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RESUMO

A dengue é considerada, hoje, a arbovirose mais importante do mundo, tendo distribuicao e
ressurgéncia em todos os continentes e aumento das areas de incidéncia devido as mudancas
climéticas. Um dos motivos que a torna tdo importante é auséncia de uma vacina eficaz para
0s quatro sorotipos do virus. Assim, para o controle dessa doenca é necessario que haja o
combate ao vetor, 0 mosquito Aedes aegypti. Os atuais programas de combate ao mosquito
dispdem de inseticidas sintéticos, contudo o surgimento de populacbes resistentes a esses
inseticidas representa um entrave ao combate deste mosquito. Desta forma, torna-se
necessaria a busca por novas moléculas inseticidas ou capazes de potencializar o efeito toxico
dos inseticidas atuais. Assim, o presente trabalho teve por objetivo a obtencéo de inibidores
de tripsina de sementes de Leucaena leucocephala e avaliacdo do potencial inseticida dessas
moléculas sobre as larvas do mosquito Ae. aegypti. Para isso, as proteinas presentes nas
sementes de L. leucocephala foram extraidas, fracionadas e submetidas a cromatografia de
afinidade a anidrotripsina acoplada a sepharose 4B, para a obtencdo de uma fracdo rica em
inibidores de tripsina denominada sLITi, a qual foi caracterizada bioquimicamente e utilizada
em concentracdo de 0,3 mg/mL nos ensaios de desenvolvimento das larvas do mosquito. A
caracterizacdo bioguimica do sLITi permitiu concluir que os inibidores sdo termorresistentes
(a atividade foi mantida ap6s aquecimento por 30 min. a 100 °C), apresentam consideravel
resisténcia ao agente redutor (DTT), tendo decaimento da sua atividade inibitéria frente a
tripsina apenas quando incubado com 100 mM de DTT por 120 min, o mesmo, também, é
resistente as variacGes de pH na faixa de 2 a 10. Os zimogramas reversos revelaram a
presenca de bandas proteicas com massa molecular aparente de 20 kDa. Testes bioldgicos in
vitro mostraram que o sLITi apresenta atividade inibitdria superior a 90% frente a tripsina e
70% frente ao homogenato intestinal de larvas de Ae. aegypti. Apés a realizacdo de
eletroforese bidimensional, foi possivel a visualizacdo de isoformas com pl entre 4 e 7,
aproximadamente. Esses inibidores sdo capazes de inibir as proteases de larvas de Ae. aegypti
in vivo em 56%, causando retardo no desenvolvimento e cerca de 70% de mortalidade. Assim,

o sLITi possui potencial agéo inseticida contra 0 mosquito vetor da dengue.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Leucena, inbidor de tripsina, larvicida, proteina.



ABSTRACT

Dengue fever is currently the most important arboviral disease in the world, being widely
distributed among the continents and having increased incidence areas due to climate change.
One of the reasons that makes it so important is the absence of an effective vaccine against the
four virus serotypes. So, to control this disease is necessary to fight the disease vector, the
mosquito Aedes aegypti. Nowadays, health programs use synthetic insecticides to control the
mosquito populations. However, the emergence of resistant populations to these insecticides
is an obstacle to combating this mosquito. Thus, it is necessary to search for new insecticides
or molecules capable of enhancing the toxic effect of current insecticides. The present study
aimed to obtain trypsin inhibitors from Leucaena leucocephala seeds and evaluate the
insecticidal potential of these molecules against Ae. aegypti larvae survival and development.
For this, the proteins of L. leucocephala seeds were extracted, fractionated and subjected to
anhydrotrypsin affinity chromatography to obtain a trypsin-enriched fraction (called sLITi),
which was biochemically characterized and used at a concentration of 0.3 mg/mL in assays of
larvae development. Biochemical characterization of sLITi concluded that the inhibitors are
heat resistant (the activity was retained after heating for 30 min at 100 ° C), showed
considerable resistance to the reducing agent DTT and reduction of their inhibitory activity
against trypsin was demonstrated only when incubated with 100 mM DTT for 120 min. The
inhibitor is also resistant to pH changes in a range from 2 to 10. The reverse zymograms
revealed the presence of protein bands with apparent mass near 20 kDa. Biological testing in
vitro showed that the sLITi showed trypsin inhibitory activity greater than 90% and that sLITi
is also capable to inhibit Ae. aegypti digestive enzymes by 70%. After two-dimensional
electrophoresis isoforms with pl ranging from 4 to 7, approximately, were observed. These
inhibitors were able to inhibit proteases of Ae. aegypti in vivo by 56%, and was capable to
delay the larval development after incubation for 10 days. Thus, sLITi contains proteins with

promising insecticidal action against dengue vector.

Keywords: Aedes aegypti, Leucena, trypsin inhibitor, larvicidal, protein.
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1. INTRODUCAO

1.1 Insetos vetores de doencas

Insetos vetores de doencas sdo 0s organismos intermediérios no ciclo de vida de
patdgeno e o responsavel pela sua disseminacdo aos organismos hospedeiros. Esses podem
ser apenas um veiculo ao patdgeno ou podem participar no seu desenvolvimento e/ou
reproducéo (REY, 2011).

Doencas transmitidas por vetores representam um dos maiores desafios para o
bem-estar atual e futuro humano. Varios insetos sdo responsaveis pelas transmissfes da
malaria, da febre amarela, da encefalite japonesa, bem como de um grupo assim chamado
"doencas tropicais negligenciadas”, tais como a dengue, a leishmaniose e a doenca de chagas
(HOTEZ et al., 2007). Todas essas doencas tém sérios impactos sobre muitos paises tropicais
e subtropicais, onde elas sdo responsaveis por cerca de 10% das mortes de humanos (WHO,
2013; CAMPBELL et al., 2011).

Esse tipo de doenca também esta se tornando uma séria preocupacdo de saude
para os paises mais desenvolvidos (HOTEZ, 2008), devido a migracdo dos vetores para areas
antes ndo habitadas, em resposta as mudancas climaticas e ao desmatamento. Assim,
mosquitos que antes tinham como habitat as florestas migraram e adaptaram-se as cidades
(GONZALEZ et al., 2010). Além disso, 0 aumento da migracéo internacional e das trocas
comerciais promovem a introducdo acidental de vetores e/ou patdgenos entre os continentes
(ALTIZER et al., 2011).

Dentre 0os mosquitos, os dos géneros Anopheles sp., Aedes sp. e Culex sp. sdo
considerados 0s principais vetores de doencas como a maldria, dengue, filariose, febre
amarela e encefalites. Em 2008, foram relatados mais de 240 milhdes de casos que
ocasionaram aproximadamente 900.000 mortes (PAHO, 2012). Assim, com essas doencas do
século XVII, a dengue também vem se destacando nos ultimos anos como uma epidemia no
cenario mundial: 2,5 bilhGes de pessoas estdo em areas de risco e sdo registrados 100 milhdes
de casos por ano (RACLOZ et al., 2012).

Comparados a outros animais hematdfagos, os mosquitos sdo hematdfagos

opcionais, pois estes também podem se alimentam do néctar de frutas e de outros fluidos
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bioldgicos Contudo para a ovoposicao as fémeas necessitam realizar o repasto sanguineo, uma
vez que as proteinas do sangue servem de precursoras do vitelo. E durante o processo de

repasto que ha a transferéncia de saliva e organismos patégenos ao homem (REITER, 2001).

Ja no inicio do século XX, os programas de salde se voltaram para o controle
populacional dos mosquitos que realizavam a transmissdo do patdgeno entre os hospedeiros
humanos. Entre 1900 e 1950, inUmeros programas alcancaram esse objetivo através da
eliminacdo de focos de reproducgdo aliado ao uso de inseticidas quimicos. Em 1960, doengas
transmitidas por vetores ndo eram mais consideradas um grande problema de satde publica
(GUBLER, 1998a).

Um grande nimero de estudos empiricos e tedricos sobre doencas humanas
transmitidas por vetores tem contribuido para o entendimento da importancia ecoldgica e
evolucdo dos vetores na transmissdo da doenga, na evolugdo do patdgeno e para desenho de
estratégias de controle eficientes. Esses estudos geralmente se concentram em areas altamente
endémicas, onde as populacbes dos vetores fundamentais sejam eles mosquitos (Anopheles,
Aedes, ou Culex), moscas (Glossina e flebotomineos), ou triatomineos (Triatoma infestans e
Rhodnius prolixus) sdo alto sustentaveis (RASCALOU et al., 2012). Em &reas como estas o
controle do vetor é uma estratégia fundamental para diminuir o impacto dessas doencas em
seres humanos, através de produtos quimicos ou de controle biol6gico. No entanto, essas
campanhas de combate sdo inevitavelmente limitadas a sua eficacia local e/ou cobertura
espacial (GURTLER et al., 2009; VAN DEN BERG, 2011; PEDRINI et al., 2011).

1.2 Dengue

1.2.1 Consideracdes gerais

Dengue é uma doenca flaviviral causada por um dos quatro sorotipos de dengue
(DEN 1-4) que ocorre principalmente em areas tropicais e subtropicais, sendo seus vetores
predominantes os mosquitos do género Aedes: Aedes aegypti e Ae. albopictus, 0s que sdo
capazes de carrear qualquer um dos quatro sorotipos do virus da dengue (DEN 1-4) e
transmitir a doenca através do repasto sanguineo em seres humanos. Cerca de 2,5 bilhdes de

pessoas estdo agora em risco de dengue. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS/WHO)
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estima que atualmente 50 milhdes de individuos sejam infectados a cada ano e dependendo do
ano, dezenas a centenas de milhares de casos da forma grave e potencialmente fatal da
doenca, a dengue hemorragica e sindrome do choque da dengue ocorrem, o que resulta em
aproximadamente 24.000 mortes (GUBLER; CLARK, 1994; SHEPARD et al., 2011; WHO,
2012).

A incidéncia de dengue aumentou dramaticamente nas ultimas décadas. Sua
proliferacdo € influenciada por diversos mecanismos - que incluem o crescimento da
populacdo com a urbanizacao ndo planejada (e consequente sobrecarga dos sistemas de agua e
saneamento), aumento das movimentacGes nacionais e internacionais, o transporte de
mercadorias, tais como pneus, e recursos financeiros limitados para implementacdo de
medidas eficazes de controle (ERLANGER et al., 2008).

A doenca se tornou endémica em mais de cem paises na Africa, nas Américas, no
Mediterraneo Oriental, Sudeste da Asia e do Pacifico Ocidental. Destes, Sudeste da Asia e do
Pacifico ocidental sdo os mais gravemente afetados. N&o existe atualmente vacina para
dengue, assim como ndo ha medicamentos para o tratamento direto da dengue hemorrégica e
da sindrome de choque da dengue, de modo que a Unica forma de controlar ou impedir a
propagacao do virus é combater mosquitos vetores diretamente (AL-MUHANDIS; HUNTER,
2011).

Assim como no cenario mundial, a tendéncia de aumento do niumero de casos ano
apo6s ano se repete também no Brasil: desde a década de 1990 vém ocorrendo epidemias
(FIGURA 1). Durante o ano de 2010, que apresentou o maior niumero de casos até entdo,
foram relatadas mais de 1 milhdo de ocorréncias; destas, 656 chegaram a ébito devido a
complicacdes no quadro da doenca (SES/SINAN, 2012).
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Figura 1 - Numero de casos de dengue no Brasil, nos anos de 1990-2011
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Fonte: Adaptado de Secretarias Estaduais de Salde (SES) e Sistemas de Informagdes de Agravos de
Notificagbes (SINAN) (2012).
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1.2.1 Vetores e o ciclo de vida

Os vetores da dengue sdo fémeas de mosquitos do género Aedes
(Diptera:Culicidae), sendo apontados Ae. aegypti, e Ae. albopictus. O principal vetor é o
mosquito Ae. aegypti, apesar de, em algumas regifes asiaticas, o Ae. albopictus apresentar

uma importancia secundaria.

O mosquito Ae. aegypti é adaptado ao ambiente urbano e utiliza os recipientes
mais frequentes no domicilio ou peridomicilio — tanques de armazenamento de agua e
vasilhames temporarios, dentro e fora das casas, como potes, barris, pneumaticos usados,
latas, garrafas e vasos de plantas — para o desenvolvimento de sua fase larvéaria. J& o Ae.
albopictus prefere o habitat natural da floresta, como buracos em arvores, axilas de folhas, e
cascas de coco. Cria-se, mais frequentemente, fora das casas, em jardins; e com menor
frequéncia dentro delas, em vasilhames artificiais (BRAGA; VALE, 2007).

Provavelmente, esse vetor foi introduzido nas Américas a bordo de barcos vindos
da Europa, que cruzavam o Atlantico durante as primeiras exploragfes e colonizagdes
europeias ao Novo Mundo (BISSET, 2002). Atualmente, ele é encontrado em uma larga faixa
do continente americano, que se estende do Uruguai até o sul dos Estados Unidos da América
(EUA), com a ocorréncia de surtos importantes de dengue em varios paises, como Venezuela,
Cuba, Brasil e, recentemente, Paraguai (FIGURA 2). No Brasil, 0 Ae. aegypti estd presente
nos 26 Estados e no Distrito Federal (FIGURA 3).

O mosquito Ae. aegypti € um inseto holometébolo, o que significa que ele passa
por uma metamorfose completa: ovo, larva, pupa e fase adulta. A duracdo da vida adulta pode
variar de duas semanas a um més, dependendo das condi¢cdes ambientais (MARICOPA, 2006)
(FIGURA 4).
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Figura 2 - Paises em &reas de risco de transmisséo da dengue em 2008
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Figura 3- Distribuicdo do mosquito Aedes aegypti no Brasil em 2006
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Apos o repasto sanguineo, as fémeas produzem em média 100-200 ovos/repasto.
No entanto, o nUmero de ovos produzidos esta diretamente ligado a quantidade de sangue
ingerida. As fémeas podem ovopositar até cinco vezes durante a vida. Os ovos sao colocados
em superficies Umidas em zonas susceptiveis de inundacdo temporaria, como buracos de
arvores e/ou recipientes feitos pelo homem. A ovoposic¢do pode ser distribuida ao longo de
horas ou dias, dependendo da disponibilidade de substratos apropriados. Na maioria das
vezes, 0s 0vos sdo colocados em diferentes distancias acima da linha de &gua em dois ou mais
locais (CLEMENTS, 1999; FOSTER; WALKER, 2002).

As larvas séo providas de grande mobilidade e ndo selecionam alimentos, podendo
filtrar até dois litros de agua por dia (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). As larvas passam por
quatro estadios (L1, L2, L3 e L4), e a duracdo do desenvolvimento larval depende da
temperatura, da disponibilidade de nutrientes e da densidade de larvas. Sob condic¢Ges 6timas,
0 tempo necessario para completar o ciclo pode ser de somente 7 dias, incluindo os dois dias

da fase de pupa.

Mesmo quando outros hospedeiros, tais como cées, suinos, bovinos, roedores, e
aves estdo disponiveis, as fémeas de Ae. aegypti se alimentam preferencialmente de sangue
humano (HARRINGTON et al., 2001). Devido a inquietude do hospedeiro humano durante a
alimentacdo sanguinea, as fémeas acabam picando um consideravel nimero de individuos

para conseguir completar o repasto (GUBLER, 1998b).

Uma vez com o virus da dengue (que pode ser adquirido através da picada de uma
pessoa infectada), a fémea torna-se vetor permanente da doenca. As fémeas infectadas podem
transmitir o virus a sua prole através de contaminacdo transovariana. A importancia
epidemioldgica para isso ainda ndo foi esclarecida, embora se saiba que o virus persiste em
namero suficiente para manter as geracdes seguintes de mosquitos infectados (JOSHI,
SHARMA, 2001).



Figura 4 - Ciclo de vida de dipteros do género Aedes
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1.3 Controle dos vetores

1.3.1 Inseticidas quimicos

O controle quimico, com inseticidas de origem organica ou inorganica, € uma das
metodologias mais adotadas como parte do manejo sustentavel e integrado para o controle de
vetores em Salde Publica (ROSE, 2001).

Os compostos organicos utilizados pertencem, principalmente, aos grupos dos
organoclorados, organofosforados, carbamatos ou piretréides. Todos esses grupos atuam
sobre o sistema nervoso central dos insetos e tém sido usados nos programas de controle de

doencas transmitidas por vetores.

Os organoclorados sdo inseticidas que contém carbono, hidrogénio e cloro. Séo
classificados em quatro grupos: difenil-alifaticos; hexaclorociclohexanos; ciclodienos; e
policloroterpenos. Esses sdo 0s mais antigos pesticidas quimicos utilizados. Dentre esses
encontra-se o DDT, o inseticida mais notorio do século passado. Esse inseticida atua sobre 0s
canais de sodio, destruindo o balango entre os ions sodio e potassio dos axénios impedindo a
propagacao dos impulsos nervosos em insetos e mamiferos (BRAGA; VALLE, 2007).

Embora esses tenham sido largamente adotados pelos programas de controle de
malaria, tiveram seu uso descontinuado e chegaram, inclusive, a ser proibidos em varios
paises devido a sua persisténcia no ambiente e a0 acimulo em tecidos do organismo de
animais e de humanos. Devido a esses fatores esses foram substituidos pelos
organofosforados (WALISZEWSKI et al., 2003).

O termo organofosforado atualmente usado inclui todos os inseticidas que contém
fosforo. Nesse grupo, os inseticidas podem ser classificados em trés subgrupos: os alifaticos
(malation, vapona e vidrin), os derivados de fenil (fenitrotion,) e os heterociclicos (clorpirifos,
clorpirifos-metil). Sdo amplamente utilizados em Saude Publica por apresentarem muitas
vantagens sobre os organoclorados, como serem biodegradaveis e ndo se acumularem nos
tecidos. Apresentam, porém, como principal desvantagem, a instabilidade quimica, o que

torna obrigatoria a renovacdo periodica de sua aplicacdo. Além disso, sdo mais toxicos para 0s
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vertebrados que os organoclorados, mesmo em doses relativamente baixas (WARE;
WHITACRE, 2004).

Os organofosforados tém como mecanismo de acdo a fosforilacdo da
acetilcolinesterase, enzima responsavel pela quebra do neurotransmissor acetilcolina,
inativando-a de forma irreversivel. Assim, impedem a interrupcdo do impulso elétrico,
causando paralisia seguida de morte. Temephos € um organofosforado, que foi registrado nos
EUA em 1965, para utilizacdo em agricultura e controle de mosquitos, € 0 unico larvicida
desse grupo com uso generalizado no controle de larvas de mosquitos, recomendado pela
OMS para uso em agua potavel (CHAVASSE YAP, 1997).

Contudo, populages resistentes aos organofosforados também foram detectadas,
levando a substituicdo por novos inseticidas, agora da classe dos piretroides. Os piretroides
sintéticos, atualmente bastante estiveis, sdo produzidos em laboratério, a partir de uma
substancia natural, o piretro, extraido de crisantemos. Sdo biodegradaveis, ndo cumulativos e
raramente provocam intoxicacGes agudas em aves e mamiferos, embora possam causar
irritacdo das mucosas nesses animais. Para 0s animais aquaticos, entretanto, sdo
extremamente tdxicos. Possuem ainda como vantagens, o fato de serem muito ativos
(necessidade de pequenas doses) e repelentes. Sua Unica desvantagem consiste no custo
elevado. Esses apresentam modo de acdo similar ao do DDT. Atuam, aparentemente,
mantendo abertos os canais de s6dio das membranas dos neurdnios, afetando o sistema
nervoso periférico e central do inseto, fazendo com que as células nervosas produzam

descargas repetitivas e, eventualmente, causando paralisia (BRAGA; VALLE, 2007).

Por causa do aumento da resisténcia dos mosquitos aos inseticidas quimicos, a
pesquisa sobre os inseticidas naturais e biodegradaveis tem aumentado, com o objetivo de
minimizar o impacto ao ambiente, encontrar novos compostos que promovam a mortalidade
das larvas e previnam surgimento de linhagens resistentes devido a rotacdo de compostos.
Alguns extratos de plantas podem ser considerados fitoinseticidas e podem servir como

alternativas para realizar o controle dos mosquitos (PONTUAL et al., 2012).

Uma das vantagens do uso de extratos vegetais é esses possuirem diferentes
principios ativos (metabdlitos secundarios, inibidores de tripsina, lectinas e etc) e poderem
impedir o desenvolvimento de larvas por atuar em varios pontos do metabolismo dessas
(REGNAULT-ROGER et al., 2004).
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1.3.2 Bioinseticidas

Os inseticidas botanicos foram muito populares e importantes entre as décadas de
30 e 40 e o Brasil foi grande produtor e exportador destes produtos, substancias como rotenona
e nicotina, que apresentavam maior seguranga no uso agricola e menor impacto ambiental
(MENEZES, 2005).

Apesar de possuir acdo e degradacdo rapidas, toxicidade baixa a moderada para
mamiferos, maior seletividade e baixa fitotoxidade, os inseticidas botanicos apresentam
algumas desvantagens tais como necessidade de utilizacdo de composto sinergista, baixa
persisténcia, escassez do recurso natural, necessidade de padronizacdo quimica e controle de
qualidade, dificuldade de registro e custo. Além disso, a falta de dados relacionados a
persisténcia e as dificuldades relacionadas ao isolamento de principios ativos e a concentracdo
em diferentes partes vegetais, também séo algumas barreiras a serem rompidas e mais estudos
nesta area sdo necessarios (ISMAN, 2000). Com isso, 0s inseticidas naturais vém sendo
gradativamente substituidos pelos sintéticos, pois estes ndo apresentam os problemas citados

anteriormente e ndo possuem variagdes na eficiéncia de combate (COSTA et al., 2004).

Inseticidas botanicos sdo compostos resultantes do metabolismo primario ou
secundario das plantas (KIM et al., 2003). Esses podem apresentar mecanismos de acéao
diversos para causar a morte dos insetos. Eles podem atuar sobre o sistema nervoso central,
dificultando o crescimento e o desenvolvimento, interferindo no metabolismo celular
(CORREA; SALGADO, 2011).

Dentre as moléculas do metabolismo primario de plantas, as proteinas envolvidas
nos mecanismos de defesa sdo potenciais inseticidas. Dentre essas proteinas estdo as lectinas,
as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) e os inibidores de enzimas proteoliticas ou
glucosidases (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002).

1.4 Proteinas vegetais com potencial inseticida
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Plantas e insetos séo seres vivos que estdo continuamente interagindo de uma
maneira complexa. As plantas, uma vez sesseis, desenvolveram diferentes maquinarias
metabolicas ou fisicas para reduzir o ataque de insetos, incluindo respostas especificas que

podem alterar os padrées quimicos e fisicos das plantas (SMITH; BOYKO., 2006).

As substancias melhor estudadas que estdo envolvidas na defesa a insetos
fitofagos sdo as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs), lectinas, inibidores de a-
amilase e inibidores de protease. Essas substancias sdo, particularmente, abundantes em
Orgdos de reserva tais como tubérculos e sementes (JABER et al., 2010). Essas proteinas
possuem diferentes mecanismos de acao sobre os seres fitdfagos, podendo atuar dificultando
a absorcdo de nutrientes ou clivagem de proteinas, bem como interferir na sintese de

proteinas do predador.

As lectinas sdo uma classe de proteinas de origem ndo imune que possuem pelo
menos um dominio ndo catalitico que especificamente se ligam reversivelmente a mono ou
oligossacarideos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). As lectinas possuem diferentes
fungdes, podendo atuar como moléculas de reconhecimento do sistema imune, proteinas de
reserva e proteinas de adesao da superficie celular. Além disso, também tém sido implicadas
nos mecanismos de defesa contra os agentes patogénicos invasores e predadores. Esta funcéo
pode ser um importante papel no ambito das sementes e de outros tecidos periféricos das
plantas (RUDIGER; GABIUS, 2001; TRIGUEROS et al., 2003).

Ha& vaérios relatos para a toxicidade de lectinas a diferentes ordens de insetos,
incluindo Coleoptera e Lepidoptera (CZAPLA; LANG, 1990) e Homoptera (SAUVION et
al., 1996). Os efeitos prejudiciais de lectinas nos parametros bioldgicos de insetos incluem
perda de peso larval, mortalidade, inibicdo da alimentacdo, atraso no desenvolvimento e
reducdo na fecundidade das primeira e segunda geracfes. Ha estudos recentes da toxicidade
de lectinas a pestes de insetos com importancia econdmica como o afideo da ervilha
(Acyrthosiphon pisum) (SAUVION et al., 2004), larva da beterraba (Spodoptera exigua),
(SHAHIDI-NOGHABI et al., 2009) e contra 0 mosquito vetor da dengue (Aedes aegypti)
(SANTOS et al., 2012).

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) constituem um grupo de proteinas
que sdo capazes de inativar os ribossomos. Essas proteinas desempenham um papel

importante na defesa vegetal, pois, uma vez inativados os ribossomos, a sintese de proteinas
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é comprometida e, consequentemente, ha um desbalanco bioquimico no predador que pode
ocasionar sua morte ou afetar seu desenvolvimento. Ricina e abrina constituem exemplos de
proteinas que inativam irreversivelmente ribossomos, que possuem efeito toxico contra uma
variedade de insetos, embora esses efeitos sejam varidveis em diferentes ordens de insetos
(JABER et al., 2010).

Os inibidores de alfa-amilase sdo conhecidos como bloqueadores de amido pois
impedem a quebra desse em moléculas de maltose, amilopectina e glucose, que podem ser
absorvidas pelo organismo. Esses inibidores podem ser extraidos de varias familias de
plantas, em especial, a familia Fabaceae.

Insetos pertencentes a subfamilia dos bruguideos (Coleoptera: Bruchidae), como
0 Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus, durante o seu desenvolvimento larval
tém como alimentacdo majoritaria 0 amido. Dado isso j& ha relatos do uso da biotecnologia
para a transformacéo de plantas, de modo que elas expressem esses inibidores que possuem
um efeito inseticida, tais como a ervilha (Pisum sativum L.) e feijdo azuki (Vigna anguralis
L.) (KLUH et al., 2005).

1.4.1 Inibidores de proteinases

Os inibidores de proteases sdo proteinas ou peptideos capazes de interagir com
enzimas proteoliticas e inibir suas atividades cataliticas (LINGARAJU; GOWDA, 2008).
Essas moléculas sdo encontradas em todas as formas de vida, no entanto, os inibidores de
protease de origem vegetal, principalmente os encontrados em Orgdos vegetativos,
reprodutivos e de reserva das familias Fabaceae, Poacea e Solanaceae sdo os mais estudados
(MACEDO et al., 2009).

Estudos apontam que essas moléculas possuem variadas funcgdes, podendo atuar
como reguladores de proteases enddgenas, proteinas de reserva e como agentes na defesa
vegetal a microrganismos, insetos e outros animais herbivoros. Essas moléculas séo
classificadas de acordo com as classes enzimaticas, podendo ser, inibidores de proteases

serinicas, cisteinicas, asparticas ou inibidores de metaloproteases (MACEDO et al., 2007).
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Os inibidores tém sido tradicionalmente agrupados em familias conhecidas como
Kunitz, Bowman-Birk, Batata | e 1, Ab6bora, Cevada, Cistatinas, Thaumatin-like e Ragi Al.
Dentre as familias de inibidores de proteases serinicas, as familias Kunitz e Bowman-Birk,

sdo as mais estudadas e melhor caracterizadas (OLIVA et al., 2010).

1.4.1.1 Inibidores de proteinases serinicas

Inibidores de proteases serinicas sao amplamente distribuidos no reino vegetal e ja
foram descritos em muitas espécies de plantas, principalmente os pertencentes as familias
Brassicaceae, Curcubitaceae, Fabaceae, Salicicaceae, Leguminosae e Solanaceae. O papel
fisiologico desses inibidores, nas plantas, inclui a regulacdo das proteinases enddgenas
durante a dorméncia das sementes, imobilizacdo das proteinas de reserva(como forma de
preservar 0s tecidos), protecdo contra as enzimas proteoliticas de parasitas e insetos e
proteinas de reserva (HAQ et al., 2004).

As familias do tipo Kunitz e Bowman-Birk constituem as familias de inibidores
de proteases serinicas mais estudadas. Parte disso, deve-se aos inibidores presentes na soja
(Glycine max), o SbTI (Soy bean trypsin inhibitor) e BBI ( Bowman-Birk inhibitor).
Inibidores do tipo Kunitz, em geral, possuem massa molecular entre 18 a 22 kDa e
apresentam estrutura primaria constituida por 181 residuos de aminoacidos, um unico sitio
reativo que se liga a tripsina, uma ou duas cadeias polipeptidicas. Esses inibidores
usualmente contém quatro residuos de cisteina (cys39 — cys86 e cys136 — cys145) em duas
pontes dissulfeto que, uma vez rompidas, acarretam a perda da atividade bioldgica desse
inibidor (OLIVA et al., 2010).

Os inibidores do tipo Bowman-Birk apresentam baixa massa molecular, variando
de 8 a 10 kDa, um alto contetdo de cistina e dois sitios reativos por molécula, cada um com
especificidade para uma faixa de proteases serinicas: tripsina, quimiotripsina e elastase. Essas
moléculas podem apresentar atividade inibitéria de forma simultaneamente e/ou
independentemente das proteases serinicas devido a presenca de mais de um sitio reativo
(CARLINI; GROSSI DE SA, 2002).
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Ao se tratar de defesa vegetal, os inibidores de protease sdo considerados
moléculas inseticidas. Os mecanismos de acdo desses inibidores sdo variaveis entre as
diferentes classes de insetos. Essas moléculas podem se ligar as enzimas proteoliticas dos
insetos e impedir a digestdo de proteinas promovendo, assim, um déficit nos aminoacidos
essenciais para o desenvolvimento e reproducgéo dos insetos. Algumas classes de insetos, para
compensar o efeito dos inibidores, aumentam a produgéo de proteases como forma de obter os
aminoacidos, porém essa estratégia pode levar a limitacdo na biodisponibilidade de
aminoacidos essenciais para a sintese de proteina, reduzindo o crescimento e
desenvolvimento, podendo levar a morte (ANDERSON et al., 2012).

1.5 Leucaena leucocephala

Leucaena leucocephala (Lam.) R. de Witt € uma leguminosa exotica, comum na
vegetacdo brasileira (FIGURA 5), originaria da Ameérica Central, encontrando-se amplamente
distribuida no Brasil, onde seu cultivo se expandiu nas ultimas décadas, indo desde os
ecossistemas semi-aridos aos Umidos. Resultados de avaliacBes nessas diferentes areas
mostram sua capacidade de adaptacdo, através de elevados rendimentos e valor nutritivo,
sendo uma fonte promissora de alimentacdo para ndo-ruminantes nas regides tropicais
(PRATES et al., 2000).

As folhas da leucena sdo bipinadas de 15 a 20 cm de comprimento, raquis
pubescente, 4 a 8 pares de pinas de 5 a 10 cm de comprimento, com 10 - 15 pares de foliolos
oblongos-lineares. As vagens sao finas, achatadas, acuminadas com 15-20 sementes, marron
brilhante. A inflorescéncia é globosa, de 2,5 a 3,0 cm de diametro, solitaria, formada de 100 a
180 flores brancas e minusculas (REIS, 2001). A leucena é uma leguminosa de crescimento
rapido, atingindo até trés metros de altura no primeiro ano. Seu sistema radicular é profundo,
onde ocorre a simbiose com bactérias do género Rhizobium, as quais fixam até 400 kg/ha/ano

de nitrogénio o que permite a sua utilizagdo na adubacdo verde.

Assim como a maioria das leguminosas, as sementes de leucena possuem alto teor
proteico e frequentemente apresentam inibidores de proteases. Souza-Pinto e colaboradores
(1996) descreveram a purificacdo de um inibidor de tripsina do extrato de sementes de L.

leucocephala, sendo obtido um inibidor de tripsina do tipo Kunitz dimérico com duas cadeias
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polipeptidicas de 15 e 5 KDa. Em 2000, Oliva e colaboradores elucidaram a estrutura

primaria desse inibidor, assim como sua atividade anti-inflamatdria.

Os inibidores proteicos de leucena, também apresentaram atividade contra insetos
da ordem Lepdoptera. Bhavani et al. (2007) descreveram a presenca de dois inibidores de
proteases serinicas com massas moleculares distintas e avaliaram os efeitos deletérios
provocados por esses no desenvolvimento larval de Helicoperva armigera, onde esses
inibidores foram capazes de retardar o desenvolvimento das larvas e também causaram

mortalidade.

Tendo em vista o potencial inseticida dos inibidores de proteases presentes nas
sementes de Leucaena leucocephala, é valido investigar a presenca de novos inibidores e se

esses apresentam potencial inseticida semelhante.



Figura 5 - Porte arbustivo (A); Flor plumosa (B); Fruto (C) e Sementes (D) de Leucaena
leucocephala.

Fonte: http://b-and-t-world-seeds.com/images/94.jpg
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho objetivou obter uma fragéo concentrada do inibidor de tripsina das
sementes de Leucaena leucocephala e avaliar seu efeito sobre estagios imaturos do vetor da

dengue Aedes aegypti.

2.2 Objetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

e Obter uma fracdo concentrada do inibidor de tripsina de sementes de Leucaena
leucocephala;

e Realizar a caracterizagdo bioquimica do inibidor presente na fracdo
semipurificada;

e Auvaliar a atividade deste inibidor sobre o desenvolvimento do mosquito Aedes
aegypti;

e Avaliar a capacidade inibitdria deste inibidor in vivo sobre as enzimas de larvas

de 3° estadio de Ae. aegypti;
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3. MATERIAIS

3.1 Material bioldgico

3.1.1 Sementes de Leucaena leucocephala

Sementes de L. leucocephala foram obtidas no Campus Universitario da
Universidade Federal do Ceara localizado no Pici (Fortaleza, Ceara, Brasil).

3.1.2 Insetos e alojamento

As larvas em 3° estadio de Ae. aegypti foram obtidas da coldnia de mosquitos
mantida no Insetario de Culicideos do Laboratério de Bioprospeccdo de Recursos Regionais
(Bioprospec). As larvas, anteriormente aos bioensaios, foram mantidas em bandejas de
plastico (30 cm x 45 cm) contendo agua declorinada, sendo alimentadas diariamente com
racdo para tartaruga (Reptolife, Alcon®, Camboril, Brasil), sob condi¢des 6timas para
desenvolvimento, com umidade 70 - 80%, temperatura 27 — 30 °C e fotoperiodo 12 h claro/12
h escuro. Os insetos remanescentes dos experimentos foram sacrificados por fervura em agua

por 15 min.

3.2 Reagentes quimicos

Albumina sérica bovina (BSA), tripsina (E.C. 3.4.21.4), quimotripsina (E.C.
3.4.21.1) e papaina (E.C. 3.4.22.2) foram adquiridas da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
EEUU). Marcadores de massa molecular foram obtidos da GE Healthcare Life Sciences (GE
®, USA). Matriz cromatografica Sepharose 4B-CNBr foi adquirida na Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, EEUU).

Os substratos sintéticos BApNA (Na-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) e
BANA (Na-benzoil-DL-arginina-p-naftilamida) e o substrato proteico Azocaseina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EEUU).
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3.3 Equipamentos

e Agitador magnético Goldfish (Ika, Wilmington, EUA)

e Balanca analitica Bioprecisa FA2104N (Shanghai Toposun Industries Co., Zhejiang,
China)

e Banho-Maria Dubnoff 304-D (Nova ética, Vargem Grande Paulista, Brasil)

e Centrifuga Rotina 380R (HettichLab, Tuttlingen, Alemanha)

e Espectrofotdbmetro Thermo Spectronic Genesis 10W (Virginia, EUA)

e Estufa de cultura 002CB (Fanem, Brasil)

e Focalizador Isoelétrico Ettan IPGphor 3 (GE lifesciences, Connecticut, EUA)

o Liofilizadpr Edwards L4KR (Edwards B.O.C. do Brasil, S&o Paulo, Brasil)

e Scanner de bancada HP Scanjet 2400 (Hewlett-Packard, USA)

¢ Sistema de eletroforese miniVE (GE lifesciences, Connecticut, EUA)
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4. METODOS

4.1 Processamento de sementes de Leucaena leucocephala

Apobs a coleta as sementes foram processadas em moinho de café e peneiradas em
malha de 500 um. Em seguida, a farinha foi submetida a extracdo com n-hexano na proporcao
de 1:3 (p/v), sendo realizadas 3 trocas ao total, a fim de se remover os lipideos presentes. A
farinha delipidada foi entdo estocada em recipiente plastico opaco a temperatura ambiente.

4.2 Preparo do extrato proteico bruto (EB) de L. leucocephala

A farinha delipidada de L. leucocephala foi ressuspensa em tampdo Tris-HCI 50
mM pH 7.5, na proporcdo 1:10 (p/v), sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 3 h.
Posteriormente a suspensdo foi filtrada em malha de nylon, seguida de centrifugacdo a
15.000 x g, por 15 min. a 4 °C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi denominado
de Extrato Proteico Bruto (EB) de L. leucocephala, o qual foi utilizado para os passos

posteriores de purificacao.

4.3 Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico descrito
por Bradford (1976). A partir de 100 pL da amostra em diferentes concentragdes, foram
adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. As misturas foram levemente agitadas e apds 5
min foram feitas as leituras das absorbancias a 595 nm. A quantidade de proteinas foi
estimada utilizando-se Albumina Sérica Bovina (BSA) como referéncia padrdo na curva de

calibracéo.
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4.4 Inibicéo da atividade proteolitica do tipo serinica

Para determinacdo da atividade inibitoria da tripsina, foi empregado o ensaio
proposto por Erlanger (1961), com algumas modificagfes. Nesse ensaio, 0 substrato sintético
BApNA (N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida) é utilizado por ser especifico para clivagem
por tripsina. Assim, 5 uL de uma solucédo de tripsina (0,3 pg/uL em HCI 1 mM) foram pre-
incubados com 345 pL de tampdo Tris-HCI 50 mM com CaCl,; 20 mM, pH 7,5 e com 50 pL
da solugéo teste. Decorridos 10 min, foram adicionados 250 pL de uma solucdo de BApNA
1,25 mM para iniciar a reagdo, a mistura foi, entdo, novamente incubada por 15 min. A reagéo
enzimatica foi interrompida com a adicdo de 60 pL de acido acético a 30% e a leitura da
absorbancia das amostras realizada em leitor de microplacas, utilizando o comprimento de
onda de 410 nm.

4.5 Inibicdo da atividade proteolitica do tipo cisteinica

Para determinacdo da atividade inibitoria do tipo cisteinica (anti-papainasica) do
sLITi, 20 pL da solucdo de papaina (0,2 mg/mL fosfato de sédio monobésico 25 mM pH 6,0)
foi pré-incubada com 30 pg de sLITi e com 40 pL de tampao fosfato de sddio monobasico 25
mM, pH 6,0, contendo DTT 3 mM e EDTA 2 mM e o volume final foi ajustado para 500 pL
com 0 mesmo tampao acima e incubado por 10 min a 37 °C. Apds esse periodo a reacdo foi
iniciada adicionando-se 200 pl de BANA (1,0 mM em fosfato de s6dio monobésico 25 mM,
pH 6,0). A reacdo processou-se por mais 20 min nas mesmas condi¢fes de incubacdo. A
reacdo foi interrompida com a adicdo de 500 pL de solucdo HCI 2 % em etanol e foi
adicionado 500 pL de p-dimetilaminocianomaldeido 0,06% em etanol em cada tubo, 0s quais
permaneceram em repouso por 40 min. Os ensaios foram realizados em triplicata e provas em
branco foram feitas. A absorbancia foi medida a 540 nm (ABE et al., 1992).
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4.6 Determinacdo da atividade anti-acetilcolinesterasica

A atividade acetilcolinesterasica foi mensurada utilizando um leitor de placas de
96 pocos e baseou-se no método de Ellman, o mesmo utilizado por Rhee et al em 2001. Em
placas de 96 pocos foram adicionados 25 pL de solugdo aquosa de ACTI 15 mM, 125 pL de
solucdo de DTNB em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 contendo 0,1% de BSA, 50 pL de
tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 e 25 pL de solugdo aquosa de sLITi, contendo 0,07; 0,15;
0,3; 0,6 mg/mL. Aa absorbancia foi mensurada a 405 nm a cada 30 seg por 5 vezes. Apds
essas leituras foram adicionados 25 pL de solucdo enzimatica (contendo 0,22 U/mL de
acetilcolinesterase) e foram realizadas 8 leituras da absorbancia a 405 nm a cada 30 seg.

A taxa de degradacdo espontanea da acetilcolina foi calculada, para correcdo. O
percentual de inibicdo foi calculado pela comparacdo das taxas de degradacdo do branco e

taxa de degradacéo na presenca do sLITi.

4.7 Obtencao dos inibidores de tripsina semipurificados de L. leucocephala

4.7.1 Obtencéo de fragcOes proteicas ricas em inibidores de tripsina de L. leucocephala

Como maneira de reduzir a diversidade de proteinas presentes no EB antes de
iniciar os passos cromatograficos, este foi submetido a precipitacdo com &cido tricloroacético
(TCA) em diferentes concentracdes. Esse processo foi realizado pela lenta adicdo de TCA
20% sob agitacdo constante em banho de gelo, seguido de repouso por 20 min e centrifugacao
a 15.000 x g, por 10 min, a temperatura de 4 °C. Os sobrenadantes das amostras foram
recolhidos, dialisados em membrana de 8 kDa contra Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 e, entdo,
avaliados quanto a capacidade inibitoria de tripsina, assim como o teor de proteinas sollveis
presentes. A fracdo proteica com maior atividade inibitéria especifica de tripsina foi

selecionada para 0s passos posteriores.

4.7.2 Cromatografia de afinidade a anidrotripsina em coluna de Sepharose 4B
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4.7.2.1 Preparo de anidrotripsina

A anidrotripsina foi preparada segundo AKO et al. (1972). A 1 litro de solucdo de
tripsina bovina com concentracdo de 1 g/L em tampéao Tris-HCI 75 mM contendo CaCl2 3
mM, pH 7,2, foi adicionado 1 litro de solugcdo aquosa contendo 250 mg de fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) e 100 mL de isopropanol. A mistura que agora contem PMSF-
Tripsina foi dialisada contra agua destilada utilizando membranas de 12 kDa, ap0s 72 horas, 0
dialisado liofilizado. Para a conversdo do PMSF-Tripsina em anidrotripsina, o liofilizado foi
tratado com uma solucdo de hidréxido de potassio 50 mM por 12 min, a temperatura de 4 °C;
a reacdo do KOH com o PMSF-Tripsina foi encerrada com a neutralizagdo do pH (pH 7,0). A
mistura que agora contem anidrotripsina foi dialisada contra dgua destilada conforme descrito

anteriormente e liofilizada.

4.7.2.2 Obtencao do inibidor semipurificado por cromatografia de afinidade a anidrotripsina

Para a cromatografia de afinidade a tripsina, foram acoplados aproximadamente
70 mg de anidrotripsina bovina a 2,5 g de matriz Sepharose 4B ativada com brometo de
cianogénio (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), seguindo instrucdes do fabricante. Apds a
preparacdo da matriz, o gel de aproximadamente 11 mL foi transferido para uma coluna
cromatografica de vidro (15,2 x 2,4 cm). A F3% (fracdo proteica obtida apds precipacdo com
TCA) previamente solubilizada em tampédo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, foi aplicada (5 mg de
proteina por cromatografia) na coluna equilibrada com o mesmo tampdo na coluna. Para a
eluicdo do material retido, foi aplicada na coluna uma solucdo de HCI 50 mM, usando o fluxo
constante de 0,5 mL/min e coletando-se 1,5 mL de material adsorvido em cada tubo. O perfil
cromatografico das proteinas foi acompanhado pela absorbancia a 280 nm e as proteinas
retidas a matriz de afinidade, foram denominadas sLITi (inibidores de tripsina
semipurificados de sementes de L. leucocephala). Estas proteinas foram dialisadas contra
agua destilada durante 24 h, sendo realizadas duas trocas, liofilizado e acumulado para

posterior caracterizacao.

4.8 Caracterizacgdo bioquimica do inibidor semipurificado
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4.8.1 Eletroforese

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS
foram conduzidos de acordo com a técnica descrita por Laemmli (1970), adaptada para o uso
de géis de separacdo em placas. As proteinas do extrato proteico bruto, fracdo obtida por
precipitacdo com TCA, pico ndo adsorvido a matriz de afinidade a anidrotripsina e o sLITi
foram dissolvidas em tampéao Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, contendo SDS 1 % e azul de
bromofenol (para a marcacdo da frente de corrida eletroforética, a 0,02 %). O sLITi foi
também reduzido com o auxilio de B- mercaptoetanol para verificar a presenca de
subunidades proteicas. Em todas as corridas eletroforéticas foram utilizados géis de aplicacdo
contendo 3,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS 1% e 0s géis de
separacdo contendo 15% de poliacrilamida em uma solucdo tampdo Tris-HCI 3 M, pH 8,9 e
SDS 1 %.

4.8.2 Zimogramas reversos

A visualizagdo do perfil de inibicdo do sLITi foi realizada conforme Prasad e col.
(2010), com algumas modificagdes. Inicialmente foram realizadas eletroforeses em gel de
poliacrilamida 15% contendo 0,1% de gelatina sob condi¢6es ndo redutoras usando 50 pg de
sLITi. Logo ap6s a corrida eletroforética, os géis foram retirados e incubados com Triton X-
100 2,5% por 20 min, a 37 °C, sendo realizadas duas lavagens intercaladas com lavagens
utilizando agua destilada. Apds as lavagens com Triton, os géis foram incubados com o
homogenato intestinal de larvas de Ae. aegypti (diluido em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,5
com CaCl2 20 mM) e tripsina (0,06 mg/mL em tampéo Tris-HCI 50 mM pH 7,5 com CaCl2
20 mM) por 6 h, a 37 °C. Em seguida, os géis foram corados com uma solu¢do contendo
Comassie Brilliant Blue R-250 em MeOH/AcOH/H20 (4:1:5, v/v/v) por 4 h. Posteriormente,
0 excesso de corante foi removido do gel com solugdo de MeOH/AcOH/H20 (4:1:5, viviv),
sendo as bandas visualizadas apds descoloracdo, os inibidores resistentes a digestdo pelas

enzimas.

4.8.3 Resisténcia a temperatura
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A estabilidade térmica do sLITi foi avaliada seguindo a metodologia descrita por
Gomes e col. (2005). Aliquotas de 500 pL foram incubadas em banho-maria por 30 min. nas
seguintes temperaturas: 37 (controle), 40, 60, 70, 90 e 100 °C. Apo0s resfriamento das
amostras a temperatura ambiente, procedeu-se o ensaio de inibicdo de tripsina conforme

descrito anteriormente no item 4.4. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.8.4 Resisténcia a diferentes pHs

Assim como descrito no item 4.4, a presenca de atividade inibitoria da tripsina em
uma ampla faixa de pH também foi mensurada. O substrato especifico BApNA foi utilizado
neste ensaio. Para tal, as solu¢es-tampdo utilizadas para cada pH foram: glicina 50 mM (pH
2,5 e 10,0); acetato de sédio 50 mM (pH 4,0 e 5,0); fosfato de so6dio (PBS) 50 mM (pH 6,0 e
7,0) e Tris-HCI 50 mM (pH 8,0 e 9,0).

Neste ensaio, 20 pL de solucéo de tripsina (tipo I11) 1% (0,1mg/mL de tampao
Tris-HCI 50 mM pH7,5) foram adicionados a volumes crescentes da amostra com a
guantidade maxima de 30 pg de proteinas (1; 5; 10; 50; 100 e 200 pL). O respectivo tampéo
de diluicdo completou o volume final de 500 pL e a solu¢do foi incubada a 37 °C por 30 min.
Seguidamente, 200 uL de BApNA 1,25 mM foram adicionados e esta solucdo foi incubada a
37°C por mais 30 min. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 150 uL de &cido acético a
30%. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 405 nm. O ensaio foi realizado em

triplicata.

4.8.5 Resisténcia ao agente redutor DTT

Para avaliar a estabilidade do sLITi na presenga de agente redutor, seguiu-se a
metodologia descrita por Cruz (2008), onde aliquotas de inibidor foram incubadas a 37 °C
com solugdes de DTT de concentracGes finais de 1, 10 e 100 mM por 15, 30, 60 e 120 min.
Ao final do tempo de incubacéo, foi adicionada iodoacetamida na quantidade de duas vezes a
concentracdo final de DTT, a fim de prevenir a reoxidacdo dos grupos sulfidril. Apdés o

periodo de incubacdo, a mistura de reacdo foi submetida ao ensaio de atividade inibitoria de
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tripsina como descrito no item 4.4. O ensaio foi acompanhado por controle sem DTT. O

ensaio foi realizado em triplicata

4.8.6 Eletroforese bidimensional

O sLITi foi resolubilizado em solugdo de 9 M de ureia/tioureia e a concentragéo
de proteinas sollveis foi calculada. Apos ajuste de concentragdes de proteina para 35 pg,
foram adicionados a solucdo 1% de DTT, 1% de CHAPS e 0,5% de IPG buffer (3-10) e tracos
de azul de bromofenol.A solucéo obtida foi entdo utilizada para reidratacao de tiras de pH 3-
10 linear imobilizado (Immobiline strips GE) overnight, sendo aplicadas 200 uL de solugao
de reidratacdo por cada tira. As tiras foram cobertas com 6leo mineral a fim de se evitar a
evaporacdo dos reagentes. Apds 16 h, as tiras foram submetidas a focalizacdo isoelétrica em
focalizador Ettan IPGphor (GE Lifesciences, Sdo Paulo, Brasil) a 20 °C, sendo aplicados
8.000 Vh, 50 pA por tira, em 4 passos: step 30min. a 300 V; step 30 min. a 500 V; gradiente
500 — 1000 V em 60 min.; gradiente de 1000 — 5000 V em 90 min.; step 5000 V/h até
concluir os 9.000V/h desejados. As tiras contendo as proteinas focalizadas foram reduzidas
com 1% de DTT em solucdo de equilibrio (75 mM Tris-HCI pH 8,8, 6 M de ureia, 29,3% de
glicerol v/v, 2% de SDS plv, tracos de bromofenol) por 15 min sob agitacdo suave. Apds esse
periodo, a solucdo foi descartada e, em seguida, foi adicionada uma solucdo contendo 2,5% de
iodoacetamida em tampdo de equilibrio. As tiras foram, entdo, lavadas rapidamente em
tampdo de corrida concentrado 10 vezes e colocadas cuidadosamente sobre os géis de
poliacrilamida 15% em sistema de eletroforese miniVE (GE Lifesciences, Séo Paulo, Brasil).
O espaco foi selado com solucdo de agarose fundida (tampé&o de corrida, agarose 0,5%, tragos
de azul de bromofenol). A amperagem inicial foi de 10 mA por gel, aumentando-se para 20
mA por gel ap6s 30 min. de corrida. Apds corrida os geéis foram corados com Coomassie

coloidal.

4.9 Atividade bioldgica contra Ae. aegypti
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4.9.1 Efeito do sLITi sobre a eclosdo e desenvolvimento larval

Para avaliar o efeito do sLITi sobre a eclosdo cerca de 10 ovos de Ae. aegypti
foram inseridos em tubos de ensaio de 10 mL contendo solucdo a uma concentracdo de 1.000
pg/mL em agua destilada. Foram utilizados como controles o inibidor Bowman-Birk da soja
(BBI), albumina sérica bovina (BSA) e agua destilada, sendo os dois primeiros na mesma
concentracdo do sLITi. Foram realizadas 10 repeticdes para os grupos sLITi, BSA e agua e
para o BBI foram realizadas 3 repeticdes. As solucdes foi acrescentado 1% de etanol a fim de
evitar crescimento microbiano. Foi realizada a contagem diferencial das larvas diariamente e,
a cada 3 dias, as larvas foram alocadas em novas solu¢des de mesmas concentragdes e adicdo
de 5 mg de racdo pulverizada aos tubos. Ao fim de 2 dias, foi contabilizada a ecloséo e ao fim

de 10 dias as taxas de mortalidade e desenvolvimento larval dos grupos.

4.9.2 Atividade inibitoria in vitro do sLITi contra larvas

A atividade inibitéria sobre enzimas digestivas de larvas de Ae. aegypti foi
realizada utilizando-se o homogenato do intestino de larvas de 4° estddio como fonte de
enzima. Cerca de 200 larvas foram dissecadas em banho de gelo, sendo retirado o sistema
digestdrio e rapidamente transferido para microtubos contendo tampéao Tris-HCI 50 mM pH
7,5. Em seguida, o contetdo foi macerado e centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4 °C, o
sobrenadante foi retirado cuidadosamente e armazenado a -20 °C até uso posterior. No ensaio
enzimatico, 60 pL de solucdo enzimatica (aliquota do homogenato de larvas) foram pré-
incubados, por 15 min a 37 °C, com o tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 contendo CaCl, 20
mM, e 100 pL do sLITi (1 mg/mL. Apds esse periodo, a reagdo foi iniciada adicionando-se
200 pL de azocaseina 1% em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Decorridos 30 min, a reacao
foi interrompida adicionando-se 300 pL de solucdo de TCA 20%. A mistura de reacdo foi
centrifugada a 10.000 x g, por 10 min e o sobrenadante alcalinizado com NaOH 2 M na

proporcao 1:2 (v/v) e seguido da leitura das absorbancias a 440 nm.
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4.9.3 Atividade inibitoria in vivo do sLITi contra larvas

Para determinacdo da atividade in vivo, 100 larvas de 4° estadio foram incubadas
em solucdo aquosa de sLITi, com concentracdo de 2 mg/mL, por 24 h. Apés esse periodo as
larvas foram submetidas a banho em &gua destilada e depois dissecadas conforme descrito
no topico anterior. Neste caso, foi avaliada a capacidade do homogenato em clivar a
azocaseina seguindo o protocolo descrito anteriormente. O teste foi feito em triplicata, tendo
atividade padrdo a clivagem da azocaseina pelo homogenato intestinal de larvas incubadas

apenas em agua.



48

5. RESULTADOS

5.1 Processamento das sementes e obtencédo da fracéo rica em inibidores de tripsina de

Leucaena leucocephala

Os processos de delipidacdo e pulverizacdo das sementes de L. leucocephala
resultaram em uma farinha fina que, quando homogeneizada com tampdo, possibilitou a
obtencdo de um extrato com alto teor de proteinas sollveis (4,34 mg/mL). Vista a obtencdo
das moléculas com atividade inibitoria de enzimas proteoliticas, utilizou-se esse extrato para o
ensaio de inibicdo de proteases serinicas (tripsina e quimotripsina) e cisteinica (papaina), onde

foi detectada atividade inibitdria para a tripsina bovina e papaina (TABELA 1).

Devido a concentragdo e variabilidade de proteinas presentes no extrato bruto,
foram realizadas precipitaces independentes, encerrando diferentes concentragdes de acido
tricloroacético (TCA), para precipitar proteinas com massas moleculares mais elevadas. Neste
caso foram utilizadas as concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5% de TCA (m/v). As
fracOes obtidas foram dialisadas, tiveram suas proteinas sollveis dosadas e, entdo, foram
submetidas novamente ao ensaio de inibicdo de tripsina e quantificados seu percentual de
inibicdo e atividade inibitdria especifica. As fracdes de 0,5 — 3,0% de TCA mantiveram
atividade inibitdria de tripsina, enquanto que a fracdo 3,5% de TCA teve um decaimento na
atividade inibitoria (TABELA 2). Aliquotas contendo 20 pg de proteinas dessas fracBes e do
extrato bruto foram reservadas para a analise o do perfil proteico, onde foi possivel perceber
gue houve a concentracdo das proteinas com massa molecular proxima a 20 kDa (FIGURA
6). A fracdo que continha 3% de TCA foi escolhida para 0s passos seguintes por apresentar

elevada atividade especifica (2384,33 Ul/mg de proteina).
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Tabela 1 - Concentracdo de proteinas soltveis (mg/mL) no extrato bruto de sementes de
Leucaena leucocephala (EBL) obtido por extragdo com tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, e

avaliacdo das atividades inibitdrias de papaina, tripsina e quimotripsina

Concentracgéao de
proteinas solaveis

(mg/mL)

EB

4,34 +0,7

Inibicdo de atividades enziméticas (%0)

Papaina

Tripsina

Quimotripsina

EB 100,0+1,3

95,8+3,1
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Tabela 2 - FracOes obtidas a partir do extrato bruto de Leucaena leucocephala apds
fracionamento com acido tricloroacético (TCA) a 20% e monitoramento da atividade
inibitoria de tripsina

Atividade inibitoria de tripsina

Amostras
Inibicdo (%) Atividade especifica Ul/ mg
de proteina
EB* 95,8+3,1 385,95
Fracdo obtida por
precipitacdo com TCA (%)

F**0,5 949+15 639,55
F1,0 95,8+1,3 574,24
F1,5 97,3+0,7 747,04
F2,0 928+21 1.605,67
F2,5 82,2+1.3 1.935,58
F3,0 95,2+0,9 2.384,33
F3,5 65,3+ 2,3 548,77

* EB — Extrato bruto proteico de Leucaena leucocephala.

** FracOes correspondentes ao percentual de acido tricloroacético utilizado na obtencédo da
mesma.
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Figura 6 - Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12,5%) do Extrato Bruto de Leucena (EB) e
fracOes proteicas obtidas ap6s precipitacdo com &cido tricloro acético (TCA). 1- marcador
de massa molecular [fosforilase b de coelho (97 kDa); albumina bovina (66 kDa);
ovalbumina de galinha (45 kDa) anidrase carbonica bovina (30 kDa); inibidor de tripsina da
soja (20,1 kDa); alfa-lactaloumina bovina (14,4 kDa)]; 2- EB; 3-8: Frages proteicas 0,5-
3% precipitadas com TCA, respectivamente.
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Dada a obtencdo de uma fracdo do extrato bruto elevada atividade inibitoria de
tripsina, decidiu-se aplicd-la em coluna de sepharose 4B com anidrotripsina acoplada
(cromatografia de afinidade). Na coluna, contendo aproximadamente 10 mL de matriz
previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, foram aplicados 5 mg dessa
fracdo dissolvida em mesmo tampédo. A coluna foi entdo eluida com o mesmo tampéo e
foram coletadas fraces de 1,5 mL para acompanhamento da absorbancia a 280 nm. Apés a
completa eluicdo do ndo adsorvido a coluna, foram aplicados 30 mL de HCI 50 mM para
promover a eluicdo das proteinas adsorvidas a matriz, novamente com o0 monitoramento da
absorbancia a 280 nm (FIGURA 7). Esses picos cromatogréficos foram dialisados contra agua
destilada e juntamente com a fracdo 3% (F3%) e o extrato bruto foram submetidos a ensaio de
inibicdo de tripsina e papaina (TABELA 3). Aliquotas desses picos, da F3% e do extrato bruto
também foram submetidas a precipitacdo proteica com o auxilio do kit 2-D clean UP da GE
Lifescience (Séo Paulo, Brasil). As proteinas obtidas foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida 15% contendo SDS (FIGURA 8 A).

Na figura 7, os perfis eletroforéticos das proteinas da F3% e do pico retido sdo
semelhantes, contudo ao ser reduzida a abundancia das proteinas com massa molecular
proximas a 20 e 15 kDa pela cromatografia de afinidade a anidrotripsina é possivel verificar a

presenca de outras proteinas de massa molecular mais elevada como visto no pico nao retido.

De modo a avaliar a presenca de subunidades nas proteinas do pico retido, uma
aliquota deste foi incubada com o agente redutor - mercaptoetanol, visto que esse é capaz de
quebrar as pontes dissulfeto. As proteinas reduzidas do pico retido e do pico ndo retido foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% contendo SDS (FIGURA 8 B). Em
ambos 0s picos a banda proteica com massa préxima a 20 kDa foi reduzida dando origem a

uma banda proteica de massa proxima a 15 kDa e outra subunidade menor.

Devido a baixa abundancia de proteinas e elevada atividade especifica, o pico

retido foi denominado sLITi (inibidor semipurificado de L. leucocephala).
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Figura 7- Perfil cromatografico da fracdo proteica obtida com TCA 3% (LF3) de Leucaena
leucocephala dissolvida em Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e aplicada em coluna contendo matriz
de sepharose 4B com anidrotripsina acoplada equilibrada com o mesmo tampédo. Fluxo
aproximado de 0,5 mL/min, com fracbes de 1,5 mL. A fracdo retida foi eluida com HCI 50
mM
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Tabela 3 Atividade inibitoria de tripsina e papaina do extrato proteico bruto (EB), fracéo
proteica obtida TCA 3% (F3%) e das fracbes cromatograficas, pico retido (sLITi); pico ndo
retido (PNr) a sepharose 4B contendo anidrotripsina acoplada, de sementes de Leucaena

leucocephala

Amostra

Atividade inibitoria de tripsina

Atividade inibitoria de papaina

Atividade Atividade
Inibicdo (%)  especifica Ul/mg Inibicdo (%) especifica Ul/mg
de proteina de proteina
EB 958+3,1 340,95 100+1,3 -
F3% 95,2+0,9 2.384,33 90+0,3 -
SLITi 93,3+0,3 3.487.13 ND ND
PNr ND ND ND ND

* ND : atividade ndo detectada.



55

Figura 8 (A) Perfil eletroforético em condi¢des ndo redutoras (SDS-PAGE 15%) 1- marcador
de massa molecular [fosforilase b de coelho (97 kDa); albumina bovina (66 kDa); ovalbumina
de galinha (45 kDa); anidrase carb6nica bovina (30 kDa); inibidor de tripsina da soja (20,1
kDa); alfa-lactalbumina bovina (14,4 kDa)]; 2- extrato Bruto de Leucena (EB); 3- fracéo
proteica obtida em TCA 3% (LF3); 4- sLITi; 5- pico ndo retido (PNr) anidrotripsina-
sepharose 4B. (B) Perfil eletroforético em condi¢des redutoras (B- mercaptoetanol) (SDS-
PAGE 15%) 1- marcador de massa molecular; 2- sLITi; 3 - pico ndo retido (PNr)
anidrotripsina-sepharose 4B. Em ambos os casos foram aplicados 20 pg de proteina.
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5.2 Caracterizacdo bioquimica parcial do sLITi

5.2.1 Resisténcia a agentes fisicos e quimicos

Na caracterizacdo parcial do sLITi foram realizados testes fisicos e quimicos
como a resisténcia deste a agentes redutores como o DTT e a variagdes de pH e de
temperatura. Quando avaliada a resisténcia ao agente redutor, o sLITi mostrou-se resistente.
Das variacOes testadas, tempo e concentragdo, nas concentraces (10 e 100 mM) e maior
tempo aplicado (120 min) houveram decaimento significativo da atividade inibitoria de
tripsina, préximo 5 e 10% e mantendo 89% e 79% de atividade inibitoria inicial,
respectivamente (FIGURA 9).

Ao ser avaliado quanto a resisténcia a diferentes faixas de pH, o sLITi manteve
sua atividade inibitoria superior a 85% em todos os pHs testados e apenas em pH 4,0 foi
quantificada atividade inferior a 90% (FIGURA 10 A).

Quanto a resisténcia a temperatura, o sLITi foi resistente, ndo havendo diferencas
significativas quanto aos percentuais de inibi¢do da atividade proteolitica da tripsina. A fim de
se avaliar a resisténcia quanto ao tempo a 100 °C, o sLITi foi mantido por 150 min a essa
temperatura e ap6s a realizacdo do ensaio ainda foi constatada a mesma atividade inibitéria
(FIGURA 10 B).

5.2.2 Atividades em gel e eletroforese bidimensional

As atividades em gel visaram a localizacdo espacial das proteinas que apresentam
atividade inibitoria para tripsina (FIGURA 11) e para o homogenato larval (FIGURA 12).
Foram realizadas SDS-PAGEs contendo 1% de gelatina no gel tendo sido aplicado nos pogos
20 pg de proteina. Apos a digestdo da gelatina e revelagdo do gel por coloragdo com
coomasie, as bandas visualizadas correspondem aos inibidores. Em ambos os casos utilizou-se
como controle positivo o SBTi (inibidor de tripsina da soja) e foram realizados SDS-PAGEs

para comparagao.
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Figura 9 — Percentual de inibicdo da atividade da tripsina pelo sLITi apds exposicao ao agente
redutor DTT em diferentes concentracgdes e tempos. O (*) representa diferenca significativa (p
< 0,05) quando comparado ao controle.

[0
S AmBm B - AmEm A =M Controle
z@g 80- EE @g @ £33 100 mM
a3 EE HEE EEE EIE 5 10mM
& ot LlEal! LEEll el e
s E ::: ﬁ :ﬁ = & :::
— £ = = b E F: E
T 0 401 E $ E & o] ) 3
5 O ﬁ [n ] b Y E ::: E M

1E1E o #le o

0_ = ' e ' - _I_ - !

15 min 30 min 60 min 120 min

Tempo de exposicdo ao DTT em diferentes contracdes



58

Figura 10 — Avaliacdo da atividade inibitdéria de tripsina pelo sLITi quando incubado em
diferentes valores de pH (A); e temperatura (B).
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Figura 11 — (A) Perfil eletroforético em condi¢bes ndo redutoras (SDS-PAGE 15%) 1-
marcador de massa molecular [fosforilase b de coelho (97 kDa); aloumina bovina (66 kDa);
ovalbumina de galinha (45 kDa); anidrase carb6nica bovina (30 kDa); inibidor de tripsina da
soja (20,1 kDa); alfa-lactalbumina bovina (14,4 kDa)]; 2- inibidor de tripsina da soja (SBTi);
3- sLITi. (B) Zimograma reverso obtido em gel de poliacrilamida 15% contendo 0,1 % de
gelatina, apds a digestdo com tripsina bovina, 1- inibidor de tripsina da soja (SBTi); 2- sLITi.
Em ambos os géis foram aplicados 20 g de proteinas.
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Figura 12 - (A) Perfil eletroforético em condi¢bes ndo redutoras (SDS-PAGE 15%) 1-
marcador de massa molecular [fosforilase b de coelho (97 kDa); albumina bovina (66 kDa);
ovalbumina de galinha (45 kDa); anidrase carbonica bovina (30 kDa); inibidor de tripsina da
soja (20,1 kDa); alfa-lactalbumina bovina (14,4 kDa)]; 2- inibidor de tripsina da soja (SBTi);
3- sLITi. (B) Zimograma reverso obtido em gel de poliacrilamida 15% contendo 0,1 % de
gelatina, apos a digestdo com o homogenato larval de Aedes aegypti, 1- inibidor de tripsina da
soja (SBTi); 2- sLITi. Em ambos os géis foram aplicados 20 g de proteinas.
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Nos zimogramas foi possivel perceber que h& apenas uma banda proteica com
atividade inibitoria para tripsina com massa molecular préxima a 20 kDa, enquanto que para
as proteases do homogenato intestinal das larvas ha a presenca de pelo menos trés, sendo duas

préximas a 20 kDa e uma com massa molecular superior.

Pelo fato do sLITi apresentar mais de uma banda quando submetido a eletroforese
unidimensional, optou-se por fazer uma eletroforese bidimensional. Nos géis corados com
coomasie coloidal foi possivel a visualizacdo de mais de 25 spots com massas moleculares

proximas a 20 e 14 kDa, estando estes distribuidos na faixa de pH mais acido (FIGURA 13).

5.3 Atividades bioldgicas contra Ae. aegypti

Dada as atividades anteriormente descritas para o sLITi e tendo conhecimento do
potencial inseticida de inibidores de enzimas proteoliticas, avaliou-se, entdo, o efeito do sLITi
sobre a eclosdo dos ovos e o desenvolvimento das larvas eclodidas em solucdo contendo o
inibidor com concentragdo de 1 mg/mL. O sLITi, ao final de 2 dias, apresentou atividade
inibitoria da eclosdo dos ovos de Ae. aegypti em torno de 50% quando comparado aos
controles negativos (dgua e BSA), e ndo apresentou diferenca significativa quando comparado
ao controle positivo [inibidor da soja (BBI)] (FIGURA 14 A).

As larvas eclodidas permaneceram incubadas nas respectivas solucdes e foi
avaliado o efeito sobre o desenvolvimento durante 10 dias. As larvas receberam alimentacéo
diaria de 5 mg de racao/replicata e ao final do décimo dia, quando eclodiram os primeiros
mosquitos nos grupos tratados, foi determinada a taxa de mortalidade. Ao 4° dia as larvas
incubadas com os inibidores BBI e sLITi apresentaram retardo no desenvolvimento (FIGURA
14 B), pois as larvas permaneceram em estadios iniciais (1° e 2°), enquanto as larvas dos

controles BSA e &gua estavam em estadios mais avancados (4° inicial ou tardio) (FIGURA 15

).
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Figura 13 — Gel de eletroforese bidimensional para o sLITi, obtido ap6s a focalizacdo
isoelétrica em tira com variagdo de pH de 3-10 linear e corrida eletroforética em gel de
acrilamida 15% contendo SDS. A direita os marcadores de massa molecular [fosforilase b de
coelho (97 kDa); albumina bovina (66 kDa); ovalbumina de galinha (45 kDa); anidrase
carbonica bovina (30 kDa); inibidor de tripsina da soja (20,1 kDa); alfa-lactalboumina bovina
(14,4 kDa)] . Nesse gel foram utilizados 35 pg de proteina.
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Figura 14 (A) Percentual de ovos eclodidos de Aedes aegypti apds 2 dias de incubacdo em
solucBes aquosas contendo albumina sérica bovina, inibidor Bowman-Birk da soja e sLITi
com concentracfes de 1 mg/mL; (B) Média do nimero de larvas de Aedes aegypti em
diferentes estaddios de desenvolvimento apds 4 dias incubadas com as amostras albumina
sérica bovina, inibidor Bowman-Birk da soja e sLITi com concentragdes de 1mg/mL. (*)
indica valores significativamente diferentes (p < 0,05) quando comparado aos grupos controle
(H20 e BSA).
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Figura 15 Aspecto morfoldgico das larvas de Aedes aegypti apos 4 dias incubadas em agua
destilada e solugbes proteicas com concentracdo de 1mg/mL, (A) larvas em 4° estadio
presentes em agua destilada; (B) larvas em 4° estadio presentes na solucéo de albumina sérica
bovina, (C) larvas em 2° estadio presentes na solucao de inibidor Bowman-Birk da soja e (D)
larvas em 2° estadio presentes na solucdo de sLITi. C e D demonstram o retardo do
desenvolvimento quando as larvas sdo incubadas com inibidores de proteases serinicas. A

barra corresponde a 1mm.
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Os efeitos deletérios do sLITi e do BBI sobre as larvas em desenvolvimento foram
visualizados sob a forma de retardo na mudanca de estadio larval, encapsulamento sob a
forma de pupa e eclosdo dos mosquitos. Aos 7 dias do experimento, nos controles agua e BSA
ja foi possivel a observacdo de pupas diferente do observado nos tratamentos contendo

inibidores de proteases, onde as larvas estavam em 3° ou 4 °© estadios (FIGURA 16A).

Apos 8 dias de experimento, foi possivel observar a presenca de pupas nos
tratamentos com inibidores e mosquitos nos controles. O efeito inseticida dos inibidores
permaneceu, pois as larvas que ndo conseguiram driblar a acdo inibitdria das suas proteases
ndo sobreviveram. O numero de individuos presentes nos tratamentos com inibidores é
significativamente menor, tendo média de 1 individuo por repeti¢do, enquanto nos grupos
controles (agua e BSA) as médias foram respectivamente 8 e 7 individuos (larvas, pupas e
mosquitos) por repeticdo (FIGURA 16B).

O experimento foi encerrado depois de decorridos 10 dias, quando eclodiram os
primeiros mosquitos nos grupos testes (FIGURA 17 A). O numero de larvas vivas foi
contabilizado e a taxa de mortalidade foi calculada como [nUmero de individuos vivos/
numero de ovos eclodidos], tendo sido obtido para o sLITi uma taxa de mortalidade de 68%,
semelhante o BBI de 77%, ambos contrastando com os controles (dgua e BSA) que
apresentaram 13 e 19%, respectivamente (FIGURA 17 B).

Apos os resultados do experimento de desenvolvimento, optou-se por verificar se
o sLITi era capaz de inibir in vivo as proteases intestinais das larvas de Ae. aegypti em 4°
estadio. As larvas foram incubadas em solucdo contendo 2,0 mg/mL do sLITi por 24 h, apés
esse periodo foram dissecadas e procedeu-se o ensaio. Neste, o sLITi foi capaz de reduzir em
56% a atividade proteolitica presente no intestino das larvas. Realizou-se também um ensaio
de inibicdo in vitro do homogenato intestinal das larvas. Uma aliquota do homogenato foi
incubada com 100 pL de solucdo de sLITi 1 mg/mL e a atividade inibitoria obtida foi
superior, 70% (TABELA 4).

O sLITi foi também submetido a ensaio de inibicdo de acetilcolinesterase, tendo
em vista que essa é um enzima serinica € o alvo de muitos inseticidas. Neste ensaio as
proteinas presente foram capazes de reduzir a quebra do iodeto de colina pela acetilcolinerase
em 30,5% (TABELA 4).
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Figura 16 - (A) Média do namero de larvas de Aedes aegypti em diferentes estadios de
desenvolvimento ap6s 7 dias de incubacdo com albumina sérica bovina, inibidor Bowman-
Birk da soja e sLITi (Img/mL), evidenciando a presencga de pupas nos grupos controle; (B)
Média do numero de larvas de Ae.aegypti em diferentes estadios de desenvolvimento ap6s 8
dias de incubacdo com as amostras albumina sérica bovina, inibidor Bowman-Birk da soja e
sLITi (1 mg/mL), evidenciando a presenca de mosquitos nos grupos controles. (*)
significativamente diferente (p < 0,05) quando comparado aos grupos controle (H20 e BSA).
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Figura 17 (A) Média do numero de Aedes aegypti em diferentes estagios de desenvolvimento
apos 10 dias incubadas com as amostras albumina sérica bovina, inibidor Bowman-Birk da
soja e sLITi (Img/mL), evidenciando a presenca de mosquitos nos grupos testes. (B)
Percentual de mortalidade dos individuos eclodidos apds 10 dias em contato com as amostras
acima referidas. (*) significativamente diferente (p < 0,05) quando comparado aos grupos
controle (H20 e BSA).
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Tabela 4 Percentual inibit6rio in vivo e in vitro do sLITi sobre a atividade proteolitica do
homogenato intestinal das larvas de Aedes aegypti e acetilcolinesterase

Atividade inibitoria (%)

Amostra/ via
Homogenato Acetilcolinesterase
intestinal
SLITi in vitro 70+2,6 30*
sLITi in vivo 56+ 4,1 ND**

* - Valor correspondente a média das atividades inibitorias.

**ND — Nao determinado.
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6. DISCUSSAO

Os resultados mostraram que as sementes de L. leucocephala apresentam
inibidores de tripsinae que essas podem ser semipurificadas por meio de precipitacdo do
extrato bruto com TCA 3% e cromatografia de afinidade em coluna de anidrotripsina-
sepharose 4B e ser semipurificados atraves de cromatografia de afinidade em coluna de
anidrotripsina. Souza-Pinto et al. (1996) descreveram a presenc¢a de um inibidor de protease
serinica obtido a partir de sementes de L. leucocephala e, assim como o referido autor, outros
descreveram a presenca de inibidores de proteases em sementes de Leguminoseae
(OLIVEIRA et al., 2007ab; LIN; NG, 2008), Solanaceae (JACINTO et al., 1998;
VALUEVA et al., 1998), Poaceae (ABE et al., 1993; ABE; WHITAKER, 1988; KONDO
et al., 1990; ABE; ARAI, 1991). Essas sdo as familias vegetais mais estudadas quanto a
inibidores de proteases serinicas. Ha relatos também para as familias Cucurbitaceae (TSOI et
al., 2004; WONG et al., 2004), Asteraceae (KOUZUMA et al., 2000), Rutaceae (SHEE;
SHARMA, 2007; SHEE et al.,, 2007), Euphorbiaceae (SRITANYARAT et al., 2006;
CHAUDARY et al., 2008), e recentemente Cactaceae (AGUIRREZABALA-CAMPANO et
al., 2012), todas pertencentes as Angiospermas, além de relatos da ocorréncia desses em
familias de Gimnospermas (Cycadales, Coniferales e Ginkoales) (SAWANO et al,. 2008;
TORRES-CASTILLO et al., 2009).

O presente trabalho visou a obten¢do de uma fragéo proteica obtida de semente de
L. leucocephala que concentrasse inibidor de tripsina (LTI), possivelmente aquele
anteriormente purificado por Souza-Pinto et al. (1996). Apds a realizacdo da cromatografia de
afinidade a anidrotripsina-sepharose 4B e eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na
presenca de SDS, foi possivel a visualizacdo de bandas proteicas com massa molecular
préxima a descrita para o LTI que corresponde a 20 kDa. Esse resultado nos levou a acreditar
se tratar do mesmo inibidor. Contudo, ap6s o inicio da caracterizagcdo bioquimica onde foram
realizados ensaios inibitorios para proteases serinicas (tripsina e quimotripsina), observou-se
que o pico obtido (SLITi) ndo foi capaz de inibir a atividade proteolitica da quimotripsina. Tal
resultado contrasta com o descrito por Oliva e colaboradores (2000), ao realizarem a
caracterizagdo bioquimica do inibidor purificado por Souza-Pinto et al. (1996). A atividade
inibitéria a papaina presente na F3% foi perdida apds a cromatografia de afinidade a

anidrotripsina-sepharose 4B, 0 que levou ao descarte da possibilidade de um inibidor
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bifuncional como o obtido de sementes de Crotallaria palida (CpaTi) (GOMES et al., 2005) e
0 ApKTi (MIGLIOLO et al., 2010).

Diante dos resultados iniciais de caracterizacdo e tendo em vista a probabilidade
de um novo inibidor ou uma isoforma cujas modificagbes na sua estrutura tornaram-no
incapaz de reagir com o sitio catalitico da quimotripsina, deu-se continuidade ao processo de
caracterizacdo biogquimica do sLITi. A presenca de isoformas de inibidores é bastante comum
e relatada por diversos autores (BHATTACHARYYA; BABU, 2009). Sementes de
leguminosas podem expressar mais de um inibidor de protease e podem, também, expressar
de 6 a 10 isoformas de um mesmo inibidor, possuindo caracteristicas distintas como ponto
isoelétrico, resisténcia a temperatura e capacidade inibitéria (MORRISON et al., 2007). Pelos
fatos supracitados supde-se que o SLITi possua outro inibidor de protease serinica com

propriedades distintas daquele purificado por Souza-Pinto et al.(1996).

A existéncia de multiplas isoformas é um fenémeno comum, e pode ser explicada
através de modificacdes pos-traducionais ou por fenbmenos de duplicacdo génica (MACEDO
et al., 2002). A aparente perda de um numero significante de residuos de aminoécidos durante
modificacbes pos-traducionais tem sido relatado para inibidores de varias espécies de
leguminosas (SILVA, 2004). A origem e o papel fisioldgico das isoformas de inibidores em
plantas ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Uma possibilidade levantada seria seu papel
na defesa vegetal, uma vez que delecbes genéticas poderiam promover a inativacdo do gene
codificador. Contudo, a presenca de regides duplicadas para codificar outra proteina com

similaridade estaria presente e manteria a defesa pertinente a molécula perdida.

A especificidade dos inibidores presentes na familia Kunitz pode variar. Poucos
inibidores desta familia sdo especificos para quimotripsina e ndo inibem tripsina (MACEDO
et al., 2007); alguns sao potentes inibidores de tripsina e também inibem quimotripsina, como
o inibidor isolado de Derris trifoliata (BHATTACHARYYA; BABU, 2009), ou tém a
habilidade de inibir enzimas de diferentes classes, como o inibidor do tipo Kunitz de
Adenanthera pavonina (ApKT]I), que inibe tripsina e papaina (MIGLIOLO et al., 2010).

A elucidacéo da especificidade dos inibidores de proteases é sem davida, uma das
mais importantes formas utilizadas para o esclarecimento do mecanismo de acao e do controle
sobre atividade enzimatica (MELLO, 2005). Diferentes percentuais de inibigdo pelo sLITi

foram observados para enzimas serinicas testadas (tripsina, homogenato intestinal de larvas de
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Ae. aegypti e acetilcolinesterase), 0 que nos permite especular a presenca de uma ou mais
moléculas capazses de estabelecer interagdes com os sitios ativos presentes nestas enzimas,
mostrando assim que os inibidores das sementes de L. leucocephala podem interagir com
diferentes proteases serinicas. A funcionalidade dos inibidores obtidos de L. lecocephala
também foi mostrado por Souza-Pinto (1996), onde o LTI apresentou atividade inibitéria
para diferentes proteases serinicas como plasmina, calicreina humana, tripsina e quimotripsina
(OLIVA et al., 2000).

A partir da andlise do EB e do material proveniente da coluna de afinidade foi
possivel verificar a obtencdo de um alto grau de pureza, o que permitiu o prosseguimento dos
estudos. Foi possivel observar atraves de eletroforese e de um zimograma reverso para
tripsina que os inibidores presentes no sLITi possuem uma massa relativa préxima a 20 kDa.
Caracteristicas similares de massa sao relatadas para outros inibidores obtidos de sementes de
plantas da subfamilia Mimosoideae, como o de Inga laurina (MACEDO et al., 2007),
Dimorphandra mollis (MELLO et al, 2001) e Archidendron ellipticum
(BHATTACHARYYA et al., 2006).

O LTI purificado por Souza-Pinto et al. (1996) e caracterizado por OLIVA et al.
(2000) é um inibidor dimérico que apresenta duas subunidades diferentes com massas
moleculares de 15 e 5 kDa, sendo essas ligadas por pontes dissulfeto. Tais caracteristicas sao
semelhantes aos dos inibidores obtidos de Sapindus saponaria (MACEDO et al., 2010) e
Glycine max cv “Dull Black” (LIN; NG, 2008). A realizacdo de eletroforese do sLITi em
presenca de - mercaptoetanol revelou também a presenga de bandas proteicas com massas
moleculares aparentes de 5 e 15 KDa. Ap0Os a realizacdo de eletroforese bidimensional,
constatou-se que apesar do grau de pureza aparente, ha a presenca de um consideravel niamero
de isoformas da subunidade maior com pontos isoelétricos distintos, mas préximos a 4,0, com
variacdo aparente entre 4,0 e 7,0. Semelhantemente, o inibidor de tripsina da soja SBTi possui
ponto isoelétrico em 4,5 (KUNITZ, 1947). Corroborando a grande variagdo de pl observada
para os inibidores presentes no sLITi, Morrison et al. (2007) descreveram a presencga de
isoformas de inibidores de tripsina em sementes de ervilha (Pisum sativum L.), 0s quais
possuiam pontos isoelétricos distintos, variando entre 4,6 e 7,6. JA EE et al. (2009)
descreveram a purificagcdo de um inibidor de tripsina do tipo Kunitz das sementes de Acacia

victoriae que possui trés isoformas e pontos isoelétricos entre 5,13 e 4,27. Assim, supde-se
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que os inibidores presentes no sLITi sejam classificados como do tipo Kunitz devido a
presenca de pontes dissulfeto e semelhanga funcional aos inibidores previamente descritos.

A fim de caracterizar o sLITi em diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e
concentragcdes de DTT, ensaios de estabilidade foram realizados. O inibidor sL1Ti mostrou
uma grande estabilidade a uma ampla faixa de pH, tendo uma pequena reducédo, proxima a
6%, da sua atividade quando em pH 4, provavelmente devido a proximidade ao ponto
isoelétrico como visto na eletroforese bidimensional. Resultados semelhantes foram
encontrados para o inibidor isolado de Poecilanthe parviflora (GARCIA et al., 2004), tendo
sida tal estabilidade atribuida a presenca de pontes dissulfeto. Quando submetidos a diferentes
temperaturas, o sLITi foi considerado termoestavel, pois a manutencdo de sua atividade
inibitdria foi praticamente inalterada mesmo quando este foi aquecido a 100 °C por 30 min.
Estes resultados sdo comuns para inibidores da familia Kunitz (MELLO et al., 2001;
GARCIA et al., 2004; MACEDO et al., 2007). E semelhante a esses, o sLITi apresentou
perda de atividade inibitoria a tripsina em torno de 10% quando exposto ao agente redutor
DTT em concentracdo de 100 mM. Este resultado é superior quando, pois mostra que esse
inibidor é mais resistente quando comparado ao inibidor de Inga laurina (MACEDO et al.,
2007) que teve decaimento de sua atividade em 56% quando utilizada a mesma concentragéo
do agente redutor. Diferentemente do sLITi podemos destacar alguns inibidores que
apresentam resisténcia ao DTT, sendo eles os inibidores presentes nas sementes de Erythrina
caffra (ETI), Dimorphandra mollis (DMTI) e Putranjiva roxburghii (PrTl), isolados por
Lehle et al. (1994), Mello et al. (2001) e Chaudhary et al. (2008), respectivamente.

Segundo Hansen et al., 2007, nos inibidores do tipo Kunitz classicos, como no
inibidor de soja, duas pontes dissulfeto sdo localizadas sobre a superficie da proteina, o0 que as
tornam altamente acessiveis ao solvente, mas essas ndo contribuem diretamente na
funcionalidade do inibidor e sim na sua estrutura, pois as caracteristicas inibitorias séo
individuais de cada proteina. Em contrapartida ao proposto por esses autores, no presente
trabalho o sLITi teve sua atividade inibitdria reduzida apos a reducéo das pontes dissulfeto,
indicando a possivel participacdo dessas na manutencdo da conformacdo estrutural para

possibilitar a interacdo com o sitio da enzima.

Inibidores de protease tém sido utilizados na biotecnologia vegetal para aumentar
a resisténcia de plantas transgénicas a insetos-praga, devido ao potencial inseticida dessas

moléculas e seu pequeno tamanho, abundancia, estabilidade, além da alta especificidade para
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uma determinada classe de enzimas digestivas (MACEDO et al., 2010). A atividade digestiva
de enzimas do tipo tripsina foi amplamente relatada entre espécies de insetos e sua
especificidade assemelha-se as tripsinas de vertebrados (TERRA; FERREIRA, 1994; LAM et
al., 2000; PILON et al., 2006). Entretanto, tripsinas de ambos 0s grupos podem diferir em pH
6timo, massa molecular, sensibilidade a ions, ponto isoelétrico e sensibilidade a inibidores
vegetais (BIRK, 2003). No caso do inseto Ae. aegypti, as proteases do seu intestino séo
majoritariamente serinicas; Kunz (1978) relata que as larvas deste mosquito possuem pelo
menos 12 proteases serinicas, sendo essas do tipo tripsina e quimotripsina. Uma recente
anélise gendmica realizada por Venancio et al. (2009) revelou que ha pelo menos 51 genes
que codificam para tripsinas durante o estagio larval. Assim, ndo ha duvidas de que proteases

serinicas apresentam importancia vital nos papeis de digestao e desenvolvimento do inseto Ae.

aegypti.

O sLITi demonstrou atividade inibitéria de aproximadamente 70%, sobre o
homogenato intestinal das larvas de Ae. aegypti quanto avaliado in vitro. Isso possibilita
estudar sua atividade e sugerir estudos mais aprofundados frente a essa espécie. Gomes et al.
(2005) relataram a atividade inibitdria, exercida pelo inibidor bifuncional obtido de sementes
Crotalaria palida (CpaTl), sobre proteases obtidas do intestino médio de Callosobruchus
maculatus em 75% e de Ceratitis capitata em 100%. Muitos estudos tém sido realizados nesta
area, direcionando a acdo de inibidores de proteases, ja que estes possuem a capacidade de
retardar o desenvolvimento e diminuir a sobrevivéncia de uma gama de insetos (GIRARD et
al., 1998; RAMOS, 2008).

Tendo em vista o bom resultado sobre as enzimas digestivas das larvas in vitro,
decidiu-se avaliar o efeito in vivo, e observou-se que a inibicdo foi de 56%, contrastando com
o resultado obtido em testes in vitro. Resultado notavel, pois existem inibidores de proteases
que sdo potentes inibidores de proteases de insetos in vitro e ndo sdo capazes de produzir
efeitos deletérios sobre as larvas alimentadas com eles (DE LEO et al.,, 1998). Varios
mecanismos tém sido relatados para esta incapacidade como, por exemplo, o inseto ser capaz
de alterar o padrdo enzimatico presente no seu intestino médio quando alimentado com
inibidores de proteases, através da expressdo de diferentes enzimas de mesma classe
mecanicista, com sitios cataliticos distintos, tal qual a mudanca para proteases do tipo
quimotripsina, em vez de proteases do tipo tripsina (WU et al., 1997; GATEHOUSE, et al.,
1997). Outro mecanismo utilizado para desintoxicar o inibidor de protease é a degradacéo
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através de proteases enddgenas dentro do intestino do inseto. Os resultados obtidos neste
trabalho demonstram que o sLITi é capaz de inibir as proteases das larvas de Ae. aegypti tanto
in vitro como in vivo, demonstrando que as larvas nao foram capazes de bloquear ou refugar a

atividade inibitoria do sLITi.

Sabendo-se da capacidade inibitoria in vivo, decidiu-se avaliar o efeito do sLITi
sobre o desenvolvimento de Ae. aegypti, uma vez que periodos mais longos de incubacdo com
0 inibidor podem desencadear respostas adaptativas, sobrepujando o efeito inseticida
desejado, como descrito anteriormente (BOWN et al.,, 2004; OPPERT et al., 2005;
BRIOSCHI et al., 2007). Neste experimento, os ovos vidveis foram incubados em solucgdes
controles e contendo inibidores de proteases e as larvas eclodidas tiveram seu
desenvolvimento avaliado. Ao se tratar da eclodibilidade dos ovos de Ae. aegypti o sLITi foi
capaz de inibir a eclosdo em 53% quando comparado ao controle negativo. A literatura relata
que compostos ovicidas sdo aqueles capazes de interromper o desenvolvimento do embri&o,
de alterar a sobrevivéncia das larvas no interior dos ovos ou reduzir a eclosdo dessas
(GOVINDARAJAN; KARUPPANNAN, 2011). Ha poucos relatos de proteinas capazes de
inibir a eclosdo dos ovos de dipteros, como a lectina de Moringa oleifera, WSMoL, obtida
de sementes . Esta foi capaz de inibir a eclosdo dos ovos de Ae. aegypti em 70% mesmo em
baixas concentracdes (0,15 mg/mL) (SANTOS et al., 2012), valor inferior ao encontrado no
presente estudo (0,3 mg/mL de proteinas sollveis). A atividade ovicida é mais relatada para
metabolitos secundérios, sendo utilizados extratos etandlicos ou metandlicos de folhas como
as de Delonix elata (MARIMUTHU et al., 2012), Citrullus colocynthis e Cucurbita maxima
(MULLAI; JEBANESAN, 2007) e Cardiospermum halicacabum (GOVINDARAJAN, 2011)
e extratos aquosos como o de Calotropis gigantea (KUMAR et al., 2012). Dessa forma, é

notavel o efeito deletério dos inibidores de L. leucocephala sobre diferentes estagios de vida.

Ao avaliar o efeito do sLITi sobre o desenvolvimento das larvas, observou-se um
retardo no desenvolvimento das larvas, ou seja, a mudanca de estadio larval foi realizada mais
lentamente nas larvas tratadas com inibidores em todos os tempos avaliados (4, 7, 8 e 10
dias). Além disso, o sLITi ocasionou aproximadamente 70% de mortalidade nos individuos
gue ndo foram capazes de sobrepujar os efeitos deletérios causados pela ingestdo dos
inibidores. Embora inibidores de tripsina, em geral, ndo causem toxicidade aguda a insetos,
tem sido demonstrado que o prejuizo causado pela digestdo cronica dessas moléculas esta

associado a sua mortalidade (PONTUAL et al., 2012). A mortalidade observada neste
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trabalho pode ser explicada por um dos mecanismos de acdo dos inibidores, onde 0s insetos
aumentam a expressdo de enzimas proteoliticas. Esse aumento na expressdo de enzimas como
tripsina e quimotripsina pode causar o retardo no desenvolvimento, devido a limitacdo da
sintese proteica, pois enzimas serinicas sdo ricas em aminoacidos sulfurados (cisteina e
metiona) que sd0 necessarios para o inicio desse processo (RAMOS et al.,, 2009).
Corroborando os achados do presente estudo, outros autores também relatam os efeitos
deletérios causados no desenvolvimento dos insetos, quando na dieta destes sdo adicionados
inibidores de proteases, sejam serinicos ou cisteinicos, os inibidores DMTI —Il obtidos de
sementes de Dimorphandra mollis causaram retardo no desenvolvimento e mortalidade de
70% em Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae) quando incorporados a uma
concentracdo de 1% (m/m) na dieta (MACEDO et al., 2002). O inibidor bifuncional CpaT]
obtido de sementes de Crotalaria palida, na concentracdo de 4% (m/m), reduziu o peso médio
e causou mortalidade de 60% das larvas de Ceratitis capitata (Diptera) (GOMES et al.,
2005). Em contraste, o inibidor SBTI obtido de sementes de Glycine max, mesmo em
concentracdo elevada [3% (m/m)], causou apenas 27% de mortalidade a Ceratitis capitata
(SILVA et al., 2006). Bhavani e colaboradores (2007) relataram o efeito inseticida de dois
inibidores de proteases serinicas obtidos de sementes de L. leucocephala, descritos como
inibidor de alta massa e inibidor de baixa massa molecular, sobre o desenvolvimento de
Helicoperva armigera (Lepidoptera), que quando acrescidos a dieta das larvas ocasionou
100% de mortalidade. Tal resultado ratifica o proposto por esse trabalho e demonstra o
potencial inseticida dos inibidores de L. leucocephala que ndo se resume aos insetos da ordem

Diptera.

Durante os dias de avaliacdo do desenvolvimento, as larvas em contato com a
solucdo do sLITi a concentracdo de 1 mg/mL apresentaram retardo na mudanca de estadio
quando comparados aos controles agua e BSA. Contudo, a partir do 7° dia de avalicdo, foi
possivel perceber que os individuos dos grupos controle tiveram seu de desenvolvimento
retardado. Esse retardo pode ter causas multifatoriais, como a elevada densidade populacional
que pode retardar o desenvolvimento e a sobrevivéncia (HAWLEY, 1985), a competicédo por
alimento (FOCKS et al. 1993) e o contato fisico entre as larvas (BROADIE; BRADSHAW,
1991). O efeito da densidade populacional e competicdo por alimento sobre o
desenvolvimento larval foi relatado por Teng e Apperson (2000), e tendo relatado que a
alimentacdo das larvas deve ser de 0,5 — 2,0 mg de alimento/individuo diariamente. No

presente trabalho, as larvas receberam diariamente 5 mg de alimento independente da
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populagéo presente nas replicatas. Diante desses dados, pode ser sugerido que a caréncia de
alimento nos grupos controle e a sua elevada densidade populacional promoveram o retardo
no desenvolvimento das larvas, sendo, portanto, comparavel ao desenvolvimento das larvas
incubadas com os inibidores. Esse fatores podem ter causado uma analise subestimada do
potencial inseticida do sLITi sobre o desenvolvimento das larvas, o qual pode ser superior ao

observado nesse trabalho.

A enzima acetilcolinesterase € o alvo de muitos pesticidas, como o0s
organofosforados. Neste trabalho, a atividade inibitoria dessa enzima foi avaliada, pois ha
relatos que o PMSF, um inibidor sintético de proteases serinicas, é capaz de inibir essa enzima
(TURINI et al., 1969; SKAU; SHIPLEY, 1999). O sLITi em baixas concentracdes (0,07 mg/
mL), quando avaliado frente a essa enzima foi capaz de reduzir em média a taxa de
degradacdo do substrato em 30%. Embora os testes tenham sido realizados sobre a
acetilcolinesterase de Torpedo california (enguia elétrica), Houghton et al. (2006) afirmaram
que tal enzima é conservada entre os diversos reinos animais, podendo atuar, portanto, sobre a
acetilcolinesterase das larvas. Ademais, o padrdo inibitorio ndo foi considerado concentragéo-
dependente, o que sugere que mesmo a menor concentracao utilizada (0,07 mg/mL) foi capaz
de interagir com os possiveis sitios reativos da acetilcolinesterase. Semelhantemente ao
(1993) mostraram que o inibidor de carboxipeptidases da batata foi capaz de inibir
completamente a acetilcolinesterase presente em corpos celulares de axdnios e neurbnios de
humanos, quando utilizado em concentracdes de 0,1 mM. Em contraste, a pepstatina (inibidor
de proteases asparticas) ndo foi capaz de inibir a atividade desta enzima neste mesmo
trabalho, mesmo quando utilizado na mesma concentracdo. Além de outros poucos estudos
(e.g. fasciculina Il isolada do veneno de Dendroaspis angusticeps) (FOSSIER et al., 1986),
sd0 escassos na literatura relatos de inibidores proteicos dessa enzima, 0 que enfatiza

novamente o potencial dos inibidores de L. leucocephala.
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Diante dos resultados obtidos com Ae. aegypti que tornam o sLITi um promissor
inseticida, é valido ressaltar que s&o raros os relatos de estudos com enfoque de inibidores de
protease sobre o desenvolvimento deste inseto (DE ARRUDA et al., 2011). Ja é relatado que
os inibidores de proteases sdo capazes de potencializar o efeito toxico das proteinas Cry
obtidas de Bacillus thuringiensis sobre diferentes ordens de insetos, como Coleoptera,
Lepidoptera e Diptera (PARDO-LOPEZ et al., 2009). De acordo com Jeffers & Roe (2008),
essa é uma das perspectivas mais promissoras para o0 uso desses inibidores no que concerne ao
controle de insetos. O sLITi também apresentou atividade anticolinesterasica, indicando outro

possivel alvo para a sua atividade inseticida, que demanda mais estudos.



78

7. CONCLUSAO

O sLITi obtido a partir de sementes de Leucaena leucocephala apresenta forte
inibicdo de tripsina (superior a 90%) e caracteristicas semelhantes aos inibidores do tipo
Kunitz, pontes dissulfeto, massa molecular aparente de 20 kDa, termoestabilidade, resisténcia

a ampla variacdo de pH e ao agente redutor DTT e ponto isoelétrico proximo a 4.

O sLTi apresenta atividade inibitdria da eclosdo dos ovos de Aedes aegypti e é
capaz de inibir a atividade proteolitica presente no intestino médio das larvas em 56%,
comprometendo o desenvolvimento e causando elevada taxa de mortalidade, sendo assim um
potencial inseticida para essa espécie. Contudo mais estudos sdo necessarios, como, por
exemplo, a avaliacdo do efeito sinergistico do sLITi juntamente com as proteinas Cry de

Bacillus thuringiensis .
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