sucesso. Larvas recém-eclodidas foram mantidas com dieta
artificial controle até atingirem o quinto estagio, quando foram alimentadas por trés
dias com dieta artificial adicionada de 1% de PLCg ou PLPr. As fracdes proteicas
nao causaram mortalidade e ndo afetaram o desenvolvimento das larvas (Figura 17).
Ao contrario, o ganho de peso das larvas alimentadas com dieta artificial contendo
1% das fracdes proteicas de ambos fluidos laticiferos foi mais rapido do que larvas

alimentadas com dieta controle.

Figura 17 — Desenvolvimento de larvas de D. plexippus alimentadas com dieta artificial contendo 1%

de PLCg (A) ou PLPr (0) e dieta controle (0).

1.2

Massa (g)

A massa das larvas foi medida por 4 dias, o primeiro dia corresponde ao dia zero. Cada ponto
representa a media + o desvio padrdo de 4 — 10 larvas. Testes de Dunnett e Tukey foram realizados.
*Valores (controle versus PLPr e PLCg) diferiram estatisticamente (P < 0,05). # Valores (controle

versus PLPr) diferiram estatisticamente (P < 0,05).
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5.4 Purificagao e caracterizacdo de proteases cisteinicas do latex de C. procera
(PCCp)

Para a realizagdo das proximas etapas deste trabalho foi necessério isolar
proteases do latex de C. procera, seguindo um protocolo de purificacdo previamente
estabelecido (RAMOS et al., 2013). Além disso, algumas caracteristicas das
proteases ainda ndo avaliadas foram estabelecidas no presente trabalho. As
proteases foram purificadas em dois passos cromatograficos. O primeiro passo
consistiu em uma cromatografia de troca ibnica em coluna de CM-Sepharose fast

flow, na qual foram obtidos trés picos, PL-PI, PL-PIl e PL-PIII (Figura 18 A e B).

PL-PII foi refracionado em cromatografia de troca ibnica usando uma matriz
Resource S acoplada a um sistema de FPLC (fast protein liquid chromatography)
(Figura 18 C e D). Dentre os picos obtidos, P4, P5 e P6 ficaram sobrepostos (ver
insercéo na figura 18C). Para separar essas proteinas, foram recolhidas apenas as
fracbes correspondentes ao topo de cada pico, e estas foram repassadas na
cromatografia sob as mesmas condicdes. A partir da recromatografia de P4, P5 e P6
foram obtidas as proteases cisteinicas do latex de C. procera: PCCp-1, PCCp-2 e

PCCp-3, respectivamente.



Figura 18 — Purificacdo de isoformas de proteases cisteinicas do latex de C. procera (PCCp)
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(A) Perfil cromatografico de PLCp submetida a cromatografia de troca idnica em coluna de CM-
Sepharose fast flow em pH 5,0. (B) Eletroforese (SDS-PAGE 12,5%) dos picos obtidos na

cromatografia de PLCp em coluna de CM-Sepharose fast flow. (C) Perfil cromatografico do

fracionamento de PL-PIl em cromatografia de troca ibnica Resource S em pH 6,0. (D) Eletroforese
(SDS-PAGE 12,5%) de PCCp-1,PCCp-2 e PCCp-3. A figura de segundo plano inserida no gréfico (C)

corresponde ao perfil cromatografico inicial obtido na primeira tentativa de separagcéo das proteases

do PL-PII. A linha pontilhada representa o gradiente salino.

As PCCps foram submetidas a eletroforese bidimensional para determinar o

ponto isoelétrico (P1), os quais foram mensurados pelo programa ImageMaster™ 2D

Platinum 7.0. As eletroforeses bidimensionais podem ser visualizadas na Figura 19.

Os pontos isoelétricos (PlIs) das isoformas de PCCp-1 variaram de 7,50 a 8,11,
enquanto os Pls de PCCp-2 e PCCp-3 variaram de 7,49 a 8,27 e de 7,98 a 8,91,
respectivamente (Tabela 3).



Figura 19 - Eletroforese bidimensional das proteases cisteinicas de C. procera (PCCp) 1, 2 e 3.
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Tabela 3 — Pontos isoelétricos dos spots observados nas eletroforeses bidimensionais de PCCps

Spot Pl Spot Pl Spot Pl Spot Pl

1 7,50 11 7,49 21 8,13 31 8,91
2 7,59 12 7,80 22 8,28 32 8,89
3 7,69 13 7,90 23 7,98 33 8,74
4 7,81 14 8,00 24 8,08 34 8,62
5 7,94 15 8,12 25 8,18 35 8,50
6 8,11 16 8,27 26 8,30 36 8,42
7 7,93 17 7,70 27 8,42 37 8,28
8 7,80 18 7,80 28 8,50 38 8,18
9 7,69 19 7,90 29 8,61 39 8,08
10 7,59 20 8,01 30 8,74 40 7,98

Os valores de PI foram mensurados através das andlises dos géis pelo programa ImageMaster'" 2D

Platinum 7.0.

Para determinar se as PCCps sao glicoproteinas, as mesmas foram

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12,5%) seguida de

coloracdo com solucao de Schiff. As proteases reagiram positivamente, confirmando

serem glicoproteinas (Figura 20).
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Figura 20 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% das PCCps com revelacdo para

glicoproteinas
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A — proteinas coradas com Coomassie brilliant blue R-250; B — proteinas reveladas com solugao
reveladora de glicoproteinas (Solug¢éo de Schiff); 1 - controle positivo (ribonuclease); 2 — controle
negativo (ConA); 3 - PCCpl; 4 — PCCp2 e 5 - PCCp3.

5.5 Inibicéo da atividade proteolitica dos extratos intestinais pelas fracdes PL-

AQ

Para eliminar a atividade proteolitica dos fluidos laticiferos, as fracdes
proteicas (PLCp, PLCg e PLPr) foram aquecidas a 100 °C por 30 minutos, seguido
de centrifugacédo. O sobrenadante foi liofilizado, obtendo-se fragbes denominadas de
PLCp-AQ, PLCg-AQ e PLPr-AQ. A sigla AQ é proveniente da palavra aquecida.

Ensaios de atividade proteolitica comprovaram a falta desta atividade nos PL-AQ.

Através de ensaios colorimétricos utilizando azocaseina e BApNA, as
atividades proteoliticas da papaina e tripsina, bem como dos extratos intestinais de
D. plexippus e P. tetrio, foram avaliadas quando pré-incubadas por 30 minutos com
as fracOes proteicas dos latex aquecidas (PL-AQs). Os graficos contendo o
percentual de atividade resultante apdés incubacdo com as PL-AQs estdo
demonstrados na Figura 21. Na analise dos graficos observa-se que a atividade
proteolitica praticamente néo foi inibida quando o substrato azocaseina foi utilizado,

com excecdo da inibicdo da papaina por PLCg-AQ (aproximadamente 94%).



74

Quando BApNA foi utilizado como substrato, PLCp-AQ e PLCg-AQ reduziram
consideravelmente a atividade proteolitica da papaina para 45 e 13%, enquanto que
PLPr-AQ nao alterou significantemente a atividade desta enzima. Estes resultados
indicam a presenca de inibidores de proteases cisteinicas nos fluidos laticiferos de
C. procera e Cr. grandiflora. A atividade da tripsina foi pouco reduzida por PLCp-AQ
e PLCg-AQ, resultando em 63 e 81% de atividade remanescente, respectivamente.
A tripsina nao foi inibida por PLPr-AQ.

A atividade proteolitica do extrato intestinal de D. plexippus foi drasticamente
reduzida a 7% pela fracdo proteica de sua planta hospedeira (PLCp-AQ), bem como
por PLCg-AQ, a qual reduziu a atividade para 25%. Enquanto que, PLPr-AQ pouco
diminuiu a atividade proteolitica de extrato intestinal da monarca, sendo 64% a
atividade remanescente. A proteolise do BApNA pela proteases do extrato intestinal
de P. tetrio foi severamente inibida pela fracdo proteica de sua planta hospedeira
(PLPr-AQ), bem como por PLCp-AQ e PLCg-AQ, sendo a atividade proteolitica
reduzida a 15, 25 e 30%, respectivamente. Estes resultados indicam que as fragdes
proteicas dos fluidos laticiferos possuem inibidores de proteases ativos contra

proteases intestinais de larvas que se alimentam de plantas laticiferas.

Objetivando avaliar os efeitos dos inibidores de proteases dos fluidos
laticiferos no desenvolvimento de D. plexippus, as fracBes proteicas aquecidas
(PLCp-AQ, PLCg-AQ e PLPr-AQ) foram separadamente adicionadas a dieta artificial
a uma concentracdo de 1% e ofertadas as larvas no quinto estagio durante o
periodo de trés dias. As fracbes PL-AQs nao afetaram o desenvolvimento das larvas
(Figura 22).

5.6 Inibicdo de proteases pelos extratos intestinais de D. plexippus e P. tetrio

A presenca de atividade inibidora de proteases também foi verificada no
extrato intestinal das larvas, para tanto os extratos também foram submetidos a
tratamento térmico (100 °C por 30’), seguido de centrifugacédo e os sobrenadantes
foram nomeados de EIDp-AQ (extrato intestinal de D. plexippus aquecido) e EIPt-AQ
(extrato intestinal de P. tetrio aquecido). Ensaios de atividade proteolitica

comprovaram a falta desta atividade nos EI-AQ.
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Figura 21 — Efeito de PLCp-AQ, PLCg-AQ e PLPr-AQ sobre a atividade proteolitica dos extratos
intestinais de D. plexippus (®), P. tetrio (A ), papaina (#) e tripsina (m)

Azocaseina

180

160
140 -
120 A
100 H
80 -
60 -
40 -

Atividade (%)

160

50 100 200

PLCp-AQ (ugP)

140 -
120 -

=

o

o
|

80 -
60 -
40 4
20 -
0 \

Atividade (%)

0

45

90

180

PLCg-AQ (ugP)

180

160 -
140 -
120 +
100 A
80 -
60 -
40 4

Atividade (%)

0

PLPr-AQ (ugP)

9

18

36

Atividade (%)

Atividade (%)

—~
o

%

Atividade (

120

100

80

60

40

20

140
120
100
80
60
40
20

140
120
100
80
60
40
20

BApNA

0 50 100 200
PLCp-AQ (1gP)

0 45 90 180
PLCg-AQ (ugP)

0 9 18 36
PLPr-AQ (ugP)

Dados sdo médias de trés determinacdes independentes + desvio padréo. As atividades das enzimas
ou extratos intestinais na auséncia de PL-AQs foram consideradas 100% de atividade. Ensaios

realizados em pH 7,5.
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Figura 22 — Desenvolvimento de larvas de D. plexippus alimentadas com dieta artificial contendo 1%
de PLCp-AQ (o), PLCg-AQ (A) e PLPr-AQ (0) e dieta controle (o)

1

0.8 A

0.6 ~

Massa (g)

0.4 ~

0.2

0 T T T
1 2 3 4 5

Dias

As massas das larvas foram medidas por 4 dias, o primeiro dia corresponde o dia zero. Cada ponto
representa a media + 0 desvio padrdo de 6 larvas.

A atividade proteolitica da papaina, tripsina e fracbes PL foram avaliadas
apos incubacdo por 30 minutos com EI-AQs, utilizando azocaseina e BANA como
substratos. A atividade da papaina foi drasticamente reduzida por EIDp-AQ e EIPt-
AQ, independente do substrato utilizado (Figura 23). A atividade da tripsina foi
semelhantemente reduzida por ambos os extratos intestinais, no entanto, apenas
guando BANA foi utilizado como substrato (Figura 23). Estes resultados indicam a
presenca de atividade inibidora de proteases cisteinicas e serinicas nos tratos

digestorios de P. tetrio e D. plexippus.

O EIDp-AQ inibiu discretamente a atividade proteolitica das trés fracdes PL,
independente do substrato. Com excecdo da atividade de PLCp sobre o substrato
BANA, a qual aumentou cerca de 300% quando pré-incubada com EIDp-AQ. EIPt-
AQ praticamente néo inibiu a atividade proteolitica de sua planta hospedeira (PLPr),
mas drasticamente inibiu a protedlise de PLCg e PLCp sobre ambos os substratos.
Excetuando a protedlise de PLCp sobre o BANA, a qual aumentou
aproximadamente 350% quando pré-incubada com a menor aliquota de EIPt-AQ (10
ul correspondendo a 18 ug de proteina), no entanto foi reduzida a 54% pela maior

aliquota utilizada (30 pl correspondendo a 54 pg de proteina).
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O efeito de EIPt-AQ sobre a atividade das isoformas de proteases cisteinicas
purificadas do latex de C. procera - PCCp - (Figura 24) foi semelhante ao seu efeito
sobre a atividade proteolitica de PLCp (Figura 23). A atividade de PCCp foi reduzida
a 50% por EIDp, confirmando que no trato digestério de larvas de D. plexippus ha
atividade inibidora de proteases de sua planta hospedeira.

Este conjunto de resultados indica que no intestino de ambas as larvas ha
atividade inibidora das proteases de latex, no entanto apenas em D. plexippus foi

evidenciado que tal inibigdo pode influenciar na relagdo com a planta hospedeira.

Figura 23 — Efeito de EIDp-AQ e EIPt-AQ sobre a atividade proteolitica de PLCp (0), PLCg (©), PLPr
(A), papaina (#) e tripsina (m).
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Dados sdo médias de trés determinac¢des independentes + desvio padrdo. Os ensaios foram
conduzidos em pH 7,5. A atividade das proteases na auséncia dos extratos intestinais aquecidos
foram consideradas 100%.
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Figura 24 — Inibicédo de proteases purificadas do latex de C. procera (PCCp m) por EIDp-AQ e EIPt-AQ
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Dados sdo médias de trés determinacdes independentes *+ desvio padrdo. Os ensaios foram
conduzidos em pH 7,5. A atividade das proteases na auséncia dos extratos intestinais aquecidos
foram consideradas 100%.

5.7 Andlise das proteinas da membrana peritréfica (MP) de D. plexippus

Para analisar as proteinas da MP de D. plexippus foi necessario desenvolver
um meétodo adequado de extracdo de proteinas da membrana, neste contexto
diferentes solucdes de extracdo foram utilizadas: PBS (50 mM e pH 7,5), SDS 2%,
SDS 2% e B-mercaptoetanol 5%, Ureia 6 M e 4cido acético 50 mM. A eletroforese da
Figura 25 mostra as proteinas extraidas por cada solucdo. Tris-HCl e Ureia 3 M
extrairam a menor variedade de proteinas. Acido acético extraiu variadas proteinas
com massas moleculares aparentes entre 45 e 20,1 KDa, no entanto, ndo extraiu
eficientemente uma banda proteica abundante, com massa molecular aparente de
97 KDa. SDS extraiu eficientemente esta banda proteica e SDS adicionado de [3-
mercaptoetanol a extraiu melhor ainda, além de uma variedade de proteinas com
massas moleculares aparentes entre 66 e 30 KDa. Dessa forma, foi estabelecido o
seguinte método de extracdo de proteinas da MP para aplicacdo em eletroforeses:
incubacdo da MP com tampé&o de amostra contendo Tris—HCI 0,0625 M (pH 6,8),
SDS 2%, pP—mercaptoetanol 5% e tracos de azul de bromofenol, seguido de
maceracgao, aquecimento a 95 °C, agitacéo (30 minutos) e centrifugagéo (10 000 x g
por 10 minutos). O sobrenadante resultante foi o material utilizado nas subsequentes

eletroforeses das proteinas da MP.
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Figura 25 — Extracéo de proteinas da MP de D. plexippus (5° estagio larval de desenvolvimento)
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Legenda: extracdo de proteinas da MP por — 1 —tamp&o PBS pH 7,5; 2 - SDS 2%; 3 - SDS 2% e -

mercaptoetanol 5%; 4 — Ureia 6 M e 5 - &cido acético 50 mM. MM: marcador de massa molecular.

A revelacdo das proteinas da MP com solucéo de Schiff revelou que a banda

proteica com massa molecular aparente de 97 KDa € uma glicoproteina (Figura 26).

Figura 26 - SDS-PAGE da MP de D. plexippus com revelagéo de glicoproteinas

KDa MM 1 1 2 3
- »

97,0 1

66,0+ .

45,0

30,0[ e

20,1.

14,4]

Legenda: 1 - controle positivo (ribonuclease); 2 — controle negativo (CFL); 3 — MP de D. plexippus.
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As proteinas da MP foram extraidas do gel de eletroforese (Figura 27) e
digeridas com tripsina, seguido de analise em Espectrometro de Massas. Os
resultados da analise foram submetidos a pesquisa em banco de dados (NCBI).
Através da qual se constatou que a proteina mais abundante da MP € uma mucina
intestinal de inseto (IIM) (Figura 27 e Tabela 4). Além desta foram identificadas:
actina, lipase inativa e precursor de protease serinica (Tabela 4).

Figura 27 - Proteinas da MP de D. plexippus (5° estagio)
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Legenda: MM — marcador de massa molecular; MP — membrana peritréfica de D. plexippus.



Tabela 4 - Proteinas identificadas da MP de D. plexippus (5° estagio)

Teorico
o| Massa Sequencia de todos os peptideos o .
*N molecular | PI Score q identificados PEp ID (NCBI) Descrigcéo da proteina
(kDa)
1 344 53 129 QCPATLHFNR, _ Mucina intestinal de inseto [D.
' ' VIQVCDWPINAGCAK 0i|357614978 plexippus]
SYELPDGQVITIGNER,
6 42.2 53 284 DLYANTVLSGSTTMYPGIADR, 0i|525328813 actina-4 [Bombyx mori]
EITALAPSTMK
7 30.3 57 112 DVVFHLFTR, VIASFIDLLDSR 0i|357628137 lipase inativa [D. plexippus]
QSVCGASLISNSR, .
11 293 93 294 YADNSGVSTSLR, gil357610912 Precursor de protease serinica
HVNLQVITNDVCR, VTSFNSWIR [D. plexippus]
12 293 93 57 YADNSGVSTSLR 0i|357610912 prec“rso[rDO_'epg;fpaj; serinica
SVCGASLISNSR, . recursor de protease serinica
13 293 93 147 % A DNSGUSTSLR gi|357610912 P 0. p}% Xippus]
14 29.3 93 147 YADNSGVSTSLR, gil357610912 precursor de protease serinica

TYGSTIIASNICVATPNGR

[D. plexippus]

*Refere-se ao nimero da banda proteica da eletroforese localizada na Figura 27. A identificacdo das proteinas foi realizada através pesquisa em banco de

dados (NCBI) utilizando o programa do Mascot (Matrix Science Ltd., London, UK, http://www.matrixscience.com).
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5.8 Efeito de proteinas de latex sobre a MP de D. plexippus

O efeito das fracdes PLs sobre a degradacdo das proteinas da MP foi
avaliado in vivo. Para tanto, as fracdes PL foram adicionadas a dieta artificial
ofertada as larvas (5° estagio) durante trés dias, ap0s este periodo as MPs foram
extraidas e suas proteinas foram analisadas por eletroforese. As proteases das
fracbes PL, de modo geral, ndo degradaram as proteinas da MP, incluindo a
proteina mais abundante, a IIM (97 KDa) (Figura 28). Fato que concorda com o bom
desenvolvimento das larvas alimentadas com dieta artificial contendo as fracdes PL
(Figura 17). Discretas alteracGes foram constatadas nas bandas proteicas apontadas

pelas setas, denotando sua possivel digestédo parcial por PLCp, PLCg e PLPr.
Figura 28 — Andlise in vivo da degradacéo de proteinas da MP de D. plexippus pelas fragcdes PLs
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Legenda: MP de larvas alimentadas com dieta artificial controle (1) e contendo PLCp 1% (2), PLCg
1% (3) ou PLPr 1% (4).

Inicialmente foi avaliado se proteases purificadas do tipo cisteinica (papaina)
e serinica (tripsina e quimotripsina) sdo capazes de degradar as proteinas da MP (in
vitro), nas condi¢cfes adequadas para cada enzima. Dentre as proteases serinicas, a

guimotripsina, de maneira geral, ndo degradou as proteinas da MP, enquanto que a
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tripsina apresentou extensiva degradacao (Figura 28). Semelhantemente, a papaina
degradou as proteinas da MP, no entanto, a IIM (97 KDa) foi apenas parcialmente

digerida (Figura 28).

Figura 28 - Analise da degradacéo de proteinas da MP por proteases serinicas e cisteinicas.

KDa MM 1 2 3 4 5 MM 6 7 8
== —
97,0 97,0| —
66,0
45,0 66,0 @
30,0
C— e
— 300 -
20,1 -—
-
14,4| w 201
| —
14,4 > ‘
[ S — 00000 |

Legenda: 1 - MP incubada com tampao tris-HCI pH 8,0 (controle); 2 — MP + tripsina (1,5 mg/mL); 3 —
MP + quimotripsina (1,5 mg/mL); 6 — MP incubada com tampé&o fosfato de sddio pH 6,0 contendo DTT
(3 mM) e EDTA (2 mM) (controle); 7 - MP + papaina (0,1 mg/mL). Solu¢cées de Tripsina,
Quimotripsina e papaina foram isoladamente analisadas por eletroforese, correspondendo a 4, 5 e 8,

respectivamente.

A suscetibilidade das proteinas da MP a degradacéo por proteases de fluidos
laticiferos foi avaliada in vitro. A IIM (97 KDa) foi parcialmente digerida pelas
proteases presentes nas fragdes PL, enquanto que outras proteinas da MP foram de

modo geral degradadas (Figura 29).
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Figura 29 — Analise da degradacao das proteinas da MP de D. plexippus pelas fragbes PLs
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Legenda: 1 - MP incubada com tampé&o fosfato de sédio pH 6,0 contendo DTT (3 mM) e EDTA (2 mM)
(controle); 2 — MP + PLCp (1 mg/mL); 3 — MP + PLCg (1 mg/mL); 4 — MP PLPr (1 mg/mL). Solu¢bes
de PLCp, PLCg e PLPr foram isoladamente analisadas por eletroforese correspondendo a 5, 6 e 7,
respectivamente.

As proteases purificadas de C. procera (PCCpl, 2 e 3) degradaram algumas
proteinas da MP (apontadas pela seta na Figura 30). Enquanto que a |[IM (97 KDa) e
as bandas com massa molecular aparente préximo de 30 KDa nédo foram
degradadas. No entanto, quando a MP foi pré-incubada com PL-PIl (fracédo
cromatografica de C. procera rica em atividade quitinolitica), houve uma discreta
degradacdo IIM pelas PCCps (figura 30; linhas 5, 6 e 7), sugerindo que ha um
sinergismo entre quitinases e proteases. Um controle foi feito incubando a MP
apenas com PL-PI (Figura 30; linha 8), no qual verifica-se a ndo degradacao das

proteinas da MP, tendo em vista que PL-PIl ndo apresenta atividade proteolitica.
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Figura 30 - Andlise da degradacéo das proteinas da MP de D. plexippus por PCCpl, 2 e 3.
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Legenda: 1 - MP incubada com tampé&o fosfato de sédio pH 6,0 contendo DTT (3 mM) e EDTA (2 mM)
(controle); 2 — MP + PCCp1 (1 mg/mL); 3 — MP + PCCp2 (1 mg/mL); 4 — MP + PCCp3 (1 mg/mL); 5 -
MP + PL-PI (1 mg/mL) + PCCp1l (1 mg/mL); 6 - MP + PL-PI (1 mg/mL) + PCCp2 (1 mg/mL); 7 - MP +
PL-PI (1 mg/mL) + PCCp3 (1 mg/mL) e 8 - MP + PL-PI (1 mg/mL). Solu¢des de PCCpl, 2 e 3 foram
isoladamente analisadas por eletroforese, correspondendo a 9, 10 e 11, respectivamente.

Os efeitos dos PLs e da mistura das PCCps (PCCp-1, PCCp-2 e PCCp-3)
sobre a MP foram analisados através de microscopia de forca atdmica. As imagens
foram geradas em diferentes escalas: 50 um (Figura 31), 30 um (Figura 32), 20 um
(Figura 33) e 10 um (Figura 34). As imagens tridimensionais (3D) das MPs tratadas
com PLCp, PCCps, PLCg e PLPr apresentam areas escuras que possivelmente sao
os danos causados a membrana pelas enzimas do latex. As representacdes da
altura do relevo das imagens também ressaltam as depressdes (areas pretas
denotam O pm de altura) formadas nas MPs tratadas com as amostras. As medidas
de rugosidades das MPs tratadas com PLs e PCCps sdo elevadas quando
comparadas a MP controle. Por exemplo, nas imagens com escala de 50 pum
observa-se que a rugosidade da MP controle € 0,582 um, valor bem menor do que 0
valor da rugosidade das MPs tratadas com PLCp (2,945 um), PCCps (1,800 pm),
PLCg (1,427 pum) e PLPr (1,342 um).



Figura 31 — Imagens de Microscopia de Forca Atdmica (AFM) de MPs de D. plexippus (5° estagio larval) tratadas com PLs e PCCps (escala 50 pum).

Controle MP + PLCp MP + PCCp MP + PLCg MP + PLPr

Height

86

| Rugosidade | 0,452 um [ 2,942 pm

Legenda: 3D - imagens tridimensionais; AL — representacéo da altura da imagem.



Figura 32 — Imagens de AFM de MP de D. plexippus (5° estagio larval) tratadas com PLs e PCCps (escala 30 pm).

Controle MP + PLCp MP + PCCp MP + PLCg

Height

MP + PLPr

Height

¢
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| Rugosidade | 0,580 um [ 1,513 pm

Legenda: 3D — imagens tridimensionais; AL — representacéo da altura da imagem.



Figura 33 — Imagens de AFM de MP de D. plexippus (5° estagio larval) tratadas com PLs e PCCps (escala 20 um).

Controle MP + PLCp MP + PCCp MP + PLCg

MP + PLPr
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| Rugosidade | 0,480 um [ 1,634 pm

Legenda: 3D — imagens tridimensionais; AL — representa¢do da altura da imagem.




Figura 34 — Imagens de AFM de MP de D. plexippus (5° estagio larval) tratadas com PLs e PCCps (escala 10 pm).

Controle MP + PLCp MP + PCCp MP + PLCg

Height Height

MP + PLPr
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| Rugosidade | 0,235 um [ 1,018 um | 0,232 pm

Legenda: 3D — imagens tridimensionais; AL — representacéo da altura da imagem.
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6 DISCUSSAO

O latex vegetal é produzido e estocado em sistemas de canais formados por
células altamente especializadas, os laticiferos (LEWINSOHN; VASCONCELLOS-
NETO, 2000). Uma caracteristica marcante destes fluidos é a presenca de sistemas
proteoliticos complexos (AGRAWAL; KONNO, 2009). Muitos estudos relatam que
proteinas de defesa contra insetos e fungos sdo encontradas em latex (KONNO,
2011). No entanto, alguns insetos sobrepdem esta defesa e alimentam-se de plantas
laticiferas (KONNO, 2011). As bases bioquimicas da resisténcia de insetos as

proteinas defensivas do latex ainda ndo sdo amplamente elucidadas.

Na relacé@o entre plantas laticiferas e insetos, o confronto entre proteases de
ambos € crucial para determinar resisténcia ou suscetibilidade. Neste contexto, é
essencial estudar o sistema proteolitico de latex e do trato digestoério de insetos que
se alimentam de plantas laticiferas. No presente trabalho ambos os sistemas
proteoliticos foram estudados na tentativa de elucidar aspectos importantes da
sobreposicao da defesa vegetal por lagartas especialistas em plantas laticiferas.

A caracterizacdo da atividade proteolitica do extrato intestinal de P. tetrio
revelou similaridades com outras espécies de larvas da ordem Lepidoptera. Em pHs
abaixo de 7,0 a atividade proteolitica do extrato intestinal € praticamente nula e o pH
Otimo desta atividade € alcalino. As proteases do extrato intestinal degradaram
substratos especificos de proteases serinicas (BANA e BApNA) e foram inibidas por
PMSF, evidenciando que sédo predominantemente proteases do tipo serinica. Estas
caracteristicas sao comumente verificadas em larvas da ordem Lepidoptera
(CHRISTELLE et al., 1992; CHOUGULEA et al., 2008), inclusive em outra larva
especialista em plantas laticiferas, D. plexippus (PEREIRA et al., 2010). No entanto,
diferentemente de P. tetrio, a atividade proteolitica do extrato intestinal de D.
plexippus foi inibida por E-64, fato que denota uma diferengca na composi¢cdo da
mistura de proteases intestinais entre ambas as espécies especialistas em plantas
laticiferas (PEREIRA et al., 2010).

A atividade proteolitica foi fortemente dependente da temperatura, sendo que

0 maximo de atividade foi detectado na temperatura de 37 °C. Quando 0 extrato
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intestinal foi aquecido a 60 °C por 15 minutos perdeu completamente a atividade
proteolitica. Estes resultados foram similares aos reportados para outras espécies
de Lepidoptera, como D. plexippus e Anticarsia gemmatalis (PEREIRA et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2005).

Em ensaios in vitro, as enzimas digestivas de P. tetrio foram habeis em digerir
a fracéo proteica do latex de sua planta hospedeira (P. rubra - PLPr) e de C. procera
(PLCp) em poucos instantes, além de digerir parcialmente as proteinas do latex de
Cr. grandiflora (PLCg). Do mesmo modo, D. plexippus foi capaz de digerir
rapidamente a fracao proteica do latex de sua planta hospedeira (C. procera) e de
plantas ndo hospedeiras (P. rubra e Cr. grandiflora) (PEREIRA et al., 2010). A
habilidade de digerir prontamente as proteinas do latex pode explicar, pelo menos
em parte, como estes insetos sobrepdem a acao defensiva que as proteinas do latex

desempenham na planta.

Os resultados de digestibilidade realizados in vitro levam a questionar se
ambas as larvas estudadas desenvolvem-se adequadamente em dietas contendo as
frac6es PL. Devido a ndo adaptacao de P. tetrio as condi¢des de laboratorio, este
guestionamento foi respondido apenas para larvas de D. plexippus. As quais se
desenvolveram plenamente em dieta artificial contendo 1% de PLCg ou PLPr. De
acordo com estudos anteriores, esta larva também se desenvolve adequadamente
em dieta artificial contendo até 5% de PLCp (PEREIRA et al., 2010). Além disso,
constatou-se que quanto maior a quantidade de PLCp adicionada a dieta, melhor é o
desenvolvimento das larvas. Estes resultados evidenciam a habilidade desta larva
especialista em sobrepor a toxicidade das proteinas do latex, além do

aproveitamento das proteinas laticiferas no seu desenvolvimento.

Por outro lado, a fracdo PL de C. procera é deletéria as larvas de Dysdercus
peruvianus (Hemiptera: Pirrocoridae) e Callosobruchus maculatus (Coleoptera:
Bruchidae) em doses de 1% e 0,1%, respectivamente (RAMOS et al., 2007, 2010).
A fragcdo PL de C. procera néo foi digerida pelo extrato intestinal destes insetos em
ensaios in vitro, mesmo apdés 24 horas de incubacdo. Pelo contrario, PL foi
altamente eficiente em digerir as proteinas do extrato intestinal destes insetos em
poucos minutos. Portanto, a acao inseticida de PLCp pode ser resultado de uma

eficiente degradacdo das proteinas intestinais destes insetos pelas proteases
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presentes neste fluido laticifero, as quais sdo predominantemente do tipo cisteinica
(FREITAS et al., 2007).

Assim, a analise dos resultados obtidos nos ensaios de digestao de proteinas
laticiferas por insetos suscetiveis, D. peruvianus e C. maculatus, e resistentes a
toxicidade do latex, P. tetrio e D. plexippus, evidencia que a habilidade das
proteases intestinais em prontamente digerir as proteinas do latex determina a regra

de resisténcia das larvas especialistas.

Estudos anteriores avaliaram o efeito de PLCp sobre duas larvas da ordem
Lepidoptera que sao generalistas e ndo predadoras de plantas laticiferas, Anticarsia
gemmatalis e Spodoptera frugiperda, ambas da familia Noctuidae. A fracdo PLCp
(0,1%) é deletéria as larvas de A. gemmatalis, mas ndo as larvas de S. frugiperda
(RAMOS et al., 2007). Portanto, larvas (Lepidoptera) ndo especialistas em plantas
laticiferas podem também ser resistentes as proteinas de defesa do latex. No

entanto, esta resisténcia parece nao ser inerente a todas as larvas generalistas.

No contexto do estudo de resisténcia de lagartas as proteinas do latex, é
essencial avaliar aspectos dos sistemas proteoliticos de ambas as partes. Desta
forma, algumas etapas deste trabalho incluem a utilizagéo de proteases isoladas do
latex de C. procera. As trés proteases utilizadas foram isoladas de acordo com
protocolo previamente estabelecido por Ramos e colaboradores (2013). Ainda neste
trabalho algumas caracteristicas destas proteases foram determinadas. A analise
por espectrometria de massas determinou que as massas moleculares das trés
proteases sao muito préximas (PCCp-1 = 26,213, PCCp-2 = 26,133 e PCCp-3 =
25,086 Da), evidenciando que sao isoformas. Em adi¢cédo, as sequéncias da regiao
N-terminal sdo idénticas, confirmando o que havia sido evidenciado. A comparacéo
de algumas caracteristicas das PCCps com outras proteases anteriormente isoladas
do latex de C. procera evidenciou que de fato sdo proteases distintas. As PCCps
possuem massa molecular, sequéncia N-terminal, pH e temperatura Otimas
diferentes de proceraina e proceraina B (RAMOS et al., 2010; DUBEY;
JAGANNADHAM, 2003; SING et al., 2011).

No presente trabalho foram determinadas algumas caracteristicas das PCCps

qgue ainda ndo haviam sido analisadas. Os pontos isoelétricos das PCCps variaram
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entre 7,5 e 8,9. Estes pontos isoelétricos sdo semelhantes aos obtidos por outras
proteases cisteinicas de latex, como a Ervatamina A (pl = 8,4) e Araujiaina hll (pl =
8,9) (NALLAMSETTY et al., 2002; OBREGON et al., 2001). Entretanto, diferem
acentuadamente do ponto isoelétrico de uma variedade de proteases laticiferas,
como Asclepaina cll (pl >9,3) (LIGGIERI et al.,, 2009), Araujiaina hl. (pl = 9,3)
(OBREGON et al., 2001), Araujiaina hlll (pl = 10,5) (OBREGON et al., 2001),
Asclepaina f (pl = 9,3) (TREJO et al., 2001), funastraina cll (pl = 9,3) (MORCELLE et
al., 2004) e Morrenaima bl, bll, ol e Oll (todas com pl = 9,3) (VAIRO et al., 2001 e
2003). Os pontos isoelétrico das PCCps também diferem da proceraina (pl = 9,3) e
proceraina b (pl = 9,52), reforcando que as PCCps sdo proteases distintas das
proteases anteriormente isoladas do latex de C. procera (DUBEY;
JAGANNADHAM, 2003; SINGH et al., 2011).

A presenca de carboidratos na estrutura das PCCps ainda néo havia sido
avaliada e foi determinada no presente trabalho. Através da revelacdo das PCCps
com solucédo de Schiff, estas proteases foram caracterizadas como glicoproteinas.
Esta caracteristica também é encontrada em outras proteases cisteinicas e também
em proteases da classe serinica (OTTO; SCHIRMEISTER, 1997; RAJESH et al.,
2006). A vantagem biolégica da presenca de tais por¢Bes de carboidratos em
proteases ndo é completamente entendida. Em uma protease serinica isolada do
latex de Euphorbia mili, a porcdo de carboidrato parece ser importante para
atividade desta protease, tendo em vista que a sua deglicosilacdo acarretou em falta
de atividade proteolitica (Subhash et al., 2006). Carboidratos em glicoproteinas
apresentam conhecidas funcBes como estabilizacdo das proteinas, protecdo da

degradacdo, controle da solubilidade e transporte no interior das células.

Um questionamento importante é induzido quando se analisa o confronto
entre os sistemas proteoliticos de latex e intestino de larvas especialistas: uma
possivel inibicdo de proteases proveniente de ambos os sistemas bioldgicos poderia
ter alguma influéncia neste confronto? Esta questdo foi investigada no presente
trabalho. Para tanto, a fracdo PL de trés espécies vegetais (C. procera, Cr.
grandiflora e P. rubra) e os extratos intestinais de duas larvas especialistas (P. tetrio
e D. plexippus) foram aquecidos com o intuito de eliminar as atividades proteoliticas

enddgenas e entdo avaliar a atividade inibidora de proteases.
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A presenca de inibidores de proteases proveniente das fracdes PLs
aquecidas (PL-AQs) foi inicialmente avaliada contra proteases purificadas (papaina
e tripsina), introduzidas como controle. Em seguida, foi avaliado se as fracdes PL-
AQ inibem a atividade proteolitica dos homogenatos intestinais ndo aquecidos (P.
tetrio e D. plexippus). Os ensaios de inibicdo foram realizados utilizando-se os
substratos azocaseina e BApNA. Quando azocaseina foi utilizada como substrato,
as fracbes PL-AQ praticamente ndo apresentaram inibicdo, ao contrario do ocorrido
com o substrato sintético BApNA. De maneira geral, a hidrdlise sobre a azocaseina
foi frequentemente mais acentuada. A estrutura da azocaseina é mais semelhante a
estrutura do substrato natural das proteases, quando comparada ao substrato
sintético. Isto pode explicar sua acentuada hidrolise e a falta de inibicdo das fracdes
PL-AQ. Além disso, como a azocaseina € um substrato inespecifico e os sistemas
proteoliticos dos homogenatos intestinais sdo complexos, a inibicdo de uma
protease pode ser mascarada pela atividade de outras proteases presentes no

intestino.

As fracdes proteicas de C. procera (PLCp-AQ) e Cr. grandiflora (PLCg-AQ)
reduziram atividade da papaina sobre o BApNA para 45 e 13%, respectivamente. A
inibicdo da papaina por PLCp-AQ foi meramente confirmada, desde que j& havia
sido reportada (RAMOS et al., 2010). Enquanto que a constatacdao da presenca de
inibidor de protease cisteinica no latex de Cr. grandiflora constitui um interessante
dado ainda nao relatado nesta espécie. Inibidores de proteases cisteinicas séo
comumente relatados em fluidos laticiferos (MOUSSAQUI et al., 2001; BANGRAK;
CHOTIGEAT, 2010).

E conhecido que em fluidos laticiferos os inibidores de proteases cisteinicas
possuem a funcdo de controle endégeno de proteases, como 0s inibidores da
papaina isolados do latex de Carica papaya (MONTI et al., 2000; 2004). Entretanto,
esta funcdo endogena dos inibidores de fluidos laticiferos esta fora do escopo do
presente estudo. Além desta funcéo, estes inibidores provenientes de latex também
estdo relacionados a atividade inseticida, como observado na atividade inseticida de
PLCp contra larvas de C. maculatus, as quais apresentam proteases intestinais

predominantemente cisteinicas (RAMOS et al., 2010).
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A atividade da tripsina foi pouco reduzida por PLCp-AQ e PLCg-AQ,
resultando em 63 e 81% de atividade remanescente, respectivamente. A tripsina nao
foi inibida por PLPr-AQ. A despeito disso, inibidores de tripsina foram detectados em
outros fluidos laticiferos, como o de C. papaya e Hevea brasiliensis (AZARCAN et
al., 2004; SRITANYARAT et al., 2006). Inclusive, ha evidéncias do envolvimento
destes inibidores de tripsina na defesa vegetal, como o aumento nos niveis de
inibidores quando a planta é danificada varias vezes para retirada de latex
(SRITANYARAT et al., 2006; AZARKAN et al., 2004). Tais informagdes indicam que
inibidores de proteases serinicas de fluidos laticiferos podem agir como moléculas

de defesa vegetal.

Apesar das fracdes PL-AQs apresentarem reduzida inibicdo de uma protease
serinica (tripsina), estas fracfes inibiram extensivamente as proteases serinicas do
intestino de P. tetrio e D. plexippus. Estes resultados sugerem que as plantas
hospedeiras possuem estratégias de combate aos predadores e conduzem a uma
pergunta: porque estes inibidores séo incapazes de defender as plantas dos ataques
das lagartas? Uma possivel resposta poderia ser a baixa concentracdo destes
inibidores no latex nas condi¢cbes naturais. No entanto, larvas de D. plexippus se
desenvolveram plenamente quando alimentadas com dieta artificial contendo 1%
das fracdes PL-AQs, as quais supostamente apresentam uma concentracdo de
inibidor bem maior daquela naturalmente apresentada pelos fluidos laticiferos. Neste
contexto, um aspecto que deve ser considerado € a adaptacdo das larvas aos
inibidores, a qual ocorre através do aumento da producdo de proteases intestinais
ndo suscetiveis a inibicdo. Trabalhos relatam o fato de inibidores de proteases
vegetais inibirem as proteases de insetos em ensaios in vitro e in vivo nao
apresentam efeito algum no desenvolvimento do mesmo (BRIOSCHI et al., 2007;
PAULILLO et al.,, 2000). Portanto, a resisténcia das larvas de D. plexippus aos
inibidores das fragbes PL-AQs observada no bioensaio, pode ser resultado do

aumento de expressao de proteases ndo suscetiveis a inibicao.

Ainda sobre esta questdo, é importante ressaltar o fato de que os
experimentos in vitro ndo reproduzem adequadamente as condi¢gdes in vivo. O meio
bioldgico inclui outros parametros quimicos/bioquimicos que néo foram reproduzidos
no presente estudo. Portanto, uma visao geral destes resultados deve ser vista com

reserva. Considerando todos os aspectos discutidos para esta questdo, € concluido
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gue embora inibidores de proteases ocorram no latex de C. procera, Cr. grandiflora e

P. rubra, eles ndo previnem o ataque de lagartas as folhas.

A atividade inibidora de protease também foi detectada nos extratos
intestinais aquecidos de D. plexippus (EIDp-AQ) e P. tetrio (EIPt-AQ). Os extratos
intestinais aquecidos (EI-AQ) inibiram quase que completamente a atividade da
tripsina principalmente quando BANA foi utilizado como substrato. Estudos prévios
demonstraram a existéncia de inibidores de proteases serinicas em diferentes
localizacBes nos insetos, como hemolinfa, gbnadas e intestino (SCHOOFS; SALZET,
2002; ENGELMAN; GERAERTS, 1980). Estudos sobre estes inibidores de
proteases revelaram que provavelmente estejam envolvidos em processos
fisiolégicos em que cascatas proteoliticas necessitem ser reguladas (SCHOOFS;
SALZET, 2002; GUBB et al., 2010). Por outro lado, h& evidéncias de que inibidores
de proteases de insetos podem estar relacionados com a defesa do animal. Este é o
caso dos inibidores de proteases de Bombyx mori, 0s quais inibem as enzimas de
fungos (EGUCH, 1993).

Os EI-AQs também inibiram acentuadamente a atividade da papaina,
independente do substrato utilizado. Em experimentos semelhantes aos realizados
aqui, Li e colaboradores (2009) também evidenciaram atividade inibidora de papaina
no fluido digestivo aquecido de Trichoplisia ni, Helicoverpa zea e Heliothis virescens.
No entanto, este trabalho discute a natureza desta atividade de inibicdo. A atividade
de protease do tipo cisteinica requer o grupo tiol do residuo de cisteina do centro
catalitico, portanto, a oxidacdo deste grupo resulta em diminuicdo da atividade.
Assim pode ser que a inibicdo da papaina seja resultante da oxidacao do grupo tiol
no sitio catalitico por oxidantes reativos provenientes do intestino das larvas. De
fato, o intestino de algumas larvas possuem condi¢des altamente oxidantes, como é
0 caso das condic¢des intestinais de larvas de D. plexippus (APPEL; MARTIN, 1990).
Sobre P. tetrio ndo ha registros na literatura quanto a este aspecto. Tentativas de
identificar o inibidor nos fluidos digestivos através de espectrometria de massas e
pesquisa em banco de dados falharam (dados ndo mostrados). Portanto, conclui-se
gue os intestinos de D. plexippus e P. tetrio possuem atividade inibidora de
proteases cisteinicas, no entanto, a natureza desta atividade necessita ser

esclarecida.
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De modo geral, os EI-AQs inibiram as atividades proteoliticas das fraces PL,
no entanto o extrato intestinal de D. plexippus (EIDp-AQ) apresentou menor inibicao.
Interessantemente, o extrato intestinal de P. tetrio (EIPt-AQ) néo inibiu a atividade
proteolitica de sua planta hospedeira (P. rubra). Entretanto EIDp-AQ, inibiu
fracamente (35%) a atividade proteolitica de sua planta hospedeira (C. procera)
quando azocaseina foi utilizada como substrato. Apesar disso, nestas mesmas
condicles, este extrato intestinal reduziu a 50% a atividade proteolitica de proteases
cisteinicas isoladas do latex de C. procera (PCCps). Este resultado confirma que o
EIDp-AQ inibe as proteases de sua planta hospedeira. Portanto conclui-se que
apesar de os EI-AQs inibirem a atividade proteolitica dos fluidos laticiferos, esta
inibicdo influencia na relagdo com a planta hospedeira apenas de D. plexippus.

Quando a fragcdo PLCp e a mistura das proteases de C. procera (PCCps)
foram incubadas com os extratos intestinais aquecidos (EI-AQs), apresentam um
exacerbado aumento na atividade proteolitica sobre o BANA. Estes experimentos
foram repetidos trés vezes e todas apresentaram o mesmo resultado. Apesar de ser

dificil explicar este fato, fica claro que ndo hé inibicdo nesta situacao.

Trichoplusia ni (Lepidoptera) na fase larval pode se alimentar de pelo menos
160 plantas de uma variedade de 36 familias diferentes, algumas das quais séo
plantas laticiferas. O fluido digestivo desta lagarta aquecido inibe as proteases do
latex de Asclepias syriaca (LI et al., 2009). Evidenciando que esta estratégia de
sobreposicao do efeito de proteases laticiferas pode ser também utilizada por larvas
generalistas que se alimentam de plantas laticiferas. Inclusive, foi evidenciado que o
fluido digestivo aquecido desta larva protege a sua membrana peritréfica da acéo
das proteases cisteinicas do latex de A. syriaca, sendo, portanto, crucial para
sobrevivéncia da larva quando esta se alimenta da planta laticifera (LI et al., 2009).

A membrana peritréfica (MP) é uma estrutura que envolve internamente o
trato digestorio de insetos. Esta estrutura € composta basicamente de quitina e
proteinas (TERRA, 2001). A MP possui importantes fun¢des, como protecdo contra
abrasdo mecanica, organizagdo espacial das enzimas digestivas, prote¢do contra a
ingestdo de toxinas e estabelecimento de uma barreira fisica que impede a
penetracdo de patdgenos (HEGEDUS et al., 2009). Por conta destas importantes

funcdes, a degradacéo ou inibicdo da formacéo desta estrutura resulta em morte ou
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inibicdo do crescimento de insetos (ZHU et al.,, 2007; RAO et al.,, 2004). Esta

estrutura € alvo de proteases cisteinicas com acao inseticida.

As proteinas da MP podem ser classificadas em 4 classes considerando-se 0
modo como séo extraidas: as proteinas de classe 1 séo facilmente removidas da MP
por tampdes fisiologicos ou com alta forca idnica, as de classe 2 sdo aquelas
extraidas por detergentes, a classe 3 refere-se as proteinas extraidas por
desnaturantes fortes, como 6 M ureia, 6 M de guanidina-HCIl e SDS, a quarta classe
€ composta por proteinas que nao sao extraidas por desnaturantes fortes,
presumidamente, estdo covalentemente ligadas umas as outras ou a outros

componentes, como quitina ou proteoglicanos (TELLAN et al., 1999).

No presente trabalho foi realizada uma andlise das proteinas da MP de D.
plexippus. Para tanto algumas solucdes de extracdo foram avaliadas (Figura 25). O
tampao fisiologico (PBS) praticamente ndo extraiu proteinas da MP, indicando que
as proteinas de classe 1 sao minoria na MP de D. plexippus. Este resultado também
foi observado em larvas de Lucilia cuprina (TELLAN et al., 1999). Grande parte das
proteinas de MP sado consideradas da terceira classe, devido a isto duas solucdes
de extracdo de proteinas desta classe foram utilizadas, SDS e ureia. A ureia nao foi
eficiente em extrair proteinas da MP de D. plexippus, no entanto, SDS conseguiu
extrair duas bandas proteicas com massa moleculares de aproximadamente 97 KDa
e 30 KDa. Neste ponto da andlise suspeitava-se que esta banda de 97 KDa seria
uma mucina intestinal de inseto, a qual € abundante e importante na resisténcia da
MP a degradacdo por proteases (ZHANG; GUO, 2011). A suspeita foi
posteriormente comprovada na analise protedmica da MP. Uma solucdo de SDS e
B-mercaptoetanol extraiu ainda melhor esta banda proteica, além de uma variedade
de proteinas com massas moleculares aparentes entre 66 e 30 KDa. Partindo disso,
a solucao adotada para a extracao de proteinas da MP foi a que continha SDS e [3-
mercaptoetanol, tendo em vista uma eficiente extracdo de proteina, utilizando assim

o0 menor numero de larvas possivel.

A analise da presenca de glicoproteinas na MP de D. plexippus revelou que a
banda de 97 KDa € uma glicoproteina (Figura 26). Este resultado esta de acordo
com a identificacdo desta proteina como uma mucina intestinal de inseto (lIM)

(Figura 27 e Tabela 2), tendo em vista que estas proteinas séo glicosiladas (TELLAN
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et al., 1999). Esta proteina foi a mais abundantemente extraida da MP de D.
plexippus, similarmente ao ocorrido com Trichoplusia ni (LI et al., 2009). O alto grau
de glicosilacdo confere a esta proteina a capacidade de lubrificar a passagem do
bolo alimentar no intestino, além de protecdo contra digestdo por proteases
enddgenas e exdgenas (WANG; GRANADOS, 2001).

A analise protebmica da MP de D. plexippus identificou 7 proteinas, bem
menor do que o numero de proteinas identificadas na MP de Bombyx mori, da qual
foram identificadas 47 proteinas (HU et al., 2012). Além da IIM, foram identificadas
também actina, lipase inativa e precursor de protease serinica. Estas enzimas
também foram identificadas na MP de Helicoverpa armigera (CAMPBELL et al.,
2008). Enzimas digestivas agem no lumen do intestino e podem atravessar a MP,
portanto, sua deteccao aqui pode simplesmente refletir este fato, mas também ha a
proposta de que as MPs agem como suporte para imobilizar enzimas digestivas
(CAMPBELL et al., 2008).

O efeito das proteinas do latex (PL) de C. procera, Cr. grandiflora e P. rubra
sobre a MP de D. plexippus foi avaliado. Esta avaliacdo ocorreu através da analise
por eletroforese das proteinas da MP de larvas alimentadas com dieta artificial
controle e contendo as fracdes PLs. Neste ensaio in vivo observou-se a integridade
da IIM, a proteina mais abundante da MP de D. plexippus (Figura 28). Este resultado
€ coerente com o fato de as fracdes proteicas nao terem afetado o desenvolvimento
das larvas em bioensaios com dieta artificial (Figura 17). Uma discreta alteracéo foi
observada em outras duas bandas proteicas (Figura 28), denotando parcial digestao
de ambas. No entanto, este fato ndo afetou o desenvolvimento das larvas (Figura
17). A suposicdo de que a integridade da MP nao é afetada pelas enzimas dos latex
em ensaios in vivo € suportada pelo pleno desenvolvimento das larvas alimentadas

com as fragOes PL (Figura 17).

Estes experimentos ressaltam que a MP de D. plexippus é resistente a
degradacdo por enzimas do latex de sua planta hospedeira e também de plantas
ndo hospedeiras. Fato que denota a plena adaptacdo desta larva as defesas do

latex.
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Em adicdo, a degradacdo das proteinas da MP foi avaliada também in vitro.
Inicialmente esta analise foi realizada com proteases purificadas do tipo serinica
(tripsina e quimotripsina) e cisteinica (papaina). A analise da degradacdo por
proteases serinicas revelou, interessantemente, que a tripsina degrada as proteinas
da MP, enquanto que a quimotripsina n&do. Estes resultados diferem dos obtidos com
Trichoplusia ni (Lepidoptera), nos quais ambas as proteases ndo degradaram as
proteinas da MP desta larva (LI et al., 2009). Em adicdo, proteases serinicas
também néo alteraram a permeabilidade da MP de Spodoptera frugiperda, indicando
gue ndo causam danos a esta estrutura (MOHAN et al., 2006). A resisténcia das
proteinas da MP de insetos da ordem Lepidoptera as proteases serinicas é
esperada, visto que as proteases intestinais das larvas desta ordem sé&o
predominantemente do tipo serinica. Esta resisténcia € conferida por caracteristicas
préprias das proteinas da MP, como glicosilagéo, ligacao a quitina e a falta de sitios
de clivagem para proteases serinicas (tripsina e quimotripsina) em regides expostas
(n&o ligantes a quitina) (WANG; GRANADOS, 2001; WANG et al., 2004).

Por outro lado, proteases cisteinicas podem agir como moléculas de defesa
contra insetos através da degradacdo de suas MPs. Por exemplo, a protease
cisteinica (Mirl-CP) de Zea mays, a qual € induzida no local de alimentacdo de
Spodoptera frugiperda, aumenta a permeabilidade da MP deste inseto, bem como
de Helicoverpa zea e D. plexippus (MOHAN et al., 2006). Além da Mirl-CP outras
proteases cisteinicas também aumentaram a permeabilidade da MP de S.
frugiperda, como papaina, ficina e bromelaina (MOHAN et al., 2006). Analise da MP
de S. frugiperda por microscopia eletrdnica de varredura comprovou que Mirl-CP
danifica a MP desta larva (PECHAN et al., 2002).

O presente trabalho acrescenta alguns dados importantes relacionados a
degradacéo de proteinas da MP por proteases cisteinicas. A papaina degradou as
proteinas da MP de D. plexippus em ensaios in vitro, sendo que a |IM foi apenas
parcialmente digerida. Similarmente, as fracdes proteicas do latex de C. procera, Cr.
grandiflora e P. rubra degradaram as proteinas da MP desta larva, sendo que a
degradacdo da IIM ocorreu também apenas de modo parcial (Figura 29).
Intrigantemente, in vivo nenhum efeito sobre esta proteina foi observado (Figura 28),
bem como nenhuma toxicidade causada pelas fracbes PLs sobre D. plexippus
(Figura 17). A acentuada hidrolise observada in vitro pode ser explicada pela retirada
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dos componentes do ambiente intestinal, incluindo proteases e possiveis inibidores
de proteases, 0 que nao ocorreu NOS ensaios in vivo. Assim, a estrutura da MP de D.

plexippus foi vulneravel a acédo de proteases de latex apenas em condi¢des in vitro.

Li e colaboradores (2009) relataram uma completa digestao in vitro da 1IM de
Trichoplusia ni pelas proteases do latex de Asclepia siryaca, entretanto in vivo
nenhum efeito foi observado. Este trabalho evidencia que a atividade inibidora de
protease cisteinica, detectada no fluido digestivo de Trichoplusia ni, protege a MP da
degradacédo pelas proteases do latex. De acordo com os resultados obtidos no

presente trabalho, este raciocinio também pode ser aplicado a D. plexippus.

E conhecido que a ligacdo de proteinas da MP a quitina as protege da
degradacdo por proteases enddgenas e exdogenas (WANG; GRANADO, 2001). Os
fluidos laticiferos sdo complexas fontes de enzimas, podendo existir
concomitantemente proteases e quitinases, como € o caso do latex de C. procera
(RAMOS et al.,, 2007). A partir destas informacgdes, foi analisado se ha um
sinergismo entre proteases e quitinases na degradacédo das proteinas da MP de D.
plexippus. Para tanto, a MP foi primeiramente incubada com as proteases cisteinicas
isoladas do latex de C. procera (PCCp-1, PCCp-2 e PCCp-3) e avaliada a
degradacdo das proteinas da MP por eletroforese. Em seguida foi analisado se a
pré-incubacdo da MP com PL-PI, pico cromatografico de PLCp rico em quitinase,
influencia na degradacéo das proteinas da MP pelas PCCps. As PCCps degradaram
algumas proteinas da MP de D. plexippus, no entanto a proteina mais abundante
(IIM) nédo foi degradada (Figura 30). Quando a MP foi pré-incubada com PL-PI, é
perceptivel uma parcial degradacao da IIM pelas PCCps (Figura 30). Este resultado
sugere que a ligacdo da IIM a quitina, protege esta proteina contra a degradacao

pelas proteases do latex.

Mesmo na presenca de quitinases, a IIM de D. plexippus mostrou sempre
certa resisténcia a proteodlise quando comparada as [IMs de outras espécies, como a
de Trichoplisia que foi totalmente digerida por proteases cisteinicas (por exemplo,
papaina, bromelaina e proteases de fluidos laticiferos) ou a IIM de Helicoverpa
armigera (HallM86) que foi degradada pela enhacina (LI et al., 2009; ZHANG; GUO,
2011). A analise da sequéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional da 1IM de

D. plexippus pode revelar caracteristicas que expliquem tal resisténcia. Esta analise
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seria muito interessante e acrescentaria informagfes importantes em relagdo a
resisténcia desta larva as proteases cisteinicas de fluidos laticiferos, a qual é
determinante do seu sucesso em se alimentar de plantas laticiferas. Assim, 0s
resultados obtidos nos presente trabalho referentes a resisténcia da [IM de D.
plexippus sédo o ponto de partida para investigacao da influéncia desta resisténcia na

adaptacao das larvas as proteases laticiferas.

Por fim, o efeito das proteinas de fluidos laticiferos sobre a MP de D.
plexippus foi avaliado através da utilizacdo da técnica de microscopia de forga
atdbmica. Esta técnica, ainda nao utilizada com o proposito de analisar a MP, revelou-
se eficiente e de facil utilizacdo, tendo em vista que as MPs néo necessitaram de
preparo prévio como em outras técnicas de microscopia. Nas imagens geradas por
microscopia de forca atbmica ha a reproducao precisa do relevo da amostra, sendo
possivel detectar depressdes, as quais sdo bem visualizadas nas imagens que
representam a altura do relevo. Além disso, a medida da rugosidade média da
imagem proporciona dados quantitativos interessantes para comparar o efeito de

diferentes fontes de enzimas sobre a MP.

Esta analise revelou que as fracbes PL e as PCCps (mistura de PCCp-1,
PCCp-2 e PCCp-3) causam alteracbes na MP de D. plexippus em ensaios in vitro
(Figuras 31 a 34). Tanto nas imagens 3D quanto nas que representam a altura, é
possivel observar que as MPs tratadas com as fracbes PL apresentam depressfes
que podem ser resultado da acdo de enzimas dos fluidos laticiferos sobre os
componentes da MP. Os fluidos laticiferos de C. procera, C. grandiflora e P. rubra,
além de proteases cisteinicas, apresentam também consideravel atividade
quitinolitica (FREITAS et al., 2010). Assim os danos na MP observados nas imagens
de microscopia de forca atbmica podem ser resultado da acdo destes dois tipos de
enzimas. A MP tratada com as PCCps (1,800 um) apresentou menor rugosidade do
que as tratadas com PLCp (2,942 um). Este fato reflete a acdo de outras enzimas,

como quitinases, sobre a MP.

As analises realizadas no presente trabalho mostram que as enzimas de
fluidos laticiferos apresentam efeitos sobre a MP de D. plexippus. Ainda que isto
tenha sido observado apenas em ensaios in vitro, comprova que de fato tais

enzimas podem danificar esta estrutura, o que leva a questionar se este efeito sobre
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a MP esta envolvido na acdo inseticida detectada nas fragcbes proteicas de C.
procera, C. grandiflora e P. rubra. Desta forma, estes resultados abrem perspectivas
de novas pesquisas que dariam continuidade ao estudo da acdo inseticida ja

detectada no latex.
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7 CONCLUSAO

A extraordinaria capacidade dos sistemas proteoliticos das larvas
especialistas em plantas laticiferas (D. plexippus e P. tetrio) em prontamente digerir
as proteinas do latex € um dos principais fatores que favorece a sobreposi¢cdo da
defesa vegetal. No extrato intestinal de D. plexippus e P. tetrio h& atividade inibidora
de proteases cisteinicas e serinicas, no entanto, € provavel que esta atividade
influencie apenas na interacdo entre D. plexippus e sua planta hospedeira (C.
procera). Nos fluidos laticiferos de C. procera, P. rubra e C. grandiflora ha proteases
gue degradam proteinas da membrana peritrofica (MP) de D. plexippus em ensaios
in vitro. Entretanto, uma proteina da MP, identificada como mucina intestinal de
inseto, é resistente a acdo das proteases laticiferas. Outras moléculas dos fluidos
laticiferos, provavelmente quitinases, também danificam a MP de D. plexippus em
ensaios in vitro. Apesar da MP ser danificada in vitro por enzimas laticiferas, D.
plexippus sobrepde in vivo o efeito de tais enzimas. Neste contexto, é provavel que a
atividade inibidora de proteases cisteinicas detectada no intestino de D. plexippus
proteja sua MP da acdo de proteases laticiferas, no entanto, a natureza desta
inibicdo necessita ser identificada. Nos fluidos laticiferos de C. procera, C.
grandiflora e P. rubra ha inibidores de proteases que inibem (in vitro) as proteases
intestinais das larvas de D. plexippus e P. tetrio. Apesar disso, ambas as larvas
sobrepdem in vivo o efeito dos inibidores de suas plantas hospedeiras e D. plexippus

sobrepde também o efeito dos inibidores de plantas ndo hospedeiras.
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