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RESUMO

Proteinas do Latex de Calotropis procera (Ait.) R. Br. e seus efeitos sobre pragas
agricolas.

A planta Calotropis procera pertencente a familia Asclepiadaceae é encontrada em
vasta extensdo do Nordeste Brasileiro. E uma planta laticifera e sua produgio endogena de
latex ¢ extraordinaria. Embora haja na literatura cientifica diversas publica¢des que relatam o
potencial medicinal de diversas partes da planta, principalmente de seu latex, ndo ha ainda
uma abordagem bioquimica e funcional de seu fluido laticifero. Esta pesquisa foi
desenvolvida no sentido de proceder a um estudo bioquimico parcial de atividades endogenas
da fra¢do protéica majoritaria do latex e de avaliar seus efeitos inseticidas sobre diferentes
modelos de pragas agricolas. A fracdo protéica majoritaria do latex foi preparada a partir de
um protocolo previamente desenvolvido no laboratério em que sdo envolvidas etapas de
centrifugacdo e didlise. A fragdo protéica isenta de borracha e de moléculas de baixa massa
molecular foi testada para atividades enzimaticas endogenas proteoliticas, quitinasicas e o-
amilasica e atividades inibitdrias para proteases e a-amilase. Ensaios enzimaticos de digestao
das proteinas do latex por extratos digestivos de insetos foram também realizados. Bioensaios
utilizando-se dietas artificiais contendo diferentes propor¢des das proteinas do latex integras,
digeridas por pronase ou aquecidas a 98 °C foram realizados com seis insetos pertencentes a
quatro ordens. Nos bioensaios foram avaliados parametros tais como desenvolvimento,
sobrevivéncia, tempo de emergéncia dos individuos além de ser avaliado o efeito cumulativo
de proteinas do latex na dieta por sucessivas geracdes. Na fracdo protéica do latex foram
encontradas atividades proteoliticas do tipo cisteinica e serinica, além de atividade
quitinolitica. Nao foi detectada atividade o-amildsica. Solugdes de proteinas do latex nao
exibiram atividade inibitéria do tipo a-amilasica e tripsinica ou quimiotripsinica. Apos
tratamento térmico, proteinas do latex ainda soluveis foram capazes de inibir a atividade da
papaina. Posteriormente esta atividade inibitoria foi capaz de inibir as atividades proteoliticas
de Callosobruchus maculatus e Dysdercus peruvianus. As proteinas do latex foram
inseticidas para C. maculatus, Zabrotes subfasciatus, Anticarsia gemmatalis e Ceratitis
capitata enquanto que ndo foram para Spodoptera frugiperda e D. peruvianus. Nao houve
efeito deletério acumulativo em insetos submetidos a uma dieta contendo proteinas do latex
durante seis geragdes. Quando digeridas por pronase e aquecidas por 30 min a 98 °C, a agdo
inseticida das proteinas do latex ainda foi mantida sobre o C. maculatus. As proteinas do latex
foram completamente resistentes a proteodlise por enzimas digestivas de Dysdercus peruvianus
e Callosobruchus maculatus. Entretanto, a ag@o proteolitica enddgena do latex promoveu a
protedlise do extrato enzimatico de C. maculatus embora isto ndo tenha ocorrido no extrato
intestinal de D. peruvianus. O latex de C. procera apresenta forte atividade proteolitica e
resisténcia a protedlise por enzimas digestivas de insetos. Atividade quitinolitica foi também
observada. O latex possui atividade inseticida para diferentes pragas agricolas e esta atividade
parece estar associada a presenca de um inibidor de atividade proteolitica do tipo cisteinica,
além da presenca de quitinases e elevada atividade proteolitica endogena. Assim, a fragao
protéica do latex pode ser considera como parte constituinte da defesa da planta contra
insetos.
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ABSTRACT

Proteins from the latex of Calotropis procera (Ait.) R.Br. and their effects against insects.

The plant Calotropis procera belonging to Asclepiadaceae is found around a vast
extension of the Northeast from Brazil. It is a lactifers plant and its endogenous production of
latex is admirable. Despite continuous reports appearing in the literature give mention to the
medicinal properties of different parts of the plant, including the latex, there is not scientific
approaches comprising biochemical of functional aspects of the latex from C. procera. The
aims this work was determine the presence of endogenous enzymatic activities and inhibitory
activity against different proteases and a-amylase, to evaluate insecticidal properties against
different crop pests and to correlate enzymatic content and insecticidal action with possible
role of the latex in protecting the plant to insect pathogens. The major soluble protein fraction
from the latex was prepared following the protocol previously defined that includes
centrifugations and dialysis steps. The protein fraction devoided of rubber and low molecular
mass molecules was assayed to the presence of endogenous proteolytic activities as well as o.-
amylase activity. Even, the presence of inhibitor of such activities was investigated.
Additionally the latex proteins were submitted to proteolysis by digestive content of different
insects. Bioassays base on artificial diets with different contents of native, pronase digested or
heated treated (98 °C) latex proteins were performed against six insects belonging to 4
different orders. Increment in bodyweight of larvae, time of development and percentage of
survive were the parameters considered to analyze detrimental effects of latex proteins upon
insects. The effect of latex proteins upon Callosbruchus maculatus insects by continuous
exposure until F-6 generation was reached was performed. It was found strong endogenous
proteolytic activity and latex proteins were resistent to proteolysis by insect digestive extracts.
In addition chitinolytic activity was also detected. The latex exhibited insecticidal activity
against different insect groups and this effect may be correlated to the presence of a cysteine
protease inhibitor associated to its proteolytic properties and chitinolytic activity. It is
suggested that the protein fraction of the latex from Calotropis procera plays a relevant role
in defending the plant against pathogens.
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I. INTRODUCAO

Os vegetais e suas defesas naturais

As plantas estdo constantemente expostas a uma variedade de estresses ambientais.
Considerando a desvantagem de estarem ancoradas no solo e de serem desprovidas de um
sistema circulatério imune, as plantas t€ém desenvolvido varias estratégias sofisticadas de
protecdo contra patdgenos e predadores, como bactérias, fungos, virus, insetos e herbivoros,
assim como contra estresses abidticos.

Os mecanismos naturais de protecao contra patdgenos e predadores estdo baseados em
uma variedade de barreiras presentes no vegetal antes do ataque. Os efeitos combinados
dessas barreiras sdo referidos como constitutivos. Além disso, os vegetais podem também
ativar outros mecanismos apos o contato com os invasores, denominados de induzidos ou
adquiridos (Ebel & Coiso, 1994). Independente do tipo de resisténcia, induzida ou
constitutiva, esses arsenais de defesa podem ser de carater estrutural, quando agem como
barreiras fisicas impedindo ou inibindo o patdgeno de penetrar e se espalhar nos tecidos
vegetais, ou podem estar baseados em reagdes quimicas, produzindo substancias que matam
ou inibem o crescimento do invasor (Agrios, 1988).

As reacdes de defesa induzida das plantas podem ser classificadas como diretas ou
indiretas. Por exemplo, a reagdo de hipersensibilidade constitui um efetivo mecanismo de
defesa. Nesse caso, uma rapida morte das células da planta no local de infec¢do restringe a
colonizagao do patogeno. Esse sacrificio previne que o patdgeno se espalhe pelos tecidos ndo

infectados (Grant & Mansfield, 1999). Por analogia a apoptose em mamiferos, a reagdo de
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hipersensibilidade ¢ também uma forma de morte celular programada em plantas (Lam et. al.,
1999). Outros exemplos de defesa direta incluem a produgdo de metabolitos secundarios e
proteinas de defesa (Bohlmann, 1994). Existem trés classes principais de metabdlitos
secundarios, os alcaloides, os terpendides e os compostos fenolicos. Embora as fungdes
biologicas dessas substancias ndo sejam bem esclarecidas, acredita-se que uma delas seja a de
dissuadir predadores e/ou competidores (Raven, 2001). Exemplos de tais compostos sdo a
cafeina e a nicotina (alcaldides), glicosidios cardioativos, borracha e o6leos essenciais
(terpenodides) e os taninos (compostos fendlicos). A nicotina pode agir como toxina
diretamente no sistema nervoso de herbivoros (Wink, 1998; Shoji et. al., 2000); os glicosidios
cardioativos atuam na musculatura cardiaca, promovendo aumento da for¢a dos batimentos.
Em excesso, podem causar taquicardia, nauseas, vOmitos, cefaléia e intoxicagdes
gastrintestinais, podendo levar a morte (Mingoia, 1965).

A liberagdo de moléculas volateis de tecidos de plantas ¢ considerada como um
mecanismo de reacdo de defesa indireta (Baldwin et. al., 2001). Essas moléculas tém sido
reconhecidas por muitos anos como um importante carater capaz de atrair ou de perturbar a
interagdo de insetos com a planta. As emissdes de moléculas volateis especificas podem
também agir como atrativos naturais de carnivoros e de parasitas de herbivoros (De Moraes
et. al., 1998) ou como mensageiros de alerta para plantas vizinhas (Bruin & Dicke, 2001;
Karban et. al., 2000).

Entre as proteinas de defesa, estdo as com atividade enzimatica. Entre estas incluem as
quitinases (Chang et al. 1995), glucanases (Krebs & Grumet, 1993), proteinases (Pinedo et al,
1993), proteinas inativadoras de ribossomos, RIPs (Ramos et al. 1998; Jach et al, 1995), mas
também podem ser encontradas proteinas ndo enzimaticas como inibidores de proteases. As
lectinas, proteinas que se ligam a carboidratos, e os inibidores de o-amilase também sdo bem

caracterizados (Lajolo et al., 1991, Rouge et al, 1997).
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Enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas, comumente chamadas de proteases sdo enzimas capazes de
hidrolisar ligagdes peptidicas. Elas sao classificadas como endopeptidases quando hidrolisam
ligacdes internas e exopeptidases quando hidrolisam unicamente ligagdes C- e N- terminais
(Franco et al., 1999). As endopeptidases sao também conhecidas como proteinases, que sao
classificadas, de acordo com o aminoacido presente em seu sitio ativo e no seu mecanismo de
acdo, em serinica, cisteinica, aspartica e metaloproteinases (Barrett, 1986). Proteinases de
todas as quatro classes tém sido encontradas em diferentes 6rgdos e tecidos das plantas (Ryan
& Walker-Simmons, 1981).

Muitas proteinases de plantas tém sido isoladas de frutas e sementes e a maioria delas
pertencem a classe de proteinase cisteinicas (Boller, 1986). Em plantas, as proteinases
cisteinicas possuem importantes papéis em processos intra e extracelulares, degradagdo de
proteinas de reserva (Kembhavi et al., 1993); ativacdo de zimogénios ¢ degradacdo de
proteinas defeituosas (Rudenskaya et al., 1995); morte celular programada (Solomon et al.,
1999); no reconhecimento de patdégenos e na inducdo de respostas de defesa (Liu et al., 2001;
Avrova et al, 1999).

Proteinases cisteinicas sdo também relatadas em latex, no qual a papaina, presente em
Carica papaya, ¢ a mais conhecida. Além da papaina, o latex de C. papaya possui outras trés
proteinases cisteinicas, quimopapaina, caricaina e glicil-endopeptidase (Glazer & Smith,
1971). Do mesmo modo, o latex de Ficus glabrata, F. carica (Sgarbieri et al., 1964),
Calotropis gigantea, C. procera (Abraham & Joshi, 1979; Dubey & Jagannadham, 2003)

apresentam multiplas formas de proteinases cisteinicas.
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Alguns trabalhos mostram que as proteinases cisteinicas estdo envolvidas na interacao
de incompatibilidade planta-patdégeno. Entre elas podemos citar a RCR3, que ¢ requerida na
resisténcia do tomate contra o fungo Cladosporium fluvum (Kruger et al., 2002); Mirl, que
mostrou se acumular diretamente no local de ataque dos insetos Spodoptera frugiperda e
Diatraea grandiosella, em plantas de milho resistentes (Pechan et al., 2000); papaina,
bromelaina e ficina que foram toxicas para os insetos Samia ricini, Mamestra brassicae e

Spodoptera litura (Konno et al., 2004).

Inibidores de proteinases

Os inibidores de proteinases sdo proteinas de ampla distribuicdo no reino vegetal
relacionadas a defesa da planta, que podem estar presentes constitutivamente nas sementes ou
serem induzidos em outros tecidos por patégenos ou injuria (Ryan, 1990; Koiwa et al., 1997).
Essas proteinas interagem com enzimas proteoliticas do agressor, agindo como moléculas
antidigestivas ou antinutritivas (Belitz & Weder, 1990). Além desse papel de defesa, eles
estdo também relacionados com a regulagdo de proteinases enddgenas durante a dorméncia e
mobilizagdo de proteinas de reserva da semente e na morte celular programada (Solomon et
al., 1999). Contudo, podem também agir como proteinas de reserva (Lin & Hou, 2002).

Os inibidores de proteinases sdo geralmente pequenos, termoestaveis e especificos
para cada uma das quatro classes mecanicistas de enzimas proteoliticas, sendo classificados
como inibidores de proteinases serinicas, cisteinicas, asparticas ¢ metaloproteinases. A sua
capacidade de inibir proteinases ¢ devido a formacgdo de um complexo estavel, que bloqueia,
altera ou previne o acesso ao sitio ativo da enzima pelo substrato (Bode et al., 2000).

A pesquisa de inibidores de proteinases tem sido centrada, principalmente, em

sementes de leguminosas, como na soja (Xavier-Filho & Campos, 1989); Vigna unguiculata
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(Xavier-Filho & Ventura, 1988); Phaseolus vulgaris, P. lunatus, Canavalia brasiliensis,
Dioclea grandiflora (Richardson, 1986) e Crotalaria palida (Gomes et al., 2005). Contudo,
sao poucos os trabalhos com inibidores em latex. Entre eles podemos citar inibidores isolados
de Hevea brasiliensis (Sritanyarat et al., 2006; Archer, 1983); Carica papaya (Monti et al.,
2004) e batata doce (Lin & Lu, 1994).

Os inibidores de proteinases mais abundantes e estudados sdo aqueles capazes de
inibir as proteinases serinicas, grupo da tripsina e quimotripsina, enzimas digestivas
encontradas em insetos das ordens Lepidoptera, como em Spodoptera frugiperda (Ferreira et
al., 1994a) ¢ Diptera, como em Ceratitis capitata (Gomes et al., 2005). Inibidores de
proteinases cisteinicas e asparticas, enzimas que sao predominantes nas ordens Coleoptera e
Hemiptera, como no C. maculatus, Z. subfasciatus e Dysdercus peruvianus (Silva & Xavier-

Filho, 1991; Campos et al., 1989; Stanisguaski et al., 2005) sdo menos conhecidos.

Quitinases

A quitina ¢ um polissacarideo insoluvel, constituido principalmente de residuos de N-
acetilglicosamina polimerizados através de ligacdes [3-1,4. Este polissacarideo ¢
extremamente abundante na natureza de ocorréncia inferior apenas da celulose em
disponibilidade. Quitinases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligagdes -1,4-glicosidicas da
quitina. Sdo encontradas em diversos organismos, entre eles: fungos, bactérias, insetos e
principalmente plantas. Elas podem ser induzidas em plantas através de infec¢des por virus,
bactérias e fungos, injuria ou pelo aumento na concentracdo de substincias elicitoras tais
como 4cido salicilico, etileno, auxinas e citocininas (Graham & Sticklen, 1994), sugerindo

que as quitinases participam em uma larga variedade de respostas de estresses nas plantas.
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As quitinases atuam na defesa da planta a fungos por duas vias principais, degradando
diretamente a parede de hifas do patdogeno levando a lise (Jach et al., 1995) e indiretamente,
liberando oligossacarideos elicitores que levardo a planta a acumular fitoalexinas, que sdo
compostos secundarios envolvidos com a defesa de plantas (Lawrence et al., 1996).

A membrana peritrofica presente no trato intestinal de muitos insetos, ¢ uma
membrana semipermeavel acelular constituida de quitina e proteinas, que separa o contetdo
do limem do intestino das células epiteliais que o cobrem (Tellam et al., 1999). Essa
membrana tem sido descrita ha quase 244 anos, em insetos (Lyonet, 1762). Contudo, a func¢ao
e 0s componentes quimicos permanecem ainda ndao muito claros. Sugere-se que ela ¢
responsavel por proteger o epitélio intestinal de particulas abrasivas da dieta e na defesa
contra infec¢des por virus e parasitas (Tellam et al., 1999).

As quitinases podem degradar essa membrana peritrofica (Flach et al., 1992) levando a
uma inibi¢do do crescimento ou morte de insetos (Wang et al., 1996), funcionando dessa

forma como proteinas de defesa (Kramer et al., 1997).

Latex

Outra forma de defesa contra a invasdo de patégenos e insetos encontrada pelas
plantas s3o os sistemas de canais que contém varias secrec¢des, tal como os laticiferos, resinas
e mucilagens (Farrell et al, 1991). No caso de plantas que produzem latex, este sofre um
processo de agregacdo progressiva que lembra o processo de coagulagdo sanguinea. Este
processo € comum ocorrer apos a planta sofrer algum dano mecanico, o que leva a liberagao
do fluido laticifero, impedindo que a area injuriada seja penetrada por patégenos. O latex
também tem uma agao colante que pode imobilizar pequenos insetos ou mesmo uma lagarta

(Moursy, 1997). Entretanto, além deste efeito mecanico, a composi¢cdo quimica do latex
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parece ser também funcionar como uma ferramenta de defesa, neste caso agindo no combate a
fungos e a virus por meio de suas substancias constituintes (Pereira et al., 1999). A presenca
de proteinas relacionadas a defesa contra patogenos (PR-Proteinas), como glucanases e
quitinases (Van Loon & Van Sttrien, 1999), proteinases (Dubey & Jaganadham, 2002;
Abraham & Joshi, 1979; Glazer & Smith, 1971; Sgarbieri et al, 1964) e inibidores de
proteinases (Sritanyarat et al., 2006; Montil et al., 2004) no latex de varias espécies sugere
que essa secrecao poderia agir como uma defesa da planta contra o ataque de insetos e
patogenos.

Latex ¢ um termo geralmente usado para descrever um liquido com aspecto leitoso que
¢ exudado de plantas que sofreram algum dano mecanico. Naqueles ja estudados, em geral,
sdo compostos de um soro, que contém em solugdo ou suspensdo uma variedade de
substancias e/ou componentes celulares, entre os quais nucleos, mitocondrias, ribossomos
bem como acidos nucléicos (Lynn & Clevette-Radford, 1986 b). A capacidade para formar
latex ¢ encontrada em plantas crescidas em muitos diferentes habitats e diferentes
caracteristicas morfologicas como ervas, arbustos e arvores. Cerca de 12.000-35.000 espécies,
pertencentes a 900 géneros de aproximadamente 12 familias, maioria dicotiledonea, formam
latex. Latex também pode ser produzido por fungos, como dos géneros Lactaria e Peziza.
Embora o latex tenha na maioria das vezes um aspecto leitoso, como em Hevea e Calotropis,
ele pode ser amarelo ou laranja, como em plantas da familia Papaveraceae, marrom-
amarelado, em Cannabis, ou pode ser limpido como em Morus e Nerium oleander (Metcalfe,
1967).

O latex ¢ um exudado citoplasmatico de células especializadas, denominadas de
laticiferos. Os laticiferos sdo classificados como articulados e ndo articulados. Os articulados
consistem de cadeias longitudinais de muitas células em que as paredes celulares que separam

as células individuais permanecem intactas, enquanto os laticiferos ndo articulados surgem de
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uma simples célula que cresce importunamente dentro dos espacos intracelulares,
eventualmente ramificando-se nos tecidos das plantas de um modo similar as hifas de um

fungo (Rudall, 1987).

Funcéo Bioldgica dos Laticiferos

Virias fungdes tém sido atribuidas aos laticiferos. Uma delas ¢ que eles formam um
tecido de secrecdo, mas a vantagem para a planta de estocar latex ainda ¢ duvidosa, pois a
enorme quantidade de energia envolvida na sintese de borracha ou de outros componentes do
latex ndo parece ser recuperavel. Tem-se sugerido ha 100 anos, desde que o latex foi
encontrado em plantas do semi-arido, que os laticiferos podem ser uma reserva de dgua, mas
nem todas as plantas que contém latex estdo restritas a regides secas. Possivelmente, a
justificativa mais aceita da presenga de latex ¢ seu envolvimento na defesa da planta (Rudall,
1987). Esse papel de defesa tem sido defendido através de estudos, principalmente, do latex
de Hevea brasiliensis, em que foram encontradas varias proteinas relacionadas com a defesa
da planta ou que em testes de atividade bioldgica tenha demonstrado toxicidade contra
patogenos como: a heveina (Lynn & Clevette-Radford, 1986b), as quitinases e as proteinas

que se ligam a quitina (Jekel et. al.,1991).

Composicao bioquimica do latex

Além de componentes celulares, essa secre¢do ¢ composta por uma grande variedade

de substincias de baixa densidade, como proteinas, terpenos, carbonatos, alcaloides,

vitaminas, carboidratos, lipidios ¢ aminoacidos (Morcelle, et. al., 2004).
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O latex possui uma grande diversidade de proteinas. Sendo especialmente rico em
enzimas com atividades proteoliticas. Relata-se a ocorréncia de inimeras proteinases no latex
de diversas espécies do género Euphorbia. Denominadas de euphorbainas, estas proteinases
sao classificadas como sendo do tipo serinicas (Lynn & Clevette-Radford, 1987b). No latex
de Hevea brasiliensis, relata-se também a ocorréncia de proteases similares que foram
denominadas de heveminas (Lynn & Clevette-Radford, 1986b), o0 mesmo constata-se no latex
de Elaeophorbia drupifera (Lynn & Clevette-Radford, 1985, 1987b) e de Carica papaya,
também estudada pelo seu conteudo de proteinases do tipo cisteinicas, tais como: papaina e
quimopapainas (McKee & Smith, 1986; Jacquet et al, 1989).

Também tém sido estudadas no latex de plantas, especialmente em H. brasiliensis,
outros tipos de proteinas, como: lectinas, quitinases (Jekel et. al.,1991), beta-1,3- glucanases
(Chey & Cheung, 1995), lisozimas, Proteinas Inativadoras de Ribossomos (RIPs),
glicosidases (Giordani & Lafon, 1993), amilases (Lynn & Clevette-Radford, 1987a),
inibidores de proteinases (Archer, 1983; Lin & Lu, 1994) dentre outros.

O temo latex ¢ frequentemente associado ao termo borracha. Praticamente todos os
produtos industrializados derivados da borracha sdo fabricados a partir de uma fracdo do latex
extraido da planta Hevea brasiliensis, a seringueira. Isto inclui desde os pneus dos automoveis
até a chupeta usada para criangas. A substincia presente no latex que apresenta a
caracteristica de elasticidade da borracha ¢ um polimero de isopreno. O poli —Cis-isopreno é
formado pela agdo combinada de varias atividades enzimaticas presentes no fluido laticifero.
Poliisoprenos constituem proporcionalmente a principal por¢do da maioria dos fluidos
laticiferos e ddo a estes a caracteristica colante do latex recém exsudado, assim como € a sua
agregacdo em rede que promove o efeito tipo coagulante observado ocorrer progressivamente

quanto o latex ¢ exsudado e entra em contato com o ar.

28



Embora plantas laticiferas sejam um atraente modelo bioldgico para estudo,
investigacoes sobre as propriedades bioquimicas e fisioldgicas de latex sdo ainda limitadas em
bases de dados bibliograficos, principalmente, em se tratando de atividade inseticida. Em
particular, a caracterizacao bioquimica, isolamento e purificagao de proteinas, bem como de
outros compostos presentes nesta secre¢ao nao sao amplamente descritos na literatura. No que
se refere a planta C. procera, pouco tem sido investigado quanto a composi¢ao bioquimica e
funcdes de seu latex. Em contraste, a planta ¢ amplamente conhecida pelas suas propriedades
medicinais, e ndo sdo poucos os relatos de atividades farmacolédgicas detectadas em seu latex.
Investigar aspectos funcionais do latex de C. procera ¢ de cunho bastante relevante,

principalmente considerando ser esta uma planta muito comum no Cear4.

Descricdo e Caracteristicas da Planta Calotropis procera (Ait.) R. Br.

C. procera (Ait.) R. Br., pertencente a familia Asclepiadaceae, ¢ um arbusto perene,
ereto, pouco ramificado podendo alcangar 3,5 metros de altura. As folhas sdo grandes,
subcoriaceas, cobertas, muitas vezes, por uma camada de cera, pelo menos nas plantas mais
jovens. As flores sdo arroxeadas, dispostas em inflorecéncias fasciculadas terminais. Os frutos
sdo capsulas infladas, globosas, grandes, com sementes envolvidas em painas sedosas brancas
(Figura 1). Multiplica-se apenas por sementes sendo disseminadas pelo vento (Lorenzi &
Matos, 2002). O seu nome ¢ derivado de Asclépios, Deus grego da medicina, do grego
“kalos” = belo, “tropis” = barco e procera do latin “procerus” = alto, esbelto. Ela ¢
provavelmente nativa da India, mas é encontrada em quase todas as regides tropicais
semiaridas da América, inclusive no Brasil, desde o Nordeste até o norte de Minas Gerais. A

planta C. procera possui varios nomes populares de acordo com a regido onde se encontra:
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algodao-de-seda e seda (PE), flor-de-seda, ciume e horténcia (CE), paininha-de-seda (SP) e

leiteiro (SP, MG).

Na medicina tradicional da India, a planta C. procera tem sido usada para combater uma
variedade de doengas incluindo leprose, ulceras e tumores. Também tem sido usada como
purgativo e anti-helmintico (Kirtikar & Basu, 1935). Suas folhas e raizes sdo utilizadas para
aliviar a dor em diferentes condi¢cdes (The Wealth of India, 1992). Além disso, seu latex
demonstrou diversas atividades biologicas como: hemolise de células sangiiineas e atividade
anti-plasmodial (Sharma et al, 2001); atividade antidiarréica (Kumar et al., 2001); atividade
antifertilidade em ratos (Kamath & Rana, 2002); atividade analgésica (Soares et al., 2005;
Dewan et al.,, 2000); atividade esquistossomosicida (Sharma & Sharma, 2000); atividade
antiinflamatéria (Kumar & Basu, 1994; Alencar et al., 2004); pré-inflamatoria (Singh et al.,

2000) e antibacteriana (Larhsini et al., 1999).

30



Figura 1: Aspecto geral da planta Calotropis procera, crescida na regido metropolitana de

Fortaleza-Ce. A: Flor; B: Folha; C: Fruto. Localidade: Fortaleza, bairro Papicu.

Insetos

Callosobruchus maculatus (F.) e Zabrotes subfasciatus (Boh.)

As sementes contribuem significamente para a dieta humana e animal, entre elas

podemos citar principalmente as de cereais e de leguminosas. No Brasil € em outros paises da

América Latina, o feijdo ¢ um dos alimentos basicos mais consumidos e ¢ uma excelente
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fonte de proteinas, vitaminas, minerais e conteudo energético (Guzman- Maldonado et al.,
1996). O feijao ¢ uma cultura agricola que tem grandes perdas em todo seu processo de
cultivo devido aos variados fatores adversos de origem abidtica e bidtica, sendo o ataque de
insetos no campo e durante o armazenamento de seus graos importantes contratempos da
producao.

Uma das principais pragas do feijdo de corda (Vigna unguiculata) ¢ o Callosobruchus
maculatus (Coleoptera: Bruchidae), que ataca, principalmente, as sementes estocadas,
afetando severamente a qualidade, o peso ¢ a capacidade de germinagdo (Hall et al., 1997;
Dongre et al., 1996). Este caruncho pode ocasionar perda de peso das sementes da ordem de
60 % em seis meses de armazenamento (Tanzubil, 1991).

O Zabrotes subfasciatus (Both.) (Coleoptera) estd largamente distribuido entre os
tropicos, como uma das principais pragas de sementes de leguminosas tais como de Phaseolus
vulgaris (L.), P. lunatus (L.) (Meik et al 1986; Pimbet, 1985) e V. unguiculata (Lemos et al.,
1990). Assim como o C. maculatus, esse inseto causa severos danos na perda de peso,
reducdo do poder germinativo ¢ do valor nutritivo e desvalorizagdo comercial dos graos,

devido a presenga de insetos mortos, furos, ovos e excrementos (Gallo et al., 1988).

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797).

As culturas de milho e de arroz tém grande significado s6cio-econdmico no Brasil
(Pulver, 2001). Entretanto, varios fatores sdo responsaveis pela queda na produtividade e,
dentre eles, as pragas ocupam lugar de destaque. Nesse contexto, Spodoptera frugiperda
pertencente a ordem Lepidoptera, familia Noctuidae, ¢ encontrada com grande freqii€ncia
atacando estas culturas, provocando altos indices de desfoliamento (Cruz, 1995; Oliveira,

1987). Tem-se registrado que essa lagarta pode se alimentar além do milho e do arroz, de
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varias outras plantas pertencentes a 23 familias, caracterizando sua polifagia, sendo que seus
maiores hospedeiros sdo as gramineas (Lugibill, 1928).

Na cultura do milho, S. frugiperda ¢é conhecida vulgarmente como lagarta-cartucho,
podendo se alimentar em todas as fases de crescimento da cultura, mas tem preferéncia por
cartuchos de plantas jovens. Na cultura do arroz ¢ conhecida como lagarta-da-folha,
alimentando-se de plantas novas, podendo consumi-las completamente, permanecendo na

cultura até a fase de emissao das paniculas (Loeck et. Al, 1993).

Anticarsia gemmatalis (Hueb., 1918)

A soja constitui um dos produtos agricolas de maior importincia para o Brasil,
ocupando lugar de destaque na pauta de exportagdo do pais, sendo cultivada praticamente em
todo o territdrio nacional. Com a ampliagdo da area de soja plantada, problemas como perdas
decorrentes do ataque de insetos-praga tendem a se agravar.

Dentre aqueles que trazem conseqiiéncias econdmicas mais significativas na soja
destaca-se a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (Gallo et al.,
2002; Hoffmann-Campos et al., 2000). Mesmo em baixas densidades populacionais, esta
lagarta causa grandes danos a lavoura de soja, que vai desde o desfolhamento até a destrui¢ao
completa da planta. Durante o seu desenvolvimento, pode consumir até 90 cm” de folha de
soja (Leppla et. al., 1977). Dessa forma, alta infestacdo dessa praga pode comprometer a

producao dessa cultura.
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Dysdercus peruvianus (Guérin-Menéville)

O algodao (Gossypium hirsuntum L.) é uma cultura muito importante economicamente
em todo o mundo. Ela esta distribuida em mais de setenta paises e em varias regides do globo
terrestre (Abrahdo etal.,, 1982). Estima-se que a produg¢do mundial de fibra seja de
aproximadamente 32 milhdes de toneladas, sendo que o Brasil produziu em 1996/97 cerca de
310 mil toneladas e importou 460 mil toneladas de fibra (Magalhaes, 1998).

O algodoeiro ¢ atacado por diversas pragas que causam prejuizos a cultura, dentre as
quais se destaca o bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman), que ¢ a praga de
maior capacidade nociva econdmica ja detectada no continente americano. Os danos causados
por ele nos 6rgdos reprodutivos desta planta podem causar perdas de até 100 %, caso ndo haja
nenhum tipo de controle (Barbosa et al., 1983).

Além do bicudo, o algodoeiro ¢é atacado pelo Dysdercus peruvianus, que ¢ um inseto
pertencente a ordem Hemiptera e a familia Pyrrhocoridae. Ele ataca tanto as sementes como
as fibras do algoddo. Além disso, ele ¢ um vetor para fungos e bactérias fitopatogénicos,

podendo causar grandes perdas as plantagdes de algodao (Gallo, 1988).

Ceratitis capitata (Wiedeman, 1824)

O Brasil ¢ um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma produgao que

supera os 34 milhoes de toneladas. A base agricola da cadeia produtiva das frutas abrange 2,2

milhdes de hectares, gerando 4 milhdes de empregos diretos e um PIB agricola de US$ 11

bilhdes (IBRAF, 2005).
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A mosca-do-mediterrdneo ou mais conhecida como mosca-das-frutas, C. capitata,
pertencente a ordem Diptera, familia Tephritidae. Ela ¢ originaria da Africa e sua introdugio
no continente Americano ocorreu pelo Brasil em 1901 (Nunez-Bueno, 1987). Atualmente, ela
se encontra bastante distribuida pelo referido continente, infestando hospedeiros nativos e
exoticos (Matioli, 1985). Ela ¢ uma das mais importantes pestes que provocam perdas de
economia agricola do mundo, capaz de atacar mais de 300 espécies de frutas (Liquido et al.,
1991). No Brasil, ataca o péssego, citros, mag¢d, manga, entre outras, causando grandes perdas
na produg¢do dessas frutas comercialmente importantes (Malavasi & Zucchi, 1999).

O conjunto destes insetos, cujas imagens sdo apresentadas na Figura 2, representa
individuos predadores de plantas cultivadas de interesse econdmico. Constituem assim,
excelentes modelos bioldgicos para avaliar atividades de defesa contra pragas no latex de

Calotropis procera.

Figura 2: (A) Lagartas de Anticarsia gemmatalis ¢ (B) Spodoptera frugiperda; (C)
Callosobruchus maculatus; (D) Ceratitis capitata; (E) Ninfa do 3° estagio de Dysdercus

peruvianus e (F) Zabrotes subfasciatus.
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1. JUSTIFICATIVA E OBJETIVO DO TRABALHO DE PESQUISA

A planta Calotropis procera esta presente em quase todo o Estado do Ceara.
Entretanto, este vegetal ndo tem sido alvo de investigagdes cientificas de qualquer natureza
por grupos de pesquisa no Brasil. Calotropis ¢ uma planta laticifera e quase todos os estudos
bioquimicos ¢ funcionais de fluidos laticiferos envolvem a planta Hevea brasiliensis, a
Seringueira. Além destas observagdes, o que mais chama atengdo na referida planta é a
quantidade de latex que a mesma produz, mesmo estando esta ausente de infec¢des. A
produgdo de latex em Calotropis procera é extraordinaria. E possivel coletar até 60 ml de
fluido de uma unica planta sem comprometer sua satude.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo estudar atividades
enzimaticas presentes no latex de Calotropis procera, caracterizar alguns aspectos
bioquimicos deste e avaliar a capacidade de suas proteinas interferir no desenvolvimento de
insetos predadores de diferentes plantas cultivadas, na perspectiva de evidenciar o
envolvimento destas proteinas na defesa de Calotropis procera ¢ ao mesmo tempo avaliar seu

potencial como fonte de proteinas com atividade inseticida relevante.
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I11. MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Azocaseina, N-Benzoyl-arginine-naphthylamide (BANA), Benzoil Arginina
Nitroanilida (BApNA), Trans-Epoxysuccinyl-Leucylamido-3-Methyl-Butano (E-64), N-
Tosyl-L-Phenylalanine  Chlorometryl Ketone (TPCK), Tripsina (E.C. 3.4.21.4),
Quimotripsina (E.C. 3.4.21.1) e a-amilase pancreatica bovina (E.C. 3.2.1.1), Papaina 2x
cristalisada (E.C. 3.4.22.2), marcadores de massa molecular, Quitina coloidal, glucuronidase
(ECP 3.2.1.31), p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB), Pronase de Streptomyces griseus,
Amido, Quitina, Anticorpo secundario anti-IgG de coelho produzido em cabra marcado com
fosfatase alcalina, 5- Bromo-4-Chloro-3-IndolylPhosphato (BCIP), Nitro Blue Tetrazolium
(NBT), persulfato de amdnio, membrana de PVDF e de diélise “cut off” 8.000 foram obtidos
de Sigma ou Sigma-Aldrich Co. USA.

Dithiothreitol (DTT), Sodium Dodecil Sulphate (SDS), Ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), Ethyleneglycol-bis-aminoethyl Ether (EGTA) foram obtidos da Amersham
Bioscience, USA. Azul de bromofenol, tiossulfato de sodio, nitrato de prata, carbonato de
sodio foram obtidos da Acros Organics, USA. Albumina Sérica Bovina Fra¢dao V foi obtida
de INLAB, Brasil. Triton X-100 e Tween 20 foram obtidos da USB Corporation, cleveland,
OH USA.

Os demais reagentes foram de grau analitico e provenientes de diferentes

fornecedores.
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Material Bioldgico

Planta

A planta Calotropis procera (Ait.) R. Br., pertencente a familia Asclepiadaceae, foi
identificada pelo Professor Edson de Paula Nunes, taxonomista do Herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Cear4, onde uma exsicata (N. 32663) desse material esta depositada.
A planta ocorre em abundancia em varias localidades da cidade de Fortaleza, principalmente
na area litoranea. A coleta do latex foi sempre realizada na regido metropolitana de Fortaleza
no horario entre 7 ¢ 8 horas da manha. A coleta de latex ndo compromete a satde da planta,
que tem excelente capacidade regenerativa. E possivel observar que ao longo do tempo,
plantas alvo de coleta regeneram-se e prosseguem o desenvolvimento em condig¢des

aparentemente normais. Nenhuma mortalidade foi observada apos coleta do latex.

Insetos

Calosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus (Coleoptera: Bruchidae)

As colonias dos insetos C. maculatus e Z. subfasciatus utilizadas foram originalmente

fornecidas pelo professor Dr. Thalles Barbosa Grangeiro do Departamento de Biologia,

Universidade Federal do Ceara. Os dois insetos foram mantidos em uma incubadora BOD a

27 £ 1°C, umidade relativa de 65-75 %, fotoperiodo de 12 horas de luz e em sementes de

feijao de corda (EPACE-10) obtidas no comércio de fortaleza-CE.
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Dysdercus peruvianus (Hemiptera: Pyrrhocoridae)

As coldnias dos insetos utilizados foram originalmente fornecidas pelo professor Dr.
Carlos Peres Silva, Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos dos Goytacases, RJ.

Os insetos foram mantidos a uma temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa de 65-75 %,

fotoperiodo de 16 horas de luz. Os insetos foram mantidos em potes pléasticos transparentes

cobertos com um pano fino, com livre acesso a agua e alimentados com sementes de algodao.

Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae)

As larvas de Ceratitis capitata foram fornecidas pelo professor Dr. Mauricio Pereira
Sales do laboratério de quimica e fungdo de proteinas bioativas, Universidade Federal do Rio

Grande do Norte, RN. As lagartas foram mantidas a uma temperatura de 28 = 1°C, umidade

relativa de 60-70 %, fotoperiodo de 12 horas de luz e em uma dieta artificial descrita por

Gomes et al., 2005, como descrito abaixo.

Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)

Lagartas de Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis foram fornecidas pela
MSc. Lucia Bertholdo Vargas do laboratorio de controle biologico, Universidade de Caxias

do Sul, RS. Os dois insetos foram mantidos a uma temperatura de 27 £ 1°C, umidade relativa

de 65-75 %, fotoperiodo de 12 horas de luz e dieta artificial descrita por Hoffmann-Campo et

al, 1985, assim como descrito posteriormente.
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Coleta e Fracionamento do Latex

Através de incisdes no apice caulinar de espécimes, o latex foi coletado em tubos tipo
Falcon, contendo 20 ml de 4gua destilada, sendo o latex misturado na proporcao de 1:1 (v/v).
A coleta de 20 ml pode ser obtida de um unico exemplar da planta e leva em média 10-15
minutos. O procedimento de coleta do latex sobre agua foi mostrado diminuir o efeito tipo
coagulacdo que ocorre logo apds sua coleta. Se coletada em sua forma in natura, a secregio
tende a sofrer reacdes de oxidacdo e claramente ha formacao de pedacos (flocos) de borracha,
caracteristica comum de latex de plantas. Este fenomeno leva a uma grande perda de
moléculas soliveis que sao entdo aprisionadas nas particulas de coagulacao.

Apbs a coleta do latex em agua, o material foi centrifugado em centrifuga de bancada
(5.000 g) por 10 minutos a 25 °C. O precipitado obtido era constituido de uma densa massa
com aspecto de borracha, entretanto o sobrenadante submetido a dialise, contra 4gua destilada
a 4 °C, mantinha o aspecto original do latex, isto ¢, leitoso, embora desprovido de floculagao.
Apods a segunda centrifugacdo, nas mesmas condi¢des acima, um sobrenadante limpido e
completamente desprovido de borracha foi obtido. Esta fragdo do latex total foi alvo de
analise neste trabalho e designada como Proteinas do Léatex, ja que foi demonstrado
anteriormente ser uma fracao rica em proteinas. Importante frisar neste ponto que a membrana
de didlise utilizada tinha capacidade para retencdo de moléculas com massa molecular
superior a 8.000 Da. As proteinas do latex foram preparadas em quantidade suficiente para
utilizagdo nos bioensaios. As amostras foram submetidas a processo de liofilizagdo para
formulagdo de dietas experimentais. A seqiiéncia de eventos realizados para a obtencdo das

proteinas do latex pode ser sumarizada como apresentado no esquema da Figura 3.
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Dosagem de Proteinas

A amostra em estudo foi estimada quanto ao teor de proteinas soluveis pelo método
colorimétrico descrito por Bradford (1976). A partir de 100 plL, da amostra em diferentes
concentragdes, foram adicionados 2,5 mL do reagente de BRADFORD. As misturas foram
levemente agitadas e apds 10 minutos foram feitas as leituras das absorbancias a 595 nm. A
quantidade de proteinas foi estimada utilizando-se Albumina Sérica Bovina como referéncia

padrdo na curva de calibragao.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS foram
conduzidos de acordo com a técnica descrita por Laemmli (1970), adaptadas para o uso de
géis de separacdo em placas. Em todas as eletroforeses foram utilizados géis de aplicagao
contendo 5 % de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 ¢ SDS 1 % e os géis de
separagdo contendo 12,5 % ou 15 % de poliacrilamida em uma solugdo tampao Tris-HCl 3 M,
pH 8,9 e SDS 1 %. As proteinas do latex e suas fragdes foram dissolvidas em tampao Tris-
HC1 0,0625 M, pH 6,8, contendo SDS 1 % e sem agente redutor. Azul de bromofenol (para a
marcagdo da frente de corrida eletroforética) a 0,02 % foi acrescentado as amostras antes da

aplicagdo no gel.
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LATEX COLETADO EM AGUA (1:1, V:V)
- Centrifugacdo a 5.000 g

por 10 mim, a 25 °C.

Sobrenadante 1 Residuo 1 (Borracha)

- Didlise exaustiva contra agua destilada a 4°C.
- Centrifugacao a 5.000 g

por 10 mim , a 25 °C

Sobrenadante 2 (Proteinas do Latex) Residuo 2 (Borracha)

\4

Liofilizagdo e estocagem

Figura 3: Esquema de fracionamento do latex da planta Calotropis procera.
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As corridas eletroforéticas foram realizadas sob amperagem constante (20 mA) por um
periodo médio de 2 horas a 25 °C. Os picos obtidos das cromatografias em coluna de quitina
também foram igualmente analisadas. Apos as corridas, os géis foram corados com prata ou
com uma solu¢do de Coomassie Brilliant Blue R-250 e descorados em solucao de acido

acético, agua destilada e metanol (1:8:3,5, v,v,v) desprovida do corante.

Ensaios de atividade enzimatica enddgena e de inibicédo nas proteinas do latex

Atividade a-amilésica e inibicdo da a-amilase pancreatica suina

Para determinacdo da atividade a-amilase foram realizados ensaios contendo 10, 50,
100 e 200 pg das proteinas do latex, em 200 ul de tampao acetato de s6dio 100 mM, contendo
NaCl 3mM pH 5,5. Ap6s 10 minutos a 30 °C em banho-maria, foram adicionados 2 ml de
amido (1 % em tampao acetato de s6dio 100 mM, pH 5,5 contendo NaCl 3 mM). A reagdo
processou-se por mais 60 minutos nas mesmas condi¢des de incubacdo e foi paralisada em
banho de gelo por 5 minutos. Aliquotas de 25 pl de cada tubo de ensaio foram retiradas e
adicionadas a 2,5 ml de solucao de lugol (Iodo 3 mM, Iodeto de Potassio 24 mM). O amido
remanescente foi detectado em espectrofotometro a uma absorbancia de 565 nm. Os ensaios
foram realizados em triplicata e provas em branco foram feitas. A absorbancia foi medida a
565 nm.

Para determinagdo da possivel atividade anti-a-amilase foram realizados ensaios em
que 20 pl de uma solugdo de a-amilase (0,66 mg/ml em tampdo acetato de sodio 100 mM pH
5,5 contendo NaCl 3mM) foram pré-incubados com 10, 50, 100 e 200 pg das Proteinas do
Latex por 15 minutos a 30°C em banho-maria. O restante do ensaio seguiu-se como citado

acima. Esses ensaios foram feitos de acordo com Mao & Kinsella, 1981.
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Fracionamento em cromatografia em coluna de quitina

A coluna de quitina foi preparada a partir de carapagas de caranguejo obtidas
comercialmente da SIGMA. O material foi submetido a um tratamento como descrito por
Hackman & Goldberg (1964). Aproximadamente, 25 g de farinha foram suspensas em 500 ml
de HCI 0,1 N, deixada por agitacdo constante por 24 horas e centrifugada a 7.500 x g por 20
min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 250 ml de NaOH
0,1 N. Esta mistura foi aquecida a 100 °C por 16 horas, resfriada, centrifugada a 7.500 x g por
20 min a 4 °C e o sobrenadante descartado. Este procedimento foi repetido mais duas vezes e,
ao término, foi centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. O precipitado foi acidificado
com HCI 0,2 N e dialisado contra dgua destilada por 48 horas. A suspensdo foi novamente
centrifugada a 7.500 x g por 20 min a 4 °C. O precipitado foi equilibrado com agua destilada,
sendo montado em uma coluna de dimensdes de 17 x 2,5 cm, deixando o gel sedimentar sob a
acdo da gravidade. O fluxo da coluna foi ajustado para 30 ml/h e foram coletadas fra¢des de 3
ml. Em cada cromatografia foram utilizados 30 mg das Proteinas do Latex dissolvidas em 3
ml de NaCl 0,15 M, centrifugada a 10.000 x g por 10 min a 10 °C. O pico ndo retido foi
eluido com a mesma solucdo de equilibrio da coluna e pico retido, com acido acético 1 M. As
absorbancias foram monitoradas a 280 nm. Quando testada as fragdes proteinas do latex
desnaturadas e sobrenadante, a coluna utilizada foi de 6 x 1,8 cm e as quantidades de
proteinas aplicadas na coluna foram de 2 mg em NaCl 0,15 M. As proteinas do latex, assim
como seus picos derivados da coluna de quitina foram avaliados quanto a presenca de
atividade qutinolitica através de ensaios fotocolorimétricos e zimograma. As fracdes foram

ainda avaliadas quanto o potencial inseticida no modelo com Callosobruchus maculatus.
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Determinacao da atividade quitinolitica por fotocolorimetria

A atividade quitinolitica foi medida segundo o método colorimétrico descrito por
Boller (1993), tendo como parametro a liberacao de N-acetil-D-glucosamina (NAG) a partir
da ac¢do hidrolitica da enzima sobre a quitina coloidal. Para isso, 250 uL (1 mg/ml dissolvido
em tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,2) das fracdes: Proteinas do Latex nativa,
sobrenadante e precipitado (obtidos apds aquecimento por 30 min a 98 °C em banho-maria)
foram incubados com 250 pl de quitina coloidal (10 mg/ml), a 37 °C, durante 60 minutos em
estufa. A reacdao enzimatica foi interrompida através de fervura em banho-maria a 98 °C, por 5
minutos. Apos resfriamento, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, 25 °C, por 20
minutos. A seguir, 10 pl de uma solucdo diluida de enzima glucoronidase foram adicionados a
300 pl de cada sobrenadante resultante da primeira mistura reacional e feita incubacao,
novamente, a 37 °C, por 60 minutos em estufa. Esta segunda etapa enzimatica também foi
interrompida por meio de fervura em banho-maria, durante 10 minutos. Para determinacao da
quantidade de NAG liberada a partir da quitina coloidal sob a¢do de enzimas quitinoliticas,
310 pl do hidrolizado foram acrescidos de 190 ul de tampao acetato de s6dio 50 mM, pH 6,0
e 100 pl de tetraborato de sodio e potassio 0,6 M. A mistura reacional foi aquecida em banho-
maria a 98 °C, por 5 minutos. Apds resfriamento, 1 ml da solugdio de p-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB) (100 mg/ml), foi adicionado & mistura reacional e
incubado em banho-maria a 37 °C por 20 minutos. As leituras de absorbancia foram feitas no
comprimento de onda de 585 nm.

Para ambos os ensaios, o célculo da quantidade de NAG liberado na reagdo foi feito a
partir de uma curva padrdo construida com concentragdes conhecidas de NAG, variando de

100 a 500 uM (Reissig et al., 1955). A atividade quitinasica foi expressa em nanokatal (nkat)
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por mg de proteina, onde 1 nkat corresponde a liberacao de 1 uM de NAG por mililitro por
minuto.

A quitina coloidal usada como substrato para determinacdo da atividade quitinolitica
foi preparada segundo a metodologia descrita por Boller (1992), a partir de quitosana, com
algumas modificagdes. A solucdo de glucoronidase usada no ensaio foi diluida 10 vezes em
agua grau Milli-Q a partir do preparado bruto de Helix pomatia (Sigma Chemical Co-Type
HP- 2.132.000 unidades/ml) e dialisada exaustivamente contra 4dgua grau Milli-Q, sendo
armazenada em freezer (-20 °C). A solugdo de p-dimetilaminobenzaldeido (DMAB), foi
preparada pela dissolu¢ao de 10 g de DMAB em 100 ml de acido acético glacial contendo

12,5% (v/v) de &cido cloridrico.

Zimograma para deteccdo de atividade quitinolitica

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita de acordo com Laemili, 1970,
enquanto a metodologia empregada para a deteccdo da atividade quitindsica no gel foi
realizada seguindo-se o protocolo estabelecido por Truel & Asselin (1989), com duas
modificacdes: apds a corrida eletroforética o gel ficou em contato com o tampao de
renaturacdo (acetato de sédio 100 mM, pH 5,0, contendo Triton X-100 1 %) por 12 horas em
banho-maria a 37 °C. As amostras Proteinas do Latex e as fragdoes PI-Q e PII-Q obtidos apos
cromatografia em coluna de quitina foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 1 M, pH 6,8
contendo glicerol 30 %, SDS 1 %, EDTA 0,5 M, EGTA 0,2 M ¢ azul de bromofenol 0,1 %.
As amostras foram centrifugadas a 10.000 g, 10 °C por 10 min, e em seguida aplicas no gel
(100 pg). A corrida foi realizada sob amperagem constante de 25 mA por gel. O zimograma
foi revelado apds tratamento com 0,01 % de calcoflur MR 28 e a visualizagdo foi feita sob a

luz ultravioleta no sistema de video (UV ITF LABORTECHNIK, Wasserburg, Germany).
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Determinacao da atividade proteolitica e inibicdo por E-64 e TPCK

Para avaliar quais as classes de enzimas proteoliticas estdo presentes nas Proteinas do
Latex, ensaios de inibi¢ao utilizando TPCK e E-64 foram feitos utilizando azocaseina, BANA
e BApNA como substratos em pH especificos (Xavier-Filho et al., 1989).

Os ensaios de inibi¢do para proteinases serinicas foram realizados em pH 7,5
utilizando como substrato azocaseina 1 % ou BapNA 1,25 mM, seguindo a metodologia
empregada para o ensaio de inibi¢do da atividade quimotripsinica (descrito abaixo), onde 150
ug da amostra foram incubadas com 7 pl de N-Tosyl-L-Phenylalanine Chlorometryl Ketone
0,1 mM (TPCK).

A inibi¢do para proteases cisteinicas foi testada em pH 6,0, seguindo a metodologia
empregada para o ensaio de inibicdo da atividade da enzima papaina, onde foram utilizados
150 pg das Proteinas do Latex incubadas com 7 pl de E-64 (0,01 mM) utilizando como

substratos azocaseina 1 % ou BANA 1 mM.

Zimograma para deteccéo de atividade proteolitica

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi feita de acordo com Laemili, 1970,
enquanto a metodologia empregada para a detec¢do da atividade proteolitica no gel foi
realizada de acordo com Macedo et al., 2004, utilizando como substrato gelatina 0,1%.

Apds a corrida eletroforética, os géis foram incubados em uma solucdo de Triton X-
100 2,5 % por duas vezes, sendo 20 min cada a 25 °C. Depois os géis foram incubados em
uma solugdo ativadora (tampao fosfato de sdédio 250 mM, pH 6,0 contendo DTT 2 mM e
EDTA 1 mM) por 60 min a 37 °C em banho-maria. Em seguida os géis foram corados com

uma solu¢ao de Coomassie Brilliant Blue R-250.
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Inibicdo da atividade proteolitica do tipo cisteinica

Para determinagdo da atividade anti-papaindsica na fracao sobrenadante, que foi obtida
ap6s centrifugagao das Proteinas do Latex aquecidas por 30 min a 98 °C, como citado
posteriormente, 20 ul da solugdo de papaina (0,2 mg/mL fosfato de s6édio monobdasico 25 mM
pH 6,0) foi pré-incubada com 47,2 e 94,4 pg de proteinas da amostra e com 40 pl de tampao
fosfato de s6dio monobasico 25 mM pH 6,0 contendo DTT 3 mM e EDTA 2 mM e o volume
ajustado para 500 uL com o mesmo tampao acima e incubado por 10 minutos a 37 °C. Apos
esse periodo a reagdo foi iniciada adicionando-se 200 ul de BANA (1,0 mM em fosfato de
s6dio monobasico 25 mM, pH 6,0). A reacdo processou-se por mais 20 minutos nas mesmas
condi¢des de incubagdo. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 500 pl de solugdo HCI 2
% em etanol e foi adicionado 500 pl de p-dimetilaminocianomaldeido 0,06 % em etanol em
cada tubo, os quais ficaram em descanso por 40 minutos. Os ensaios foram realizados em
triplicata e provas em branco foram feitas. A absorbancia foi medida a 540 nm (Abe et al.,

1992).

Inibicdo da atividade proteolitica do tipo serinica

Para determinagdo da inibi¢do de atividade enzimatica do tipo serinica nas proteinas
latex, a tripsina e a quimiotripsina bovina foram utilizadas (Xavier-Filho et al., 1989).

Inicialmente, 20 pl da solugdo de tripsina (0,3 mg/ml em HCI 2,5 mM ) foram pré-
incubados, por 15 minutos a 37°C, com 10, 50, 100 ¢ 200 pg da amostra dissolvida em
tampao Tris-HCI 50mM pH 7,5, adicionado 110 ul de HCI 2,5 mM e o volume ajustado para
370 pl com o mesmo tampao em que a amostra foi dissolvida. Apos esse periodo a reagdo foi

iniciada adicionando-se 500 pl de BApNA (1,25 mM em Tris-HCI 50 mM, pH 7.,5). A
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reacdo processou-se por mais 10 minutos nas mesmas condigdes de incubacao e interrompida
com a adi¢do de 120 pl de solugao de acido acético 30 %. Os ensaios foram realizados em
triplicata e provas em branco foram feitas. A absorbancia foi medida a 405 nm.

Para determinacao da atividade anti-quimotripsinica na fracao das Proteinas do Latex,
30 ul da solugdo de quimotripsina bovina (0,3 mg/mL em Tris- HCI 5 mM pH 7,5) foram pré-
incubados, por 15 minutos a 37 °C, com 10, 50, 100 ¢ 200 pg da amostra, dissolvida em 470
ul com tampao Tris-HC1 5 mM pH 7,5. Apos esse periodo a reagdo foi iniciada adicionando-
se 200 pl de Azocaseina (1 % em Tris-HCI 5 mM pH 7,5). A reacdo processou-se por mais 30
minutos nas mesmas condi¢des de incubagdo. A reacgdo foi interrompida com a adi¢do de 300
ul de solugdo de TCA 20 %. Transcorridos 10 minutos, a suspensdo foi centrifugada por 15
min a 12000 x g, a temperatura ambiente. Aliquotas de 400 pl do sobrenadante foram
alcalinizadas com 400 pl de NaOH 2 N. A atividade azocaseinolitica foi medida pela
absorbancia dos peptideos diazotizados produzidos a 420 nm. O ensaio controle foi realizado
na auséncia da fragdo inibidora nas mesmas condi¢des acima descritas. Os ensaios foram

realizados em triplicata e provas em branco foram feitas.

Bioensaios

Bioensaios com os insetos Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus

Para examinar os efeitos das proteinas do latex de C. procera no desenvolvimento

desses insetos, foi usado um sistema de sementes artificiais, constituidas de céapsulas de

gelatina transparente (n° 1), contendo farinha de feijdo de corda (EPACE-10) e as Proteinas

do Latex em diferentes concentragoes.
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Bioensaio N. 1 — Desenvolvimento larval e tempo de emergéncia

Sementes artificiais contendo as Proteinas do Latex nas concentragdes de 0,05; 0,1;
0,25; 0,5 e 1 % (m/m) foram obtidas através da mistura dessas com a farinha do feijao
(EPACE-10) em um moedor elétrico. As misturas foram adicionadas as capsulas de gelatina e
prensadas, usando-se uma encapsuladora manual. Cada tratamento conteve 40 sementes
artificiais (+ 600 mg cada), sendo quatro repeticdes com 10 sementes. As sementes foram
ofertadas a insetos de 2-3 dias de idade por 2 dias para a oviposi¢do ¢ o numero de ovos por
semente foi ajustado para representar de 5 a 8. Seguindo a incubagdo por 20 dias, as sementes
foram abertas ¢ a massa ¢ o numero de larvas determinadas. Foram utilizados dois controles:
um com sementes contendo Albumina Sérica Bovina (Albuma Bovina Fragdo V, INLAB) na
concentragdo de 1 % (p/p) e outro com sementes contendo apenas farinha de feijao. Um
segundo experimento, realizado em paralelo e seguindo rigorosamente as mesmas condigdes e
neste as sementes ndo foram abertas no vigésimo dia. A eclosdo de insetos foi acompanhada
durante 17 dias apds a primeira emergéncia, sendo entdo calculado o tempo médio de
desenvolvimento e percentual de emergéncia de insetos relacionado ao nimero de ovos

efetivamente eclodidos.

Bioensaio N.2 - Avaliacdo do desenvolvimento do Callosobruchus maculatus quando

alimentado por seis geracdes seguidas com as proteinas do latex

A geragdo F; foi determinada como a primeira geracdo de insetos que nasceram a
partir das sementes artificiais contendo as Proteinas do Latex ou das sementes contendo
apenas farinha de feijdo. As concentragdes testadas foram 0,05; 0,1; 0,25 (p/p), sendo 80, 80,

100 sementes, respectivamente, por grupo. Os insetos recém emergidos da geragdo F; foram
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colocados para ovipositar em sementes artificiais, até que a quantidade de ovos fosse de 5-8
por semente, contendo as Proteinas do Latex na mesma concentracdo em que emergiram € em
sementes controle contendo apenas farinha de feijao. Nesse caso os insetos emergidos destas
sementes foram denominados de F».

Outro experimento foi realizado, em que os insetos recém emergidos das sementes
contendo as Proteinas do Latex na concentracdao de 0,05 % foram colocados para ovipositar
(5-8 ovos/semente) em sementes contendo as proteinas do latex na mesma concentragdo por
seis geragdes seguidas. Para isso, foram utilizadas 80 sementes, divididas em 4 repeticdes de
20. Um ensaio controle contendo apenas farinha de feijao foi realizado nas mesmas
condi¢des. O tempo de desenvolvimento e o porcentual de emergéncia foram determinados
durante as seis geracdes seguidas a partir do nimero de insetos emergidos durante 17 dias,

apods a primeira emergéncia.

Bioensaios N. 3 e N. 4 — Avaliacdo da acao inseticida das proteinas do latex desnaturadas ou

digeridas

As Proteinas do Latex foram aquecidas com o objetivo preliminar de avaliar se
possiveis efeitos deletérios encontrados nos bioensaios poderiam ser atribuidos as proteinas.
Para isso as Proteinas do Latex (150 mg dissolvidos em 50 ml de agua destilada) foram
incubadas em banho-maria por 30 min a 98 °C. Apds o resfriamento, a mistura foi
centrifugada a 5.000 x g por 10 min a 25 °C, o que resultou em um sobrenadante ¢ um
precipitado. Essas fragdes foram separadamente liofilizadas e adicionadas a farinha de feijao
(EPACE-10) a uma concentracdo de 0,1 % (p/p) para se avaliar o desenvolvimento das larvas
do C. maculatus apos 20 dias da eclosdo dos ovos. Foram utilizadas 20 sementes, divididas

em 4 repetigdes. Proteinas do latex ndo aquecidas foram usadas no grupo controle, além do
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grupo contendo apenas farinha de feijao. O sobrenadante obtido foi analisado em ensaios
enzimaticos e inibitorios como descritos abaixo.

Uma outra forma utilizada para avaliar se possiveis efeitos toxicos encontrados na
fracdo Proteinas do Latex eram de origem protéica foi promover a digestao destas com uma
protease de Streptomyces griseus, denominada de pronase, que cliva inespecificamente as
ligacdes peptidicas. Para isso, as Proteinas do Latex (200 mg) foram dissolvidas em 20 ml de
tampao fosfato de sédio 100 mM pH 7,5 e adicionado a essa mistura 2 mg da pronase
dissolvida em 1 ml do mesmo tampao, nos tempos 0, 8 e 16 horas. Apds 24 h de incubagdo a
37 °C em banho-maria, a mistura foi colocada em agua fervente por 4 min, para desnaturar a
pronase. Um controle contendo apenas as proteinas do latex foi feito e submetido nas mesmas
condi¢des anteriores. As amostras foram entdo liofilizadas, avaliadas em eletroforese em gel
de poliacrilamida e adicionadas a farinha de feijdo a uma concentragdo 0,1 % (p/p) para se
avaliar o desenvolvimento das larvas do C. maculatus apos 20 dias da eclosdo dos ovos.

Foram utilizadas 20 sementes, divididas em 4 repetigoes.

Avaliacao da digestibilidade in vitro das proteinas do latex frente as enzimas das larvas do C.

maculatus e Z. subfasciatus

50 larvas de 18-20 dias de idade desenvolvidas em feijao de corda (EPACE-10) foram
homogeneizadas em 500 pl de tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,6 e centrifugado a
3.000 g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi filtrado em algodao e atividade proteolitica
determinada. Para o ensaio da atividade proteolitica, 100 pl dos homogenatos foram
adicionados a uma solucdo de azocaseina (2 % em tampao formiato de amoénio 50 mM pH
5,6) e incubado por 3 horas a 37 °C em banho-maria. Uma mili-unidade de atividade

azocaseinolitica foi determinada como a quantidade de enzima capaz de aumentar a

52



absorbancia em 0,001 a 420 nm por hora a 37 °C. Foi utilizada uma relacao de 0,5 mU de
atividade azocaseinolitica por hora/ug de proteinas do latex. Aliquotas (200 pl) foram
retiradas em diferentes tempos (0, 2, 4 e 8 h) para serem analisas igualmente em eletroforese e
Western blotting (somente no caso do C. maculatus).

Os resultados das reagdes dos homogenatos das larvas de C. maculatus e Z.
subfasciatus foram avaliados em géis de poliacrilamida. Para isso foram preparados géis de
concentragdo 5% e de separagdo de 12,5 %. 20ul da mistura foram aplicados no gel de modo
que continham 8 pg das Proteinas do Latex. A corrida foi feita a 40 mA e 150 V por 30 min e
40mA a 200 V por duas horas a 4°C.

Apbs o término da corrida eletroforética, os géis foram colocados em uma solucao que
continha metanol 50 %, acido acético 12 % e formaldeido 0,5 ml/L durante 1 h. Depois, em
uma solucao de etanol 50 %, por 20 min, com trés trocas cada. Os géis foram entdo colocados
em uma solugdo de tiossulfato de so6dio (0,2 g/L) durante 1 min e lavados com agua destilada,
para retirar o excesso de tiossulfato. Depois foi adicionado uma solugdo de nitrato de prata (2
g/L) contendo formaldeido (0,75 ml/L), por 20 min, e lavados com dagua destilada.
Finalmente, foi adicionada uma solugdo de carbonato de sédio (60 g/L.) contendo formaldeido
(0,5 ml/L) e tiossulfato de sodio (0,4 mg/L) até a revelacdo. A solugdo de parada foi metanol

50 % e 4cido acético 12 % (Blum et al., 1987).

Bioensaio com Dysdercus peruvianus

Possiveis efeitos toxicos das proteinas do latex foram avaliados em um bioensaio com

ninfas do terceiro estagio de Dysdercus peruvianus. Neste procedimento foram avaliados os

parametros de massa dos individuos e sobrevivéncia destes apos exposicao a dieta contendo

diferentes contetidos de proteinas do latex durante 14 dias.

53



As sementes artificiais foram feitas a partir da farinha de cotilédones de sementes de
algodao (Gossypium hirsutum), que foram oriundas de planta¢des livres de agrotoxico,
obtidas da EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA-ALGODAO (IAC-
Instituto Agrondmico de Campinas). Cépsulas de gelatina transparentes (n° 1) foram
preenchidas manualmente com 300 mg de farinha fina de cotilédones de sementes de algodao,
contendo ou ndo as proteinas do latex. As Proteinas do Latex foram dissolvidas em 400 pl de
agua destilada e adicionadas a 300 mg de farinha fina de cotilédones de sementes de algodao.
As misturas foram entdo congeladas e liofilizadas. As concentragdes testadas foram 0,1; 0,5; 1
e 2 %, expressas como porcentagem (p/p) em relagdo a 300 mg de farinha de algodao.
Sementes controle foram feitas da mesma maneira, onde foram adicionados apenas 400 pl de
agua a 300 mg da farinha de algodao (Staniscuaski et al., 2005).

Para avaliar o efeito das proteinas do latex sobre o desenvolvimento do inseto foram
utilizadas 45 ninfas no 3° estagio, sendo divididas em 3 grupos de 15. As ninfas tiveram livre
acesso a agua e¢ foram mantidas a temperatura de 25 °C em frascos de vidros cobertos com um
pano de malha fina. As ninfas foram deixadas em jejum por 24 horas antes de ser oferecido as
sementes artificiais. A massa e a sobrevivéncia dos individuos nos grupos foram determinadas

de 2 em 2 dias, até se completar 14 dias.

Avaliacéo da digestibilidade in vitro das proteinas do latex frente as enzimas intestinais do

D. peruvianus

Intestinos de ninfas do 4° estagio foram dissecados em microscopio estereoscopico
para se determinar a capacidade das proteinas do latex a resistirem a protedlise por parte de
enzimas digestivas presentes nesse inseto. Para isso, 25 intestinos foram homogeneizados em

500 pl de tampao formiato de amonio 50 mM, pH 5,6, centrifugado a 3.000 g por 20 min a 4
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°C. O sobrenadante foi filtrado em algoddo e atividade proteolitica determinada como no
ensaio com o inseto C. maculatus, descrito acima.

Para o ensaio foi determinado uma relagao de 0,5 mU de atividade azocaseinolitica
por hora/pug de Proteinas do Latex. O extrato intestinal foi entdo misturado com as Proteinas
do Latex e incubado a 37 °C em banho-maria. Aliquotas (200 pl) foram retiradas em
diferentes tempos (0, 2, 4 ¢ 8 h) para serem analisas em eletroforese e western blotting.

O resultado da reagao de hidrdlise do homogenato intestinal do inseto D. peruvianus e
as Proteinas do Latex foi avaliado em géis de poliacrilamida. Para isso foram preparados dois
géis de concentracdo 5 % e de separacdo 12 %. 20ul da mistura foram aplicados no gel de
modo que continham 8 pg das proteinas do latex. A corrida foi feita a 40 mA e 150 V por 30
min e 40 mA a 200 V por duas horas a 4 °C. Um gel foi corado com prata como citado acima

e o outro foi utilizado para o ensaio de Western bloting.

Producéo de anticorpos policlonais contra as proteinas do latex

Anti-soros contra as Proteinas do Latex foram produzidos em coelhos albinos adultos
para posterior utilizagdo em ensaios de Western bloting. A sensibiliza¢do inicial foi feita por
via intramuscular, com uma emulsdo contendo as Proteinas do Latex (10 mg) dissolvidas em
0,5 ml de NaCl 0,15 M e 0,5 ml do adjuvante completo de Freund. Nos dias 21, 36 ¢ 42, ap6s
a primeira aplica¢do, foi administrado subcutaneamente, nas costas do animal, uma dose de
10 mg das Proteinas do Latex em 1 ml de solucdo salina 0,15 M. Os soros ndo-imunes foram
coletados a partir da veia marginal da orelha antes da primeira sensibilizagdo e o antis-soros
foram coletados nos dias 36 ¢ 42 de da mesma forma. O sangue coletado foi deixado em
repouso por uma hora em estufa a 37 °C e centrifugado em centrifuga de bancada a 5.000 g

por 10 min a 25°.C. Os sobrenadantes obtidos foram dialisado contra 4gua em membranas de
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dialise de “Cut off” 8.000 Da, a temperatura ambiente (1:10, v/v) durante 60 horas e

liofilizados (Harboe & Inglid, 1973).

Western Blotting

Para avaliar se as Proteinas do Latex foram resistentes a hidrélise por parte das
enzimas proteoliticas do homogenato intestinal do inseto Dysdercus peruvianus e do extrato
das larvas do Callosobruchus maculatus, estas foram submetidas a uma eletroforese, com
descrito acima, e transferidas para uma membrana de nitrocelulose, para andlise em Western
blotting. As transferéncias eletroforéticas das proteinas dos géis para as membranas de PVDF
(Hybond-P, Amersham Life Science) foram feitas de acordo com o método originalmente
descrito por Towbin et al, 1979. Para cada ensaio foram realizadas duas eletroforeses, uma
para a visualizagdo apOs coramento com prata e outra para a transferéncia. As membranas de
PVDF foram tratadas com metanol 100 % por 5 min e depois com tampao de corrida
contendo 20 % de metanol por 10 min. Os géis de eletroforese foram colocados em contato
com a membrana por 14 horas a 25 °C em tampao de corrida contendo 20 % de metanol.
Ap0s esse periodo, as membranas foram incubadas com uma solugdo bloqueadora composta
de TBS (Tris-HCI 0,05M, pH 7.4, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,5% e azida sodica 0,02 %)
contendo leite desnatado 5 %, sob agitagdo a 25 °C por 2 horas. Decorrido esse periodo, a
solugdo bloqueadora foi descartada ¢ a membrana foi lavada trés vezes consecutivas com TBS
contendo 1,5 % de leite desnatado. Os anticorpos primarios foram adicionados na dilui¢ao de
1:30.000 na solucao bloqueadora e a incubagdo foi feita a temperatura ambiente sob agitagao
por 2 horas. Apo6s trés lavagens, com tampao TBS contendo 1,5 % de leite desnatado, cada
uma por 2 min e sob agita¢cdo, a membrana foi incubada com o segundo anticorpo na dilui¢ao

de 1:30.000 (Anti IgG de coelho desenvolvido em cabra conjugado com fosfatase alcalina)
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por 2 horas a temperatura de 25 °C. Finalmente, apos trés lavagens sucessivas idénticas as
anteriores, a reacao de revelacao foi desenvolvida utilizando o substrato 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium (BCIP/NBT) que constitui-se de uma solugdo de
Tris-HC1 0,2 M, pH 9,0, NaCl 0,1 M, MgCl 2,5 mM, NBT 10 mg/ml e BCIP 25 mg/ml. As
membranas foram deixadas sob agitacdo com a solugdo do substrato até o aparecimento das

bandas. A reagdo foi parada com agua destilada.

Ensaio de Inibicdo da atividade proteolitica cysteinica do extrato total das larvas do C.
maculatus e do extrato intestinal de ninfas no 4 ° estagio de Dysdercus peruvianus por

proteinas do latex tratadas a 98 <.

O extrato das larvas do C. maculatus e o extrato intestinal de ninfas no 4° estagio do
D. peruvianus foram obtidos como descrito anteriormente. Para determinagdo da atividade
antiproteolitica dos extratos desses insetos na fracdo sobrenadante, 100 e 120 pl da solugdo
dos extratos de C. maculatus e D. peruvianus, respectivamente, foram pré-incubados, por 10
minutos a 37 °C, com 47,2 e 94,4 pg da amostra por 10 min a 37 °C em banho-maria. O

restante do ensaio seguiu-se como descrito para inibi¢do da atividade da papaina.

Bioensaio com Ceratitis capitata

Para examinar o efeito das proteinas do latex sobre as larvas de C. capitata, uma dieta
artificial (500 mg cada) foi preparada a partir de uma mistura de 10,4 % de p6 de fibra de
cana de agtcar, 3 % de gérmen de trigo, 6,5 % de farinha de trigo, 12 % de agtcar cristal, 9,9
% de levedo, 0,3 % de benzoato de sédio, 0,9 % de HCl e 57 % de agua (Gomes et al., 2005).

As Proteinas do Latex nas concentracoes de 0,0125; 0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 %
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(p/p) foram adicionadas na dieta e ofertadas a sete larvas no primeiro estagio e mantidas em
frascos de vidro escuro a 28 °C e umidade relativa de 60-70 %. Depois de 4 dias, as dietas
foram abertas € a massa ¢ o numero de larvas vivas determinados. O experimento foi feito
com quatro replicatas e a média foi calculada. Dietas controles foram feitas sem adi¢do das

proteinas do latex.

Bioensaio com Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis

Dietas artificiais, com aproximadamente 2 g cada, foram preparadas a partir de uma
mistura de 125 g de farinha de feijao, 100 g de gérmen de trigo, 50 g de proteina de soja, 50 g
de caseina, 62,5 g de extrato de levedura, 6 g de acido ascorbico, 3 g de acido sorbico, 35 g de
agar, 5 g de nipagin, uma capsula de tetraciclina, 15 ml de uma solugdo de vitaminas, 6 ml de
formol 40 %, a mistura foi entdo fervida e o volume ajustado para 2 litros com agua destilada
(Hoffmann-Campo et al, 1985). As proteinas do latex liofilizadas foram dissolvidas em agua
destilada e uma liquota de 200 ul foi adicionada a dieta, de modo que a concentragdo final das
proteinas do latex fosse 0,1, 0,5 e 1% (p/p) em relagdo a 2 g de dieta. Dietas controles foram
feitas sem adi¢do das proteinas do latex. As dietas foram ofertadas as lagartas no terceiro
estagio e mantidas em frascos plasticos de 50 mL, tampadas com papel ¢ mantidas a 25 °C
com fotoperiodo de 12 horas de luz e umidade relativa de 60-70 %.

No experimento com a A. gemmatalis, cinco lagartas no 3° estagio foram reunidas em
cada frasco, sendo em triplicata. Os valores de massa e sobrevivéncia foram determinados a
partir da média entre as trés repeticdes durante 5 dias seguidos e o inicio do experimento foi
determinado como dia zero.

Como as lagartas de S. frugiperda mostraram comportamento de canibalismo, estas

foram colocadas isoladamente em cada frasco contendo a dieta artificial. A massa € a
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sobrevivéncia foram determinadas a partir da média de nove lagartas, durante 17 dias

seguidos.

Andlise estatistica

Todos os dados foram examinados utilizando a analise de variancia (ANOVA). O teste

de multiplas comparagdes de Tukey-Kramer foi utilizado para identificar as médias que

diferiram no teste de ANOVA. Valores de p<0,05 foram considerados ser estatisticamente

diferentes. O programa utilizado foi o GraphPAD InStat DEMO.
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I11. RESULTADOS

O protocolo de fracionamento do latex de Calotropis procera realizado nesse trabalho
jé& havia sido desenvolvido no laboratorio, sendo esta parte constituinte de outro trabalho de
dissertacdo em fase de conclusdo. Este procedimento foi mostrado ser muito eficiente em
separar as proteinas totais do latex de metabolitos de baixa massa molecular e principalmente
de sua fragdo poliisopreno, a borracha. A fragdo protéica recuperada nesse procedimento foi
alvo de todas as andlises bioquimicas, enzimaticas e bioldgicas realizadas neste trabalho.

Entre os componentes do latex de C. procera, o principal constituinte é a borracha,
representando 85 % da matéria seca, enquanto as proteinas soluveis representam 10 %. A
fragdo proteinas do latex, obtida apds didlise contra agua e centrifugagao, apresentou um valor
médio de 8,18 mg/ml e apds liofilizagdo 71,33 % (p/p) de proteinas soluveis. Essa fragdo ¢
constituida de proteinas com diversas massas moleculares, variando de 10-66 KDa,
prevalecendo as de aproximadamente 25-30 KDa (Figura 4).

As proteinas do latex ndo apresentaram atividade o-amildsica nem a capacidade de
inibir a a—amilase, tripsina e quimotripsina, mesmo quando testado 200 pg de proteina.

Quando as proteinas do latex foram avaliadas para inibir a quimotripsina, foi notado
que houve um aumento da atividade azocaseinolitica. Dessa forma, a fragdo parece ndo conter
inibidor para essa enzima ¢ sim proteases capazes de degradar a azocaseina, assim como a

quimotripsina.
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Figura 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) da fragdo proteinas do latex de
Calotropis procera. (A) Marcadores de massa molecular: Fosforilase B (97.0 KDa),
Albumina Sérica Bovina (66.0 KDa), Ovalbumina (45.0 KDa), Anidrase Carbonica (30.0
KDa), Inibidor de Tripsina (20.1 KDa), Alfa-Lactalbumina (14.4 KDa). (B) proteinas do latex

de C. procera (30 pg).

Em vista disso, as proteinas do latex foram avaliadas quanto a capacidade de degradar
substratos especificos como BapNA e BANA, além da azocaseina, e com isso determinar
quais os tipos de enzimas proteoliticas estdo presentes na amostra.

As proteinas do latex ndo foram capazes de degradar o substrato BapNA mesmo
utilizando 200 pg de proteina, mostrando que ndo ha enzimas serinicas do tipo tripsina, mas
foram capazes de degradar o BANA que ¢ um substrato especifico para proteinases
cisteinicas, o que foi confirmado quando a amostra foi incubada com E-64, que levou a 100 %
de inibi¢do da atividade proteolitica das proteinas do latex (Tabela 1). As proteinas do latex

mostraram diferentes atividades especificas utilizando azocaseina em pH 6,0 e 7,5, que foram
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de 18,6 ¢ 28,9 UA/mg de proteina, e foram inibidas 70 e¢ 86 % por E-64 e¢ TPCK,
respectivamente (Tabela 1).

Esses resultados mostram que o latex de C. procera possui enzimas cisteinicas e
serinicas do tipo quimotripsina, pois tiveram a capacidade de degradar os substratos BANA e

azocaseina em pH 7,5 e serem inibidas por E-64 ¢ TPCK, respectivamente.

Tabela 1: Avaliagao da atividade proteolitica da fragdo protéica do latex de C. procera para

diferentes substratos e na presenca de inibidores.

Substratos pH Atividade Inibidores Percentagem de
enzimatica /mg Especificos

. Inibicao
de proteina
Azocaseina 1% 6,0 18,60 £ 0,11 E-64 70,15
Azocaseina 1% 7,5 28,90 10,83 TPCK 86,56
BapNA 7,5 ND - -
BANA 6,0 10,6 £ 0,72 E-64 100,00

ND= N&o Detectado

A partir dos dados preliminares que mostraram que as proteinas do latex apresentam
proteinases do tipo cisteinicas, as proteinas foram avaliadas em eletroforeses contendo
gelatina, com o objetivo de se identificar as bandas protéicas referentes a essas enzimas.

As proteinas do latex apresentaram atividade proteolitica em gel (Figura 5), o que
confirmou a atividade in vitro (Tabela 2), mas nao foi possivel identificar as bandas protéicas

referentes as proteinases.
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Figura 5: (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) e (B) Zimograma para proteases
cisteinicas das proteinas do latex. (1) BSA; (2) proteinas do latex ndo aquecidas; (3) proteinas
do latex aquecidas a 98 C por 30 min; (4) sobrenadante; (5) precipitado; (6) PI-Q e (7) PII-Q.
Foram adicionados 25 pL. em cada pogo a partir de uma solu¢do de 1 mg/ml em tampao de

amostra sem agente redutor.

Na realidade, varios zimogramas para avaliar a atividade proteolitica em gel contendo
gelatina foram realizados. O fato ¢ que a atividade proteolitica do latex ¢ de tal forma intensa
que nao foi alcangado um resultado do qual se pudesse inferir bandas protéicas diretamente
relacionadas a proteolise. Quando essa amostra foi previamente aquecida a 98 °C por 30 min,

a atividade proteolitica em gel foi perdida totalmente (Figura 5).

As proteinas do latex foram avaliadas quanto a capacidade de ligacdao a quitina. Para
isso, amostras de proteinas do latex 2 mg/ml foram submetidas a cromatografias em coluna de
quitina. As proteinas foram divididas em dois picos, denominados de PI-Q, contendo as
proteinas que ndo interagiram com a coluna, e PII-Q representando as proteinas que de

alguma forma interagiam e ficaram retidas na coluna (Figura 6a). O pico ndo retido na coluna
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(PI-Q) foi eluido com a mesma solugdo de equilibrio, NaCl 0,15 M, e o pico retido (PII-Q),
eluido com dacido acético 1 M. Os picos PI-Q e PII-Q apresentam proteinas com massas
moleculares aparentes muito parecidas, mas se destacam trés bandas no PII-Q que nao
aparecem do PI-Q, duas com alta massa molecular € uma com massa molecular em volta de

25 KDa, apresentadas por setas (Figura 6b).
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Figura 6: (A) Perfil cromatografico das proteinas do latex em coluna de quitina.. Foram
aplicados em cada cromatografia 2 mg de proteinas dissolvidas em 1 ml de NaCl 0,15 M. O
pico ndo retido (PI-Q) foi eluido com a mesma solucao de equilibrio da coluna (NaCl 0,15 M)
e o pico retido (PII-Q), eluido com &cido acético 1 M. Fluxo de 15 ml/h e fragoes de 1 ml. As
setas indicam quando as solugdes acido acético 1 M e HCl 0,1 N foram aplicadas,
respectivamente. (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) das proteinas do latex
(1), PI-Q (2) e PII-Q (3). Foram aplicados em cada poco 20 ng de proteina, sem agente
redutor.

As proteinas do latex apresentaram atividade quitinasica in vitro sendo de 59,28
nKat/ml (Figura 7a) e em gel contendo glicol quitina (Figura 7b). O zimograma mostra a
presenca de pelo menos trés quitinases no latex. Os picos obtidos ap6s cromatografia em

coluna de quitina PI-Q e PII-Q também apresentaram atividade quitinasica em gel. O
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zimograma mostra que no latex apresenta pelo menos trés quitinases com massas moleculares

aparentes de aproximadamente 25-30 KDa (Figura 7b).
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Figura 7: (A) Atividade quitinasica in vitro das proteinas do latex, proteinas do latex
aquecidas a 98 °C por 30 min (PLD), sobrenadante (sob) e precipitado (Prec), obtidos apos
centrifugacdo das proteinas do latex aquecidas. Foi utilizado uma liquota de 250 pl a partir de
uma solu¢do de 1 mg/ml. (B) Zimograma para quitinase. Proteinas do latex (1), PI-Q (2) e

PII-Q (3). Foi aplicado uma liquota de 30 pl a partir de solu¢des de 3 mg/ml.

Depois de caracterizar as atividades das proteinas do latex com respeito a atividades
enzimdticas endogenas de proteases e atividade quitinolitica, além da possivel presenca de
inibidores para enzimas proteoliticas, a fracdo foi avaliada quanto a capacidade de produzir
efeitos inseticidas em diferentes grupos de insetos, todos relacionados a problemas de
infestacdo de plantas cultivadas de valor agricola. As proteinas foram avaliadas em vérios

bioensaios distintos e o objetivo maior era investigar se haveria efeitos deletérios sobre tais
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modelos estudados, no intuito de especular sobre uma atividade de defesa destas proteinas no
fluido laticifero de Calotropis procera.

O primeiro grupo de bioensaios envolveu dois gorgulhos do feijao de corda com
caracteristicas bem similares quanto ao habito alimentar e prevaléncia de ataque sobre graos
em armazenamento.

No ensaio com Callosobruchus maculatus, sementes com percentual de 0,1 % das
proteinas do latex reduziram significativamente a sobrevivéncia e peso das larvas (p<0,05).
No ensaio com Zabrotes subfasciatus, o mesmo perfil foi verificado para a sobrevivéncia
larval, porém as larvas tiveram o peso significativamente reduzido em sementes com 0,05 %
de proteinas do latex (Figura 8).

A sobrevivéncia das larvas do C. maculatus caiu de 100 para 2,63 % quando as
proteinas do latex estavam presentes em uma concentracdo de 0,5 %. No caso do Z.
subfasciatus, nao houve sobrevivéncia de larvas nas concentragdes de 0,1; 0,25; 0,5 ¢ 1 % das
proteinas do latex (Figura 8).

O peso das larvas desses dois insetos foi também afetado. Na concentragdo de 0,5 %
de proteinas do latex, o peso médio das larvas do C. maculatus foi de 0,43 mg, enquanto as
das larvas controle foi de 4,64 mg. Nenhuma larva de Z. subfasciatus se desenvolveu em uma
concentragao cinco vezes menor (0,1 %).

Os resultados com o controle contendo BSA 1 % nao diferiram (p>0,05) com os do
controle contendo apenas a farinha do feijao, para ambos os insetos. As larvas do C.
maculatus desenvolvidas em sementes contendo BSA 1 % apresentaram sobrevivéncia de
95,3 % ¢ peso de 3,85 mg, enquanto as do inseto Z. subfasciatus foram de 100 % e 2,06 mg.
Isso demonstra que o simples fato de se adicionar uma proteina exdgena na dieta do inseto

ndo causa efeito deletério.
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Figura 8: Avaliagdo das proteinas do latex de C. procera na sobrevivéncia e na massa das
larvas do C. maculatus (A) ¢ (B) e do Zabrotes subfasciatus (C) e (D), respectivamente.
Valores com a mesma letra ndo sdo significamente diferentes (p>0,05). Teste utilizado foi o

de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer.

O modelo de infestacdo de sementes artificiais foi muito problematico com o inseto Z.
subfasciatus, visto que os mesmos apresentavam resisténcia em ovipositar nas referidas

sementes ¢ embora houvesse eclosdo de ovos, poucas larvas se desenvolviam, o que
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comprometia a analise estatistica dos dados. Deste modo apenas os insetos de C. maculatus
foram avaliados nos ensaios subseqiientes.

O tempo de desenvolvimento e emergéncia de adultos foram os parametros avaliados
no novo bioensaio. Os resultados estao apresentados na Figura 9.

O percentual de emergéncia ¢ o tempo médio de desenvolvimento de C. maculatus
desenvolvidos em sementes contendo as proteinas do latex foram muito afetados, quando
comparados com aqueles desenvolvidos em sementes contendo apenas farinha de feijao
(Figura 9a e b). A concentragdo de 0,1 % das proteinas do latex inibiu 50 % a emergéncia e
aumentou o tempo de desenvolvimento em cinco dias do C. maculatus, quando comparado

com o controle.
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Figura 9: Avaliagdo das proteinas do latex de Calotropis procera no percentual de
emergéncia (A) e no tempo de desenvolvimento (B) do inseto Callosobruchus maculatus.
Valores com letras diferentes sao significamente diferentes (p<0,05). Teste utilizado foi o de
multiplas comparagdes de Tukey-Kramer.

Em uma concentragdo 5 vezes maior, apenas 3.83 % dos insetos conseguiram se
desenvolver. Além disso, o tempo de desenvolvimento foi aumentado em 20 dias. Na

concentragdo de 1 % nenhum inseto conseguiu se desenvolver, mesmo ap6s 120 dias. Estes
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dados mostram que as proteinas do latex sdo extremamente deletérias ao desenvolvimento
deste inseto.

Um novo bioensaio foi realizado para avaliar o comportamento de insetos nascidos de
sementes contendo proteinas do latex quando induzidos a ovipositar em novas sementes
contendo proteinas do latex na mesma concentracdo em que emergiram. Foram utilizadas
sementes contendo proteinas do latex nas proporg¢des de 0,05; 0,1 ¢ 0,25 %, pois era sabido
que insetos nasceriam destas sementes. Como controle, parte dos insetos nascidos destas
sementes foi colocada para ovipositar em sementes controle (sem proteinas do latex).

As emergéncias dos insetos nascidos nas sementes com concentracdes 0,05, 0,1 ¢ 0,25
% de proteinas do latex foram de 68,72; 54,87 e 20,05 %, respectivamente, enquanto a do
controle foi de 94,84 % (Tabela 2). Insetos nascidos dessas sementes (F;) foram colocados
para ovipositar em sementes contendo as proteinas do latex na mesma concentragdo em que se
desenvolveram. Os percentuais de emergéncia de insetos dessa geragdo (F,) foram de 65,42;
43,66 e 6,35 nas sementes contendo 0,05; 0,1 e 0,25 % de proteinas do latex, respectivamente.
Esses resultados mostram o pequeno efeito acumulativo das proteinas do latex sobre esse
inseto, mas nao foram estatisticamente diferentes (P>0,05).

Os insetos da geracao F, que se desenvolveram em sementes contendo apenas farinha
de feijao, cujas geracdes F; se desenvolveram em sementes contendo as proteinas do latex,
tiveram os percentuais de emergéncia iguais ao dos insetos desenvolvidos em sementes
controle (Tabela 2).

Os insetos que se desenvolveram em sementes contendo as proteinas do latex por duas
geragOes seguidas tiveram seus tempos de desenvolvimento aumentados em relagdo aqueles
que se desenvolveram em apenas uma geragdo, sendo estatisticamente diferentes nas

concentragdes de 0,1 e 0,25 % das proteinas do latex (Tabela 2).
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O terceiro parametro utilizado para avaliar o efeito acumulativo das proteinas do latex
sobre esse inseto foi o peso destes insetos recém emergidos das sementes. O peso dos insetos
machos das geracdes F; e F, ndo diferiram em nenhuma das concentragdes de proteinas do
latex avaliadas, embora as massas das fémeas da geracdo F; tenham sido diferentes nas
concentragdes de 0,05 e 0,25 %, quando comparadas com o controle. Entretanto, quando os
insetos emergidos da geragdo F; dessas concentragdes foram colocados para ovipositar em
sementes controle os insetos emergidos apresentaram massa igual ao do controle (Tabela 3).

Esses resultados sugerem que as proteinas do latex podem afetar o desenvolvimento
do C. maculatus em trés parametros distintos: aumentando o tempo de desenvolvimento e
diminuindo o percentual de emergéncia e o peso de insetos fémeas.

Devido aos indicios mostrados no experimento anterior de que as proteinas do latex
poderiam ter um efeito acumulativo sobre o desenvolvimento dos insetos C. maculatus, outro
experimento foi feito em que os mesmos parametros anteriores foram avaliados durante seis
geragOes seguidas, com o objetivo de avaliar se uma exposi¢do mais prolongada e continua as
proteinas do latex produziria efeitos toxicos mais graves nas geragdes sucessivas do inseto.

A concentragdo escolhida foi a de 0,05 %, pois foi mostrado causar uma pequena

diminui¢do no percentual de emergéncia (Figuras 9) desse inseto.
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Tabela 2: Avaliagdo das proteinas do latex de C. procera sobre o percentual de emergéncia e

o tempo médio de desenvolvimento das geragdes F; e F, do inseto C. maculatus.

Concentracao Percentual de emergéncia Tempo médio de desenvolvimento
% (p/p) (Dias)
Geragao F1  Geragdo F2  Controle F2  Geragao F1 Geracao F2  Controle F2
a a a a
Controle 94,8 +12,02 100 + 8,96 - 30,4 + 1,41 32,1 +0,46 -
b b a b b a
0,05 68,7+4,18 654+9,1  98,7+8,01 352+ 1,56 39,1+1,27 32,6+0,57
C c a c d a
0,1 548 +621 43,6+10,38 86,6+ 13,37 36,8+1,54 424+388 31,4+1,43
d d,e a e f a
0,25 20,0+1,37 6,3+2,09 87,1+946  483+234 579+3,13 30,3+0,7
e e
0,5 2,7+ 1,78 - - 50,6 + 4,07 - -

*Valores com a mesma letra ndo sdo significamente diferentes (p>0,05). Teste utilizado foi o
de multiplas comparagdes de Tukey-Kramer.

Tabela 3: Peso dos insetos machos e fémeas das geragdes F; e F, do C. maculatus emergidos

das sementes contendo as proteinas do latex de C. procera.

Concentragdo Peso dos insetos machos (mg)* Peso dos insetos fémeas (mg)*
% (p/p)
Geracdo F1 Geragdo F2 Controle F2 Geragdo F1 Geragdo F2 Controle F2
a a a a
Controle 1,17+ 0,32 1,33+0,43 - 2,46 + 0,66 3,00+ 0,81 -
a a a h c a,b
0,05 1,38+0,43 1,29+0,37 1,42+0,33 3,01 £0,68 1,78+0,32 2,73+0,59
a a a a a a
0,1 1,53+0,52 1,29+0,36 1,32+0,27 2,85+0,66 2,74+0,76 3,17 +0,64
a a d a
0,25 1,05+ 0,4 Nd** 1,35+0,27 2,13+0.,8 Nd** 2,71 + 0,46

* Valores obtidos a partir da média de 20 insetos. ** Nao determinado, devido & pequena

quantidade de insetos. Valores com a mesma letra ndo sdo significamente diferentes (p>0,05).

Teste utilizado foi o de multiplas comparacdes de Tukey-Kramer.
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Mesmo apos seis geracdes os parametros testados nao apresentaram diferenca
significativa quando comparados com o controle da mesma geracao contendo somente farinha
de feijao (Figura 10). Esses resultados ndo foram surpreendentes, pois o efeito causado pelas
proteinas do latex na concentracao de 0,05 % sobre esse inseto ¢ marginal. Isso demonstra que
em concentracdes sub-letais, as proteinas do latex nao tém efeitos sobre a fecundidade e

fertilidade dos adultos, também demonstra que as larvas ndo seqliestram as proteinas no

organismo.
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Figura 10: Porcentual de emergéncia (A) ¢ Tempo de desenvolvimento (B) dos insetos
Callosobruchus maculatus desenvolvidos em sementes artificiais contendo apenas farinha de
feijaio ou 0,05 % das proteinas do latex de Calotropis procera por 6 geragdes
seguidas.Valores com a mesma letra ndo sdo significamente diferentes (p>0,05). Teste
utilizado foi o de multiplas comparagdes de Tukey-Kramer. Barras preenchidas representam o

grupo experimental 0,05 % e as barras vazias o controle sem as proteinas do latex.
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Com o objetivo de avaliar se o efeito toxico encontrado na fracdo de estudo era de
origem protéica, a fracdo foi aquecida por 30 min a 98 °C em banho-maria e liofilizada. Essa
amostra foi entdo adicionada a farinha de feijdo em uma concentra¢do de 0,1 % (p/p), para
avaliar a massa e a sobrevivéncia das larvas de C. maculatus.

A amostra mesmo aquecida mostrou efeito deletério sobre as larvas do C. maculatus.
A massa média das larvas desenvolvidas em sementes contendo as proteinas do latex
aquecidas foi de 2,06 mg, enquanto as do controle foram de 4,45 mg (Figura 11). Em uma
segunda estratégia, quando as proteinas do latex aquecidas foram centrifugadas elas foram
separadas em um sobrenadante ¢ um precipitado. Essas duas fragdes foram liofilizadas e

adicionadas separadamente a dieta do C. maculatus, na concentra¢do de 0,1 % (p/p), como

anteriormente.
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Figura 11: Avaliagao das proteinas do latex de C. procera aquecidas por 30 min a 98 °C em
banho-maria no desenvolvimento do C. maculatus. (A) Massa e (B) sobrevivéncia das larvas.
Cont = Controle; PLN = Proteinas do latex ndo aquecidas; PLA = Proteinas do latex
aquecidas; Sob = Sobrenadante; Prec = Precipitado, nas concentracdes de 0,1 % (p/p). Valores
com a mesma letra ndo sdo significamente diferentes (p>0,05). Teste utilizado foi o de

multiplas comparagdes de Tukey-Kramer.
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A Figura 11 mostra que a amostra do precipitado teve um efeito toxico menor sobre a
massa das larvas se comparada com as fragdes proteinas do latex nao aquecidas.

O ensaio com o sobrenadante produziu efeitos toxicos sobre as larvas estaticamente
iguais as proteinas do latex ndo aquecidas. Este dado foi intrigante, pois revelou que um
possivel componente envolvido nos efeitos deletérios aos insetos em desenvolvimento
produzia tais efeitos mesmo apos aquecimento da amostra durante 30 minutos a 98 °C. Assim,
tal (ais) molécula(s) deve(m) ser termoestavel (eis). E relevante lembrar que este aquecimento
eliminou por completo a atividade proteolitica. Portanto, as proteinases provavelmente nao
tém relacdo com o efeito inseticida.

O fato da amostra do precipitado ainda ter tido efeito sobre a massa das larvas pode ser
devido a contaminag¢do do principio ativo que esta presente na fracdo sobrenadante e que pode
contaminar o precipitado no processo de coleta apds a centrifugacdo. O percentual de
sobrevivéncia das larvas ndo foi afetado por nenhuma das fragdes, quando comparado com o
controle.

A mesma amostra aquecida que teve efeito sobre as larvas do C. maculatus foi
avaliada quanto a capacidade de se ligar a quitina, da mesma forma feita com as proteinas do
latex ndo aquecidas. As proteinas do latex aquecidas mostraram a capacidade de se ligar a
quitina (Figura 12a), o que foi também observado com a amostra sobrenadante (Figura 12b),
mas em muito menor propor¢do que a amostra ndo aquecida. Essa diferenga no perfil
cromatografico pode ter sido ocasionada pelo fato das proteinas que se ligam a quitina terem
precipitado ou por elas terem perdido a capacidade de se ligar & quitina, provavelmente

devido a uma mudanga na sua conformacao tridimensional.
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Figura 12: Perfil cromatografico em coluna de quitina das proteinas do latex aquecidas (A), e
sobrenadante (B). Foram aplicados em cada cromatografia 2 mg de proteinas em 1 ml de
NaCl 0,15 M.. A coluna foi equilibrada com NaCl 0,15 M. O pico nao retido (PI) foi eluido
com o mesmo tampio de equilibrio da coluna e o pico retido (PII) foi eluido com Acido
Acético 1 M. Fluxo de 15 ml/h e fragdes de 1 ml. Abs 280 nm. As setas indicam quando as

solucdes de acido acético 1 M e HC1 0,1 N foram aplicadas, respectivamente.

As proteinas do latex aquecidas além de terem perdido a maior parte da capacidade de
ligar-se & quitina, perderam também as atividades enzimadticas encontradas quando elas ndo
foram aquecidas. A atividade quitinasica foi perdida em aproximadamente 95 % (Figura 7a) e
nenhuma atividade proteolitica em gel foi observada (Figura 5b). Mesmo assim, essa fracao
continuou causando efeitos deletérios para as larvas de C. maculatus.

Em vista desses resultados, as proteinas do latex foram submetidas a digestdo com
pronase, enzima proteolitica que cliva inespecificamente ligagdes peptidicas, com o objetivo
de avaliar se o efeito deletério encontrado era realmente de origem protéica.

A pronase digeriu parcialmente as proteinas do latex apds 24 horas de incubagao,

como mostra a figura 13.
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Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida 16,5% da hidrolise das proteinas do latex de
Calotropis procera sobre diferentes tempos com a protease de Streptomyces griseus. (A)
Marcadores de massa molecular; (B) Proteinas do latex sem digestdo e (C) Proteinas do latex

apos 24 h de digestdo com a pronase. Foram adicionados 40 pg de proteina em cada pogo.

As proteinas do latex parcialmente digeridas pela pronase foram entdo liofilizadas e
adicionadas a farinha de feijdo a uma concentra¢do de 0,1 % (p/p) e avaliada a massa e a
sobrevivéncia das larvas do C. maculatus. A massa média das larvas desenvolvidas em
sementes contendo as proteinas do latex foi de 1,20 + 0,37 mg, significamente igual as das
larvas desenvolvidas em sementes contendo as proteinas do latex incubadas com a pronase
por 24 h, que foi de 1,36 + 0,36 mg. A sobrevivéncia das larvas igualmente ndo foi afetada.
Esse resultado supde que a(s) molécula(s) responsavel (eis) pelo(s) efeito(s) deletério(s)
encontrado (s) ¢ (sdo) resistente (s) a hidrélise pela pronase. Essa amostra mesmo apos tratada

com a pronase foi capaz de inibir a atividade proteolitica da papaina. Com isso, esse resultado
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reforga que o inibidor presente no latex pode ser o principal responsavel pelo efeito deletério
encontrado nas proteinas do latex para o inseto C. maculatus.

Quando as fragdes PI-Q e PII-Q obtidas apds cromatografia em coluna de quitina com
as proteinas do latex ndo aquecidas foram avaliadas sobre o desenvolvimento do C.
maculatus, todo o efeito deletério sobre as larvas desse inseto foi centrado na fragcdo que nio
se liga a quitina (Figura 14). O PI-Q reduziu a massa das larvas em 98 % e a sobrevivéncia

em 40 %, enquanto o PII-Q ndo apresentou nenhum efeito sobre os dois parametros avaliados

(Figura 14).
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Figura 14: Avaliagdo dos picos PI-Q e PII-Q obtidos apds cromatografia em coluna de
quitina com as proteinas do latex ndo aquecidas de C. procera na (A) massa ¢ (B)
sobrevivéncia das larvas do C. maculatus. Valores com a mesma letra ndo sdo significamente

diferentes (p>0,05). Teste utilizado foi o de multiplas comparagdes de Tukey-Kramer.

77



Esses resultados sugerem que enzimas presentes no latex, como as proteinases €
quitinases nao sdo as principais responsaveis pelo efeito deletério mostrado no PI-Q e nas
proteinas do latex aquecidas sobre o C. maculatus, ja que as duas fragdes PI-Q e PII-Q
apresentam ambas as atividades enzimaticas e na amostra aquecida ambas as atividades foram
perdidas (Figuras 5b e 7 b).

A estratégia seguida para investigar a a¢do das proteinas do latex sobre C. maculatus

envolveu a analise de susceptibilidade das proteinas do latex a digestdo pelo extrato larval.
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Figura 15: (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) das proteinas do latex de
Calotropis procera quando incubadas a 37 °C por diferentes tempos com o homogenato de
larvas do inseto Callosobruchus maculatus. 1= Marcadores; 2= Homogenato (74 ug); 3=
Latex (8ug); 4= Latex + Homogenato. (B) Western blotting. A membrana de PVDF foi
incubada com anticorpos anti-proteinas do latex e revelados com anticorpos secundarios de

cabra anti-IgG de coelho marcados com fosfatase alcalina.
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As proteinas do latex resistiram a protedlise frente as proteases da larva do C.
maculatus, mesmo apods 8 horas de incubagdo, como mostra o Western blotting (Figura 15).
Esse resultado mostra que as proteinas do latex ao resistirem a protedlise poderiam livremente
agir sobre o intestino dessas larvas e causar o forte efeito deletério encontrado nos bioensaios.

Além das proteinas do latex serem resistentes a proteolise, elas foram capazes de
degradar as proteinas das larvas desse inseto (Figuras 15a), sendo necessarios apenas alguns
minutos, ja que no tempo zero os perfis protéicos das larvas praticamente desapareceram.

A hidrélise foi ocasionada realmente pelas proteases do latex e ndo por uma auto-
hidrolise do homogenato das larvas. Isso pode ser demonstrado na Figura 16, onde mostra o
perfil protéico intacto do homogenato das larvas do Z. subfasciatus em diferentes tempos de

incubagdo sem as proteinas do latex, assim como foi o do C. maculatus (dado ndo mostrado).
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Figura 16: Eletroforese em gel de poliacrilamida (15 %) das proteinas do latex de Calotropis
procera quando incubadas a 37 °C por diferentes tempos com o homogenato de larvas do
inseto Zabrotes subfasciatus. 1= proteinas do latex (8ug); (B) Homogenato (120 pg); (C)
Latex + Homogenato, incubado por diferentes tempos.

As proteinas do latex causaram efeito toxico sobre as ninfas do Dysdercus peruvianus,
sendo a massa afetada apenas no 14° dia de experimento, nas concentragdes de 1 e 2 %, cujos

valores médios foram de 22,93 mg e 19,69 mg, respectivamente enquanto a massa média das
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ninfas alimentadas sem as proteinas do latex foi de 43,82 mg (Figura 17 d). A sobrevivéncia

nao foi afetada em nenhuma concentragao testada (p>0,05).
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Figura 17: Avaliagdo das proteinas do latex de Calotropis procera na sobrevivéncia (A e B) e
na massa (C e D) das ninfas do inseto Dysdercus peruvianus. Valores com a mesma letra nao
sdao significamente diferentes (p>0,05). Teste utilizado foi o de multiplas comparacdes de
Tukey-Kramer. (A e C)—#—Contralel| —8—Liteadts = 4 Litex05%; (B ¢ D) —#—ContoleZ

—— Latex 1 , —h—Litenx

Assim como nas ninfas, nenhum efeito sobre a sobrevivéncia dos insetos adultos

machos foi observado na concentracdo de 1 % (Figura 18). No 16° dia, a sobrevivéncia dos
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insetos adultos alimentados com a dieta controle foi de 93,33 %, enquanto a sobrevivéncia

dos insetos alimentados com uma dieta contendo as proteinas do latex 1 % foi de 96,66.
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Figura 18: Avaliag@o das proteinas do latex de C. procera sobre a sobrevivéncia dos insetos

adultos machos de D. peruvianus.  —¢—Corfrole —®—Létex01% —d—Latex025%

—wi— Latex 0 5% —— Latex 1% .

As proteinas do latex também foram resistentes as proteases intestinais de ninfas de D.
peruvianus, mesmo apds 8 horas de incubagdo, mas o interessante ¢ notar que as proteinas
intestinais desse inseto também foram resistentes a agdo proteolitica endogena do latex
(Figura 19).

A sobrevivéncia média e a massa das larvas da mosca das frutas, C. capitata,
alimentadas com a dieta controle foram de 90 % e 6,28 mg. As proteinas do latex nao
alteraram estes parametros significativamente nas concentragdes até 1 %. As dietas de 2 e 4 %
das proteinas do latex alteraram os valores de sobrevivéncia para 77,5 e 47,5 % e de massa

para 5,11 e 1,47 mg (p<0,05), respectivamente (Figura 20).
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(A) (B)

Figura 19: (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) das proteinas do latex de

Calotropis procera quando incubadas a 37 °C por diferentes tempos com o homogenato
intestinal de ninfas do 4° estagio de D. peruvianus. (B) Western blotting. 1= Homogenato (56
ng), 2= Proteinas do latex (8 pug); 3= Homogenato + proteinas do latex apds diferentes tempos
de incubagdo. A membrana de PVDF foi incubada com anticorpos anti-proteinas do latex e
revelados com anti-corpos secundarios de cabra anti-IgG de coelho, marcados com fosfatase

alcalina.
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Figura 20: Avaliagdo das proteinas do latex de C. procera na massa (A) ¢ na sobrevivéncia
das larvas (B) do inseto C. capitata. Valores com a mesma letra ndo sdo significamente

diferentes (p>0,05). Teste utilizado foi o de multiplas comparag¢des de Tukey-Kramer.

Nos bioensaios com a lagarta da soja, j4 no 1° dia de experimento as lagartas
alimentadas com uma dieta contendo as proteinas do latex tiveram uma inibi¢do do
desenvolvimento em aproximadamente 54 e 100 %, nas concentracdes de 0,1 e 0,5 %,
respectivamente quando comparado ao grupo controle (Figura 21a). No 5° dia, as lagartas
alimentadas com a dieta controle apresentaram uma massa de aproximadamente 6,87 vezes
maior que aquelas alimentadas com uma dieta contendo 0,1 % das proteinas do latex. Durante
os cinco dias de experimento as lagartas ndo ganharam massa, quando alimentadas com uma
dieta contendo 0,5 e 1 % das proteinas do latex.

Em contraste a esse forte efeito sobre o ganho de peso das lagartas, a sobrevivéncia s6
foi alterada no 6° dia e nas concentragdes de 0,5 ¢ 1 %, que foram de 46,6 ¢ 40 %,
respectivamente, enquanto que a sobrevivéncias das lagartas que se alimentaram de dietas

sem as proteinas do latex foi de 93,33 % (Figura 21b).
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Figura 21: Avaliagdo das proteinas do latex de C. procera na massa (A) e na sobrevivéncia
das larvas (B) do inseto Anticarsia gemmatalis. Valores com letras diferentes sao
significamente diferentes (p<0,05). Teste utilizado foi o de multiplas comparagdes de Tukey-
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Diferente do ensaio com as lagartas de A. gemmatalis, as proteinas do latex ndo
tiveram nenhum efeito sobre a massa e a sobrevivéncia das lagartas de S. frugiperda, mesmo
apds 17 dias e na concentracdo de 1 % (Figura 22). A capacidade das lagartas em
transformarem-se em pupa e depois em borboletas também nao foram alterados em nenhuma

das concentragdes avaliadas.
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Figura 22: Avaliagdo das proteinas do latex de C. procera na massa (A) e na sobrevivéncia
(B) das lagartas do inseto Spodoptera frugiperda. Valores com a mesma letra sao
significamente diferentes iguais (p>0,05). Teste utilizado foi o de multiplas comparacdes de
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O aquecimento das proteinas do latex a 98 °C por 30 min foi o suficiente para eliminar
as atividades enzimadticas encontradas, entre elas a quitindsica e a proteolitica, mesmo assim
essa amostra continuou retardando o desenvolvimento do C. maculatus, quando a massa das
larvas foi avaliada. Uma nova hipotese para avaliar tal resultado foi verificar novamente a
presenca de inibidores de proteases na amostra visto que muitos inibidores de proteases sdo
descritos como resistentes a tratamento térmico. Além disto, a auséncia de atividade
proteolitica nas proteinas do latex aquecidas favoreceria a detec¢do de um inibidor. Dessa
forma, a amostra denominada de sobrenadante, recuperada como fase soluvel da solugdo de
proteinas do latex apds aquecimento, foi desafiada a inibir a papaina e proteases cisteinicas
oriundas do extrato das larvas de C. maculatus e intestinal de D. peruvianus.

Uma massa de 47,2 ng das proteinas do latex oriundas do sobrenadante solavel
recuperado apos aquecimento e centrifugacdo foi capaz de inibir 81,10; 33,33 e 52,32 % da

atividade cisteinica da papaina, das larvas de C. calosobruchus e¢ D. peruvianus,

85



respectivamente (Figura 23). Aumentando-se esta massa para 94,4 ug de proteina a inibi¢ao
foi pouco alterada, sendo de 88,00; 47,71 e 58,14 % da atividade cisteinica da papaina, das
larvas de C. calosobruchus e D. peruvianus, respectivamente. Esses resultados mostram
efetivamente que ha um inibidor de proteases do tipo cisteinica no latex de Calotropis
procera. A presenca desse inibidor pode ser um dos principais fatores responsaveis por tal
efeito deletério encontrado no desenvolvimento do inseto C. maculatus nas proteinas do latex

depois de aquecidas.
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Figura 23: Inibigdo da atividade cisteinica da papaina, do extrato das larvas do C. maculatus
¢ do intestino de ninfas de D. peruvianus com a amostra sobrenadante em diferentes
concentragdes. P =Papaina; C =extrato de C. maculatus e D= extrato intestinal de D.

peruvianus, incubados com 47,2 ¢ 94,4 ug proteina da amostra sobrenadante.
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IV. DISCUSSAO

A planta Calotropis procera ¢ muito encontrada no Estado do Ceara. Sua ocorréncia é
muito comum na zona litordnea embora a planta seja muito encontrada na beira de lagoas e
terrenos desocupados dentro da cidade. Uma caracteristica interessante de Calotropis procera
¢ que a planta ndo se desenvolve sob sombreamento. Dai estd muito encontrada sobre as
dunas. As sementes de Calotropis se desenvolvem protegidas dentro de um fruto globoso que
lembra uma bola inflada e assim as sementes sdo protegidas quanto ao ataque direto de
predadores. Quando amadurecidos, os frutos se abrem e as sementes, dotadas de fibras finas,
que lembram fios de seda, sdo dispersas pelo vento garantindo sua propagacdo. A presenga
destas fibras brilhosas da origem a um dos nomes populares da planta que ¢ flor de seda.

Em muitos ambientes onde o latex de Calotropis foi coletado, foi observado a
presenca de muitos insetos, inclusive sobre suas folhas. Entretanto atividade predatéria foi
apenas observada por uma lagarta conhecida como monarca (Danaus plexippus). Esta lagarta,
pertencente a familia Nymphalidae, subfamilia Danainae, geralmente utiliza plantas laticiferas
como hospedeiras. Aproximadamente 45 espécies pertencentes principalmente a familia
Asplepiadaceae tém sido reportadas serem atacadas por essa lagarta (Ackery & Vane-Wright,
1984).

Esta lagarta, apresentada na figura 24, alimenta-se através de um aparelho bucal
mastigador ¢ ¢ muito voraz. Por atacar fortemente as folhas de Calotropis procera, que
apresentam canais laticiferos bem distribuidos, fortalece a idéia de que esta lagarta ndo ¢
afetada pelo consumo desse fluido. Alguns trabalhos mostram que D. plexippus armazena

compostos secundarios oriundos de latex, usando-os para sua propria defesa contra
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predadores (Martin et al., 1992) ou como estimulo para oviposicao (Haribal & Renwick,

1996).

Figura 24: Lagarta de Danaus plexippus se alimentando de folhas de Calotropis procera.

Fortaleza-Ce.

Apo6s as plantas laticiferas sofrerem algum dano mecanico, o latex é rapidamente
exudado e coagulado. Esse passo parece ser o primeiro mecanismo de defesa dessas plantas,
uma vez que impede a area injuriada ser penetrada por patogenos. O latex também tem uma
acdo colante que pode imobilizar pequenos insetos ou mesmo uma lagarta (Moursy, 1997),
entretanto, além deste efeito mecénico, a composicdo quimica do latex parece ser também
objeto de defesa.

Em vista que alguns trabalhos estipulam o latex como parte de um mecanismo de
defesa de plantas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a fun¢do de proteinas do
latex de C. procera na defesa contra insetos. Para isso, o latex foi fracionado para eliminar

pequenos metabdlitos e sua fragdo poli-isopreno, a borracha.
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A coleta em agua, centrifugacdo e didlise contra dgua foram métodos simples e
eficientes utilizados para separar o latex de C. procera em duas fragdes principais: uma fragao
soluvel e destituida de borracha e outra composta de borracha.

A fracao destituida de borracha apresentou valores de proteinas soluveis de 8,18
mg/ml. Valor bem superior daqueles encontrados no latex de variedades de manga que foram
de 2,0-3,5 mg/ml (John et al., 2003). Em valores de matéria seca, o latex de C. procera
apresentou 10 % de proteina, mesmo valor encontrado no latex de Carica papaya (Azrkan et
al., 2003) e proximo ao do latex de Manihot glaziovii, que foi 8,2 % (Pereira et al, 1999). Essa
fragdo ¢ constituida de proteinas com diversas massas moleculares, variando de 10-66 KDa,
prevalecendo as de aproximadamente 25-30 KDa. Isso mostra que o latex de C. procera
apresenta uma complexa mistura de proteinas com massas moleculares variadas, assim como
no latex de Manihot glaziovii (Pereira et al, 1999) que apresentou padrao eletroforético com
proteinas variando de 14-80 KDa. Esses valores sdo também parecidos com aqueles
encontrados no latex de diversas variedades de Hevea brasiliensis (Arreguin et al. 1988).

Esses resultados mostram que os fluidos laticiferos sdo ricos em proteinas. Vérias
proteinas e enzimas tém sido descritas em latex. Como exemplos de enzimas podemos citar as
lisozimas (Dahlquist, et al., 1969), quitinases (Azarkan et al., 1997), B-1-3-glucanases
(Wilson, 1974), lipase (Giordani et al., 1991), glutaminil ciclase (Zerhouni et al., 1998), além
das proteinases cisteinicas (Azarkan et al., 2003).

As proteinas do latex de C. procera apresentaram alta atividade proteolitica do tipo
cisteinica, confirmando os resultados anteriores de Dubey & Jagannadham (2003). Além
dessa atividade cisteinica, foi encontrada atividade proteolitica do tipo serinica, assim como
da quimotripsina, o que ainda ndo tinha sido relatado.

Proteinases cisteinicas sdo descritas em latex de diversas plantas. Entre elas podemos

citar Ficus glabrata, F. carica, Calotropis gigantea, Funastrum clausum, Hevea brasiliensis e

89



Carica papaya (Abraham & Joshi, 1979; Sgarbieri et al., 1964; Glazer & Smith, 1971). Em
Carica papaya, 6 % da matéria seca de seu latex ¢ constituido de enzimas, das quais 80 % sdo
proteases cisteinicas (Azrkan et al., 2003), entre elas: papaina, quimopapaina, caricaina e
glicil-endopeptidase. Assumindo o fato que essas proteinases circulam livremente dentro dos
laticiferos, elas constituem um dano potencial para a planta. Em vista disso, as plantas
desenvolveram mecanismos para regular essas proteases. Um destes mecanismos foi fabrica-
las como zimogénios (Taylor et al., 1999), que s3o rapidamente ativados apenas apos a
liberagdo do latex dos canais laticiferos, quando a planta sofrer algum dano mecanico
(Moutim et al., 1999).

Pelo fato de plantas produzirem e armazenarem uma grande quantidade de proteinases
cisteinicas em seu latex e as mesmas serem ativadas apenas apos a planta sofrer algum dano
mecanico, o papel dessas enzimas na defesa da planta tem sido proposto. Essa proposta tem
sido levantada, pois essas proteinases sdo requeridas no processo de coagulagdo do latex
(Moutim et al.1999). Além disso, elas podem agir diretamente sobre as proteinas do trato
intestinal de insetos (Mohan et al., 2006; Konno et al., 2004; Moussaoui et al., 2001).

Esse ultimo fato foi observado quando as proteinas do latex de C. procera foram
incubadas in vitro com os extratos das larvas de Callosobruchus maculatus e Zabrotes
subfasciatus e os resultados avaliados em gel de poliacrilamida. A hidrolise das proteinas das
larvas pelas proteinas do latex foi devastadora, ocorrendo em poucos minutos de incubagao.
Esse fato pode explicar, em parte, o forte efeito deletério encontrado quando as proteinas do
latex foram adicionadas na dieta desses insetos. O papel dessas proteinases sobre o
desenvolvimento do C. maculatus pode ser evidenciado, se compararmos os resultados
encontrados no latex de C. procera e Manihot galziovii. O latex de M. galziovii foi capaz de
inibir o desenvolvimento desse inseto em 50 % em uma concentracdo de 2,9 % (p/p),

enquanto nas proteinas do latex foi necessaria uma concentragdo 29 vezes menor (0,1 %) para
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causar o mesmo efeito. Em relagao a massa das larvas, o latex de M. galziovii as reduziu em
50 % na concentracdo 0,7 % (Pereira et al., 1999), enquanto o latex de C. procera foi
necessario apenas uma concentragdo sete vezes menor para causar o mesmo efeito.

Dessa mesma forma, o forte efeito deletério das proteinas do latex nas lagartas de
Anticarsia gemmatalis pode ser parcialmente atribuido as proteinases cisteinicas. Essa
hipotese foi levantada, j4 que Konno e colaboradores (2004) mostraram que proteinases
cisteinicas presentes em folhas de Carica papaya e em espécies de Ficus estdo diretamente
relacionadas com a toxicidade encontrada para a lagarta Samia ricini.

Quando as proteinas do latex foram incubadas com o extrato intestinal de ninfas de
Dysdercus peruvianus, as proteinas intestinais deste foram resistentes a hidrolise pelas
proteinases presentes no latex, mesmo apds 8 horas de incubagdo. Fato esse que pode, em
parte, explicar por que as proteinas do latex causaram efeito sobre o desenvolvimento desse
inseto apenas em uma concentra¢do de 1 € 2 % e no 14° dia de ensaio. A resisténcia das
proteinas do extrato intestinal de D. peruvianus a hidrolise por parte das proteinas do latex
pode ter ocorrido devido ao tempo de incubagdo ter sido pequeno (8 horas) ou pela pequena
quantidade de proteinas do latex utilizada no ensaio de hidrélise. E importante lembrar que a
quantidade de proteinas do latex incubadas com o extrato intestinal desse inseto foi igual
aquela incubada com os extratos das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus.

Mesmo o latex apresentando uma grande quantidade de proteinases cisteinicas, ele ndo
foi capaz de causar nenhum efeito sobre as lagartas de Spodoptera frugiperda. Fato esse
interessante, ja que alguns trabalhos mostram que proteinases cisteinicas estdo envolvidas na
resisténcia de milho a essa lagarta (Mohan, et al., 2006; Pechan et al., 2000). A capacidade
dessas lagartas em degradarem as proteinas do latex ou suas proteinas intestinais serem

resistentes a elas pode ter sido o fator que limitou o efeito deletério.
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Outra classe de enzimas hidroliticas relacionadas com a defesa das plantas contra
patdgenos e insetos sdao as quitinases. Essas enzimas tém a capacidade de degradar a quitina
presente nas paredes celulares de fungos e na membrana peritréfica de insetos. Quitinases sao
descridas ser distribuidas em diversos tecidos das plantas, entre eles raizes e folhas
(Burketova et al, 2003; Kaistner et al., 1998). Em latex, as quitinases foram descritas em
Hevea brasiliensis, Manihot glaziovii e Carica papaya (Azarkan et al., 1997; Pereira et al.,
1999; Bokma et al., 1997).

Nesse trabalho foi mostrado pela primeira vez evidéncias de quitinases no latex de C.
procera, que apresentou atividade quitinolitica in vitro e em gel contendo glicol quitina. Os
efeitos deletérios das proteinas do latex encontrados sobre os insetos C. Maculatus, Zabrotes
subfasciatus, C. capitata e A. gemmatalis podem ser atribuidos, também em parte, a essas
enzimas. Assim como as proteinases cisteinicas, as quitinases presentes nas proteinas do latex
podem ter sido degradadas pelas proteinases dos insetos D. peruvianus e S. frugiperda, dessa
forma nao podendo causar efeitos.

Um alvo potencial para proteinases e quitinases ¢ a membrana peritrofica, ja que ¢é
constituida de proteinas e quitina. Essa membrana serve como a primeira linha de defesa dos
insetos, protegendo-os de toxinas e patdogenos (Barbehenn, 2001). Além disso, ela auxilia na
digestdo e protege o epitélio intestinal de particulas abrasivas da dieta. Devido essa
importancia na defesa e na digestdo, sua destrui¢ao ¢ muitas vezes deletéria, se ndo letal, para
os insetos que a possuem (Wang & Granados, 2001).

Um efeito sinérgico entre as proteinases cisteinicas e as quitinases encontradas nas
proteinas do latex sobre as membranas peritroéficas desses insetos pode ocorrer. O efeito
sinérgico entre duas moléculas ¢ relatado na literatura. Como exemplos: as quitinases e as [3-

1-3 glucanases, juntas podem degradar a parede celular de fungos, ja que sdo constituidas de
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quitina e B-1-3-glucanos (Salzer, 1997), e inibidores de a-amilase com atividade quitinolitica,
que junto podem ter fortes efeitos sobre insetos da ordem coleoptera (Dayler et al., 2005).

As proteinas do latex de Calotropis procera mesmo depois de aquecidas por 30 min a
98 °C e incubadas com a pronase por 24 h, ainda mostraram efeitos deletérios sobre as larvas
de C. maculatus. Nas proteinas do latex aquecidas, as atividades proteoliticas e quitindsicas
foram perdidas, dessa forma essa amostra foi investigada quanto a presenca de inibidores de
proteinases, ja que sdo conhecidos como moléculas muito estaveis ao tratamento térmico e de
estarem relacionadas com a defesa da planta contra insetos (Gomes et al., 2005). Para isso, a
amostra sobrenadante, obtida ap6s aquecimento das proteinas do latex e centrifugagdo, e a
amostra tratada com foi desafiada a inibir a papaina, uma proteinase cisteinica. A papaina teve
sua atividade inibida em 81 % com 47,2 ng de proteinas do latex que permaneceram soliiveis
apds o tratamento térmico. Este resultado revelou a presenga de um inibidor de proteinase
cisteinica no latex. Inibidor de proteinases cisteinicas também ja foi descrito no latex de
Carica papaya (Monti et al., 2004). A partir desse resultado a mesma amostra foi desafiada a
inibir as enzimas das larvas do C. maculatus, que foram inibidas em 33,33 % com 47,2 ug do
sobrenadante. Assim, este inibidor endogeno poderia ser pelo menos em parte, o causador do
efeito deletério encontrado nas larvas de C.maculatus na amostra aquecida, ja que as
principais classes de enzimas digestivas desse inseto pertencem a proteinases cisteinicas
(Campos et al., 1989).

As proteinas do latex apds incubadas por 24 h com a pronase ainda mantiveram o
efeito inseticida sobre o C. maculatus. Este resultado foi considerado surpreendente, visto que
apos digestdo com pronase era esperado que a acdo inseticida da amostra fosse pelo menos
diminuida. A anélise eletroforética do material digerido, mostrado na figura 13, mostra que as
proteinas do latex ndo sofreram consideravel digestdo. Essa amostra tratada com pronase foi

capaz ainda de inibir a atividade proteolitica da papaina, indicando que o inibidor de protease
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cisteinica presente no latex manteve-se ativo e capaz de causar o efeito deletério encontrado
para as larvas de C. maculatus.

Além das proteinases e quitinases, esse inibidor pode também estar relacionado com
os efeitos deletérios mostrados nas larvas de Z. subfasciatus, ja que apresentam também como
principal classe de enzimas proteoliticas as do tipo cisteinicas (Silva & Xavier-Filho, 1991).
No caso das lagartas de A. gemmatalis, os efeitos deletérios encontrados podem ser atribuidos
principalmente as proteinases cisteinicas e/ou as quitinases, ja que a principal classe de
emzimas digestivas encontradas nesse inseto ¢ do tipo serinicas e assim o inibidor encontrado
poderia ser pouco ativo (Oliveira et al., 2005). O fraco efeito das proteinas do latex sobre o D.
peruvianus poderia ser atribuido em parte pelas quitinases e ao inibidor de proteinases
cisteinicas, que inibiu a atividade cisteinica do extrato intestinal desse inseto em 52,32 %
utilizando 47,2 pug do sobrenadante, embora esse inseto use como principal classe de enzimas
digestivas as asparticas, além das cisteinicas (Stanis¢uaski, 2005).

As larvas de Ceratitis capitata apresentam como principais classes de enzimas
hidroliticas as do tipo serinicas (Gomes et al., 2005). Dessa forma, o efeito causado nessas
larvas pelas proteinas do latex pode ter sido ocasionado principalmente as quitinases e
proteinases cisteinicas presentes na amostra de estudo.

Embora ndo tenham sido encontradas no latex de C. procera as enzimas do tipo o-
amilase e tripsina e nem inibidores para essa ultima enzima, essas proteinas sao relatadas em
latex de diferentes plantas (Stritanyarat et al., 2006; John et al., 2002; Pereira et al., 1999; Lin
& Lu, 1994; Lynn & Clevette-Radford, 1987b; David et al., 1981). Inibidores para a-amilase
nao foi detectado no latex de C. procera, assim como ainda nao foi relatado em latex em

geral.
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V. CONCLUSAO

O latex de Calotropis procera possui proteinas com atividades cataliticas e que sdo
descritas como relacionadas ao metabolismo de defesa vegetal. Entre elas, pelo menos trés
quitinases e proteinases do tipo cisteinica e serinica, além de possuir um inibidor do tipo
cisteinico.

Assim, em resposta a hipotese formulada, ¢ sugerido que dentre proteinas expressas
nos laticiferos de Calotropis procera algumas constituem parte integrante de seus sistema de
defesa. Nao deve ser esquecido que metabolitos outros de baixa massa molecular, além de sua
fragdo predominante de poli-isopreno podem fazer parte adicional desta atividade integrada de

defesa.
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