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RESUMO
A cultura da mamoneira (Ricinus communis L.) é de grande importancia
socioecondémica devido as suas sementes, que sdo utilizadas, principalmente, na
producéo do 6leo que pode ser empregado para diversos fins industriais. A extragédo
do Oleo gera um subproduto de alto valor nutricional, conhecido como torta da
mamona. Porém, a presenca de compostos toxicos e alergénicos dificulta utilizacao
desse residuo como fonte de alimentacdo animal. Outra forma de agregar valor a
torta da mamona seria buscar moléculas bioativas que pudessem ter aplicagbes na
agricultura e saude humana. O presente trabalho teve como objetivos purificar e
caracterizar um inibidor de tripsina da torta da mamona, bem como, testar a
atividade deste in vitro contra fungos fitopatogénicos de importancia agricola e
proteases do intestino médio de Aedes aegypti. O inibidor de tripsina da torta da
mamona, homeado RcTI, foi purificado através de tratamento térmico, coluna de
afinidade em matriz de anidrotripsina-Sepharose® 4B e cromatografia de troca iénica
em Resource™ Q. Essa proteina apresentou massa molecular aparente de 14,0 kDa
na auséncia ou presenca de agente redutor, pl 5,2 e ndo é uma glicoproteina. A
sequéncia NHj-terminal do RcTI purificado mostrou similaridade de 83% com uma
proteina de armazenamento rica em enxofre (albumina 2S) de R. communis e de
48% com uma napin-like (albumina 2S) de R. communis. O RcTI mostrou-se estavel
apos tratamento térmico a 98 °C durante duas horas. Da mesma forma, permaneceu
com atividade inibitoria estavel na faixa de pHs &cidos. No entanto, houve uma
perda de, aproximadamente, 20% na capacidade inibitéria em pHs alcalinos (pH 8-
11). O RcTI (13 pg) nao foi capaz de inibir a germinagédo de esporos dos fungos
Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Rhizoctonia solani. No entanto, foi capaz de
inibir a germinacédo de esporos de Colletotrichum gloeosporioides. O RcTI nao foi
efetivo na inibicdo de crescimento vegetativo dos fungos mencionados acima. Esse
inibidor foi efetivo contra as proteases intestinais de Aedes aegypti com 91% de
inibicdo. A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que o RcTI tem
potencial biotecnoldgico, podendo ser utilizado como uma alternativa para o

combate do importante fungo fitopatogénico C. gloeosporioides e larvas de A.

aegypti.



Palavras-chave: Inibidor de tripsina, Ricinus communis, torta da mamona, fungos

fitopatogénicos, Aedes aegypti.



ABSTRACT

The castor bean (Ricinus communis L.) culture is of great socioeconomic importance
because of its seeds, which are used mainly for production of oil that can be used for
various industrial purposes. The oil extraction generates a by-product of high
nutritional value known as the castor cake. However, the presence of toxic and
allergenic compounds hinders the use of this residue to feeding source. Another way
to add value to the castor cake would be to seek bioactive molecules that could have
applications in agriculture and human health. This study aimed to purify and
characterize a trypsin inhibitor of castor cake and, to test this in vitro activity against
phytopathogenic fungi of agricultural importance and proteases from the midgut of
Aedes aegypti. The trypsin inhibitor of castor cake, named RcTI, was purified by heat
treatment, affinity column in anhydrotrypsin-Sepharose® 4B and ion-exchange
chromatography Resource™ Q. RcTI has a apparent molecular mass of 14 kDa in
the absence or presence of a reducing agent, pl 5.2 and isn’t a glycoprotein. The
NHz-terminal sequence of purified RcTl showed 83% similarity with sulfur-rich
storage protein (2S albumin) R. communis and 48% with napin-like (2S albumin) R.
communis. The RcTIl was stable after heat treatment at 98 °C for two hours. The
inhibition on trypsin was stable in the acid pH range. However, there was a loss of
approximately 20% inhibitory effect on alkaline pH (pH 8-11). The RcTI (13 pg) was
unable to inhibit the germination of spores of the fungus Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani and Fusarium solani. However, it was able to inhibit the
germination of spores of Colletotrichum gloeosporioides. RcTl 100 pg was not
effective in the inhibition of vegetative growth of the fungi mentioned above. This
inhibitor was effective against proteases from the midgut of Aedes aegypti with 91%
inhibition. The results of the present study indicate that RcTI has biotechnological
potential, can be used as an alternative to combat the important plant pathogenic
fungus C. gloeosporioides and larvae of A. aegypti.

Keywords: trypsin inhibitor, Ricinus communis, castor cake, phytopathogenic fungi,

Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

1.1 Mamoneira

A mamoneira (Ricinus communis L.) (FIGURA 1) pertence a familia
Euphorbiaceae, que possui 222 géneros e cerca de 5970 espécies. E uma planta
perene, anual, arbustiva, muito ramificada, glabra; as folhas sdo grandes,
alternadas, longas (pecioladas), peltadas, palmatifendidas, lobadas, dentadas;
inflorescéncias quase paniculadas; as flores sao mondicas, dispondo-se
superiormente as femininas e inferiormente as masculinas, com célice partido;
estames indefinidos, compactos, densos, poliadelfos, filetes repetidamente
ramificados, anteras biloculares, separadas, introrsas, quase esféricas. As flores
femininas possuem caélice muito débil, caduco, ovéario triloculado, com estilete mais
ou menos curto, estigmas bifendidos, raramente indivisos, afastados, peniformes. As
capsulas se abrem em trés cocas bivalves, lisas ou aculeadas. As sementes séo
ovaladas, carunculadas, marmoreadas, com tegumento crustaceo e albumen
carnudo (PORTAL DA MAMONA, 2011).

Figura 1 - Mamoneira (Ricinus communis L.) e suas sementes. (Fonte: COOPMAN et al., 2009).
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No Brasil, as sementes da mamoneira sdo popularmente conhecidas como
mamona, ricino, carrapateira, baga, bafueira e palma-criste. Em paises como
Inglaterra e Estados Unidos, recebem o nome de castor bean ou castor seed.

Apesar de ser uma planta provavelmente nativa da Africa, o maior produtor
mundial de mamona ¢ a India, sendo responsavel por 60% da producdo (SANTHI;
MANONMANI; SMITHA, 2010), seguida pela China, Brasil, Unido Soviética e
Tailandia (SUJATHA; REDDY; MAHASI, 2008). No Brasil, o estado da Bahia se
destaca por ser responsavel por 85% da producdo nacional (SOUZA, 2007;
QUEIROGA,; SANTOS; QUEIROGA, 2011).

A mamoneira tem importancia socioecondémica, principalmente, por ser fonte
do acido ricinoléico (FIGURA 2), um 6leo que apresenta caracteristicas que o torna
especial: € monoinsaturado, possui uma hidroxila na cadeia carbénica, baixo ponto
de fuséo, baixo ponto de solidificacdo e alta viscosidade, sendo soluvel em alcool
em baixas temperaturas. Assim, esse 0leo pode ser empregado para diversos fins
industriais, tais como: producdo de biodiesel, fabricacdo de tintas, cosméticos,
lubrificantes, remédios, corantes, anilinas, desinfetantes, germicidas, além de outros
(AMORIM, 2005).

OH

Figura 2 - Estrutura do acido ricinoléico (acido 12-hidroxi-9-cis-octadecendico).

O o6leo da mamona pode ser extraido através de solventes orgéanicos ou
prensagem a frio ou a quente. O Oleo que € empregado para fins medicinais é

extraido por prensagem a frio, porque, assim, obtem-se um 6leo mais limpido, pouco
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acido e isento de impurezas. Ja para o Oleo industrial, € preferivel em extracdo a
quente (PORTAL DA MAMONA, 2012).

1.1.1 Torta da mamona
O processo de extracdo do 6leo da mamona gera um subproduto conhecido

como torta de mamona, com alto conteudo proteico, cuja composi¢ao € mostrada na

Figura 3.

M Globulinas
H Albuminas
i Proteases

M Proteinas conjugadase
compostos nitrogenados
ndo-protéicos

Figura 3 - Composicao proteica geral da torta da mamona segundo Bon (1977).

De acordo com Severino (2005), no Brasil, sdo produzidas, aproximadamente,
1,2 toneladas de torta para cada tonelada de 6leo extraida. Dessa forma, o aumento
na producdo de Oleo gera bastante subproduto, sendo importante buscar formas de
agregar valor a torta. Um das principais aplicacdes, em escala mundial, para a torta
de mamona, € como fertilizante, apesar de que seu uso como ra¢cdo animal pudesse
ser bem melhor aproveitado, devido ao alto teor de proteinas (SEVERINO, 2005).
Entretanto, a presenca de componentes toxicos (ricina e ricinina) e alergénicos
(albuminas 2S) torna essa utilizacéo inviavel (WEISS, 1983). A maioria dos métodos
que buscam eliminar estes componentes é complexa e de alto custo financeiro
(PINA et al., 2005).
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Além das utilizagBes citadas acima, a torta da mamona pode ser empregada
como inseticida e nematicida (SEVERINO, 2005). Alguns trabalhos tém mostrado o
potencial de extratos de sementes da mamona contra insetos (BATABYAL et al.,
2007; BATABYAL et al., 2009; MANDAL, 2010). Parte dessa atividade poderia ser
atribuida aos inibidores de proteases, por serem moléculas que, reconhecidamente,

apresentam essa caracteristica bioldgica e estdo presentes em sementes.

1.2 Inibidores de proteases

Inibidores de proteases séo proteinas ou peptideos capazes de se complexar,
reversivelmente, com proteases, interrompendo a catalise (LASKOWSKI; KATO,
1980; BODE; HUBER, 1992; VALUEVA; MOSOLOQV, 1999; CHOI; PARK; KIM, 2002;
FAN; WU, 2005). Em geral, apresentam baixa massa molecular, resisténcia a
protedlise (TELES et al., 2004) e extremos de pH e temperatura (KLOMKLAO et al.,
2010, KLOMKLAO et al., 2011). A massa molecular desses inibidores pode variar de
4 a 85 kDa, mas a maioria deles se encontra numa faixa de 8 a 20 kDa (HUNG et
al., 2003). Possuem forma compacta e alguns deles tém varias pontes dissulfeto
(BODE; HUBER, 1993).

Os inibidores de proteases sao ubiquamente distribuidos em animais, plantas
e microrganismos e ja foram descritos em todos os reinos (KATUNUMA et al., 2003;
SANO et al, 2005; ISHIHARA et al., 2006). Sdo abundantes em plantas
(RICHARDSON, 1991; BIRK, 2003) e estdo, geralmente, presentes em
concentragbes consideraveis nos 6Orgdos de armazenamento como sementes,
tubérculos e frutos (EL-SHAMEI; WU; HAARD, 1996). Em sementes, os teores de
inibidores de proteases podem variar entre 5 a 10% das proteinas totais (LIENER,
1980; RICHARDSON, 1991; BHATTACHARYYA et al., 2006).

Em relacdo a composi¢cado aminoacidica, os inibidores de proteases de plantas
possuem, normalmente, boas quantidades de &cido aspartico, glutamico, lisina,
serina e cisteina. No entanto, sdo pobres nos aminoacidos histidina, triptofano e
metionina (BOWLES, 1990).
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Nos érgéos e tecidos vegetais, os inibidores de proteases estdo associados a
diferentes papéis, tais como: regulacdo e controle de proteases enddégenas durante
desenvolvimento e germinacdo de sementes (XAVIER-FILHO; CAMPOS, 1989;
RICHARDSON, 1991; CHYE et al., 2006) ou em outros 6rgdos como raiz (HOU; LIN,
2002); proteinas de reserva (XAVIER-FILHO, 1992; MANDAL et al.,, 2002);
regulacdo da morte celular programada (SOLOMON et al., 1999) ou, ainda, a
resposta a estresses abidticos (FRANCO; MELO, 2000; PERNAS; SANCHEZ-
MONG; SALCEDO, 2000) e a defesa contra patdgenos e insetos (RYAN, 2000;
SOARES-COSTA et al., 2002; LOPES et al., 2009).

1.3 Classificacao dos inibidores de proteases

Os inibidores de proteases sdo classificados de acordo com a classe
mecanistica das proteases que inibem: inibidores de proteases serinicas, de
proteases cisteinicas, de proteases asparticas e metaloproteases (Tabela 1)
(LASKOWSKI; KATO, 1980; RYAN, 1990; RICHARDSON, 1991). As classes de
inibidores de proteases mais estudadas sdo as serinicas e cisteinicas, por estarem
mais presentes em sementes e 6érgaos de armazenamento.

Além da classificacdo descrita acima, em vegetais, o0s inibidores de proteases
podem ser agrupados em familias de acordo com a estrutura primaria e
tridimensional (FIGURA 4), massa molecular e conteudo de cisteina e pontes
dissulfeto (RICHARDSON, 1991; KOIWA et al., 1997; BHATTACHARYYA; BABU,
2009; RAWLINGS et al., 2010) (TABELA 1). Das dez familias mostradas na tabela 1,

sete sdo capazes de inibir proteases serinicas.



Tabela 1 - Classes e familias de inibidores de proteases de plantas
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Classe das Classe dos inibidores Familia dos inibidores em
proteases correspondentes tecidos vegetais
Kunitz
Bowman-Birk
n Inibidores de proteases Superfamilia de cereais
Serinicas .
serinicas Batata | e Il
Taumatina
Ragi I-2/milho
S Inibidores de proteases o
Cisteinicas o Fitocistatinas
cisteinicas
o Inibidores de proteases Inibidores de proteases
Asparticas o o
asparticas asparticas
Inibidores de Inibidores de carboxipeptidases A
Metaloproteases

metaloproteases

eB
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K26 M59
c
F53 .
Kunitz Bowman-Birk Batatall
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R34
c
N
c
Batatall Cereal Cistatina
V38
N G39

Inibidor de carboxipeptidase

Figura 4 - Estrutura tridimensional de familias de inibidores de proteases de plantas. (Modificado de
Bateman e James, 2011).

Além dos inibidores de proteases mencionados acima, existem albuminas 2S

que possuem dominios de inibicao de tripsina/a-amilase (CHEN et al., 2004).
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1.3.1 Albuminas 2S

Albuminas 2S sao proteinas de armazenamento de sementes, sollveis em
agua, encontradas tanto em Monocotiledéneas, quanto em Dicotileddéneas
(SHEWRY; PANDYA, 1999), acumuladas em corpos proteicos (MENENDEZ-ARIAS
et al., 1988). Em geral, a massa molecular dessas proteinas varia entre 12 a 15 kDa
(LEHMANN et al., 2006). Em muitas espécies de plantas, as albuminas 2S possuem
altas quantidades de aminoéacidos sulfurados, sendo, portanto, ricas em enxofre
(YOULE; HUANG, 1978).

As albuminas 2S séo agrupadas na superfamilia das prolaminas (SHEWRY et
al., 2002). Nessa superfamilia também estdo incluidas as proteinas transportadoras
de lipidios ndo especificas, prolaminas de armazenamento de cereais e inibidores de
tripsina/a-amilase (SHEWRY et al., 2002). Uma caracteristica comum das proteinas
pertencentes a essa superfamilia € um padrdo conservado de cisteinas:
..C..C../.CC..CXC..C..C.. (PANTOJA-UCEDA et al., 2002).

As albuminas 2S sao proteinas heterodiméricas codificadas por uma familia
multigénica, sintetizadas como uma proteina precursora que € transportada para o
reticulo endoplasmatico, no qual sofre processamento pés-traducional (SHEWRY;
PANDYA, 1999). Sao formadas quatro pontes dissulfeto intracadeia envolvendo os
oito residuos de cisteina conservados. Ap0s o processamento, sdo direcionadas
para o complexo de Golgi, no qual sdo dispostas em vesiculas para serem
direcionadas ao vacuolo (SAALBACH; ROSSO; SCHUMANN, 1996).

Os principais papéis das proteinas de armazenamento é funcionar como
reserva de nutrientes (MORENO; CLEMENTE, 2008) e/ ou proteger as sementes
contra ataques de patdgenos (AGIZZIO et al., 2006). Pelegrini et al. (2006)
observaram que um peptideo purificado de sementes de Passiflora edulis (Pe-
AFP1), apresentando similaridade com albuminas 2S, foi efetivo em inibir o
crescimento micelial dos fungos Trichoderma harzianum, Fusarium oxysporum, e
Aspergillus fumigatus. Ja o peptideo purificado de Passiflora alata (Pa-AFP1), com
similadade com albuminas 2S, apresentou atividade inibitoria do crescimento

micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides (RIBEIRO et al., 2011).
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Existem albuminas 2S que possuem dominios de inibicdo de tripsina/a-
amilase (CHEN et al., 2004). Assim, elas também podem funcionar como inibidores
de proteases nas sementes. Segundo o banco de dados do Food Allergy Research
Resource Program (http://www.allergenonline.com), cerca de 33% das proteinas
alergénicas de alimentos vegetais conhecidas pertencem a familia de inibidores de
tripsina/a-amilase (CHEN et al., 2004).

Alguns inibidores de proteases pertencem a mesma familia de proteinas de
armazenamento, sugerindo uma origem comum para essas proteinas. Por exemplo,
os inibidores de protease de trigo e cevada pertencem a superfamilia das prolaminas
(KREIS et al., 1985). Odani et al. (1983) verificaram que o inibidor de tripsina de
cevada apresenta similaridade com a proteina de armazenamento rica em glutamina
de R. communis L. O inibidor de tripsina de Brassica juncea (BjTI) € um precursor de
albumina 2S (MANDAL et al., 2002). Do mesmo modo, uma das principais proteinas
alergénicas do amendoim (Ara h 2) também funciona como inibidor de tripsina
(MALEKI et al., 2003).

1.4 Inibidores de proteases associados com a defesa de plantas contra

patdégenos e insetos

Os inibidores de proteases podem ser expressos de forma constitutiva ou
induzida (TORNERO; CONEJERO; VERA, 1997; VAN DER HOORN; JONES, 2004).
Eles sdo constitutivos quando ja estdo naturalmente presentes nas plantas. Ja a
expressao induzida ocorre quando a planta se depara com algum estimulo bi6tico ou
abidtico. Assim, os genes dos inibidores de proteases, antes ndo expressos, podem
ser induzidos a se expressarem, ou haver aumento dessa expressao se a planta for
desafiada por algum agressor (virus, bactérias, fungos, nematéides, insetos)
(KLOMKLAQO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Segundo Speransky et al. (2007),
inibidores de proteases serinicas podem ser induzidos durante o processo de
infeccdo, reforcando o papel dessas proteinas na defesa contra patdégenos e insetos.
Oliveira et al. (2012) verificaram que as concentragdes de inibidores de proteases

cisteinicas em raizes de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) sdo aumentadas por
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inducdo através da infeccdo pelo nematdide das galhas (Meloidogyne incognita).
Apos 2 horas de infecgdo, a atividade inibitoria de protease cisteinica nas plantas
inoculadas ja se encontrava aumentada em relacdo as plantas n&do inoculadas,
chegando a atividade maxima em 8 horas.

Diversos microrganismos produzem enzimas proteoliticas extracelulares que
sdo importantes para a patogénese. Um bom exemplo disso € o fungo
Colletotrichum lindemuthianum, que secreta uma protease de 25 kDa que contribui
para o desencadeamento da infec¢do (RIES; ALBERSHEIM, 1973). Além desse, 0s
fungos Cochliobolus carbonum (MURPHY; WALTON, 1996), Stagonospora hodorum
(CARLILE et al., 2000), Trichoderma harzianum (DUNAEVSKY et al., 2000),
Phytophtora infestans (GVOZDEVA et al., 2004), Leptosphaeria maculans,
(WILSON; HOWLETT, 2005), Fusarium culmorum (IEVLEVA et al., 2006), dentre
outros, secretam enzimas proteoliticas. Da mesma forma, bactérias fitopatogénicas
como Xanthomonas campestris (KALASHNIKOVA; CHERNYSHOVA; IGNATOV,
2003), também secretam proteases extracelulares. Assim, os inibidores de proteases
interferem no processo de infeccdo através da inibicdo dessas enzimas, importantes
para a patogénese (MOSOLOV; VALUEVA, 2008). No entanto, Giudici et al. (2000)
sugerem que a inibicdo da germinacdo de esporos de Sclerotinia sclerotiorum pelo
inibidor de protease serinica de Helianthus annuus ndo resulta da acéo contra
proteases fuangicas, mostrando que pode haver outros mecanismos de acao
antifingica para inibidores de proteases.

A importancia das proteases na patogénese pode ser exemplificada com o
fungo Pyrenopeziza brassicae, ndo patogénico, que € incapaz de produzir proteases
cisteinicas extracelulares. No entanto, a patogénese é desencadeada quando essas
enzimas proteoliticas passam a ser produzidas por essa espécie, evidenciando o
papel crucial dessas enzimas na patogénese (BALL et al., 1991). Outro exemplo que
reforca essa idéia € com o fungo Botrytis cinerea, que secreta uma protease
aspartica indutora de morte celular em plantas, cujos esporos quando foram
submetidos ao pré-tratamento com um inibidor de protease aspartica (pepstatina) se
tornaram menos agressivos a planta (MOVAHEDI; HEALE, 1990).
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Alguns trabalhos relatam os efeitos de inibidores de proteases no crescimento
e desenvolvimento de nematdides (URWIN et al, 1995; URWIN et al, 1997).
Andrade et al. (2010) verificaram que o inibidor de papaina purificado de raizes de
Crotalaria pallida (CpRI) € capaz de agir contra proteases digestivas de M. incognita.
Ainda no mesmo trabalho, foi observado que o CpRI é internalizado por M. incognita,
apresentando efeito nematicida e nematostatico.

Os estudos dos efeitos danosos de inibidores de proteases a insetos
ocorreram no inicio da década de 50 por Lipke, Fraenkel e Liener (1954). Eles
verificaram que fragBes protéicas de sementes de soja inibiam tanto a atividade
proteolitica in vitro quanto o crescimento de Tribolium confusum. A partir de entao,
diversos trabalhos demonstraram que inibidores de proteases, principalmente os de
proteases serinicas e cisteinicas, sdo capazes de afetar o crescimento e
desenvolvimento de espécies de insetos pertencentes as ordens Lepidoptera e
Coleoptera (JOUANIN et al., 1998).

O inibidor de tripsina purificado de sementes Tamarindus indica (TTI) tem
atividade bioinseticida contra Ceratitis capitata e Callosobruchus maculatus, e é
capaz de inibir proteases intestinais de diferentes ordens de insetos in vitro
(ARAUJO et al., 2005). Ja o inibidor de protease aspartica de sementes de Lupinus
bogotensis (LbAPI) mostrou-se altamente efetivo contra as proteases asparticas da
broca-do-café (Hypothenemus hampei) (MOLINA; ZAMORA; BLANCO-LABRA,
2010).

A inibicdo das proteases do intestino de insetos resulta na pobre absorcao de
nutrientes, gerando retardo no crescimento e desenvolvimento e até mesmo morte
por inanicdo (GATEHOUSE et al.,, 1999). Entretanto, devido a variedade de
proteases presentes no intestino dos insetos, os inibidores podem n&o possuir um
amplo espectro de acéo inseticida (ORTEGO; NOVILLO; CASTANERA, 1996).

1.5 Inibidores de proteases serinicas

Os inibidores de proteases serinicas inibem proteases que possuem um

residuo de serina no sitio catalitico (triade catalitica normalmente formada por Ser,
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His e Asp). O inibidor de soja tipo Kunitz (SKTI) é especifico para proteases tipo
tripsina (trypsin—like) (GATEHOUSE et al., 1999) Entretanto, existem trabalhos que
relatam inibidores de proteases serinicas que inibem, também, papaina (protease
cisteinica) (OLIVEIRA et al., 2007ab; MIGLIOLO et al., 2010) e a-amilase (KOWIA et
al., 1997; BELITZ; GROSCH, 1997), evidenciando que esses inibidores podem ter
dupla atividade.

As principais familias de inibidores de proteases serinicas séo as de Kunitz e
Bowman-Birk. Os inibidores do tipo Kunitz possuem massa molecular em torno de
20 kDa, uma ou duas cadeias polipeptidicas e baixo conteido de cisteina
(SVENDSEN et al., 1984; KIM; LAMBOY, 1985; RICHARDSON, 1991; BATISTA et
al., 1996). Ja os inibidores do tipo Bowman-Birk ttm massa molecular que varia de 8
a 10 kDa, sdo compostos por cadeia polipeptidica Unica, possuem alto contetudo de
cisteina (LASKOWSKI; KATO, 1980; RICHARDSON, 1991; BIRK, 1994) e dois sitios
reativos (podendo inibir tripsina e quimotripsina, simultaneamente), sendo, por isso,
conhecidos como inibidores de “duas-cabecgas” (BIRK, 1985).

No mecanismo de acdo desses inibidores, a interacdo nao covalente
protease-inibidor € semelhante a interacdo protease-substrato, sendo um modo
comum de inibicdo (LASKOWSKI; KATO, 1980). Segundo Laskowski et al. (1987),
estas proteinas sdo consideradas bons inibidores porque interagem com a enzima
de forma especifica (baixo Kn,) e sé@o hidrolisadas lentamente (Baixo Kca).

A nomenclatura padrdo para descrever os residuos da interacdo protease-
inibidor descrita por Schechter e Berger (1967) é mostrada na Figura 5, onde P3, P2,
P1, P1’, P2, P3’ representam os residuos do inibidor e S3, S2, S1, S1°, S2’, S&
representam os residuos da enzima correspondente inibida. A associacdo da
maioria das proteases serinicas com o inibidor envolve o ajustamento do residuo S1
da enzima com o residuo P1 do inibidor (SCHECHTER; BERGER, 1967), sendo,
portanto, o residuo P1 bastante importante para a especificidade e forca da
associacdo (KROWARSCH et al., 1999). As areas regides P2’-P3’ do inibidor que
interagem com as regibes S2’-S3’ da enzima (FIGURA 6) sdo fundamentais para a
formacao do complexo protease-inibidor (KROWARSCH et al., 1999).
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Figura 5 - Residuos da interac@o protease-inibidor segundo Schechter e Berger (1967). (Fonte

LEUNG; ABBENANTE; FAIRLIE, 2000).

Figura 6 - Esquema do modelo de interacdo protease serinica e seu inibidor proteico segundo
Schechter e Berger (1967). (Fonte: DELL’ORCO; DE BENEDETTI, 2008).
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O mecanismo padrdo de inibicdo estd mostrado na Figura 7, na qual E
representa a enzima, | representa o inibidor e EI o complexo enzima-inibidor. Apés
interacdo das duas proteinas, um intermediario (EI') é formado. Subsequentemente,
o inibidor é clivado (EI*) pela enzima, mas muito lentamente, e o complexo é desfeito

gerando a enzima livre (E) e o inibidor clivado (I*).
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Figura 7 - Esquema de inibicdo segundo Laskowski e Kato, 1980. (Fonte: BATEMAN; JAMES, 2011).

Os inibidores de proteases serinicas sao classificados de acordo com a
especificidade pelo substrato, mais precisamente, pelo residuo encontrado no sitio
P1. Os inibidores tipo tripsina (trypsin-like) possuem aminoacidos positivamente
carregados na regido P1 (Lisina ou Arginina). O tipo elastase (elastase-like) possui
residuos hidrofébicos pequenos (Alanina ou Valina). JA o tipo quimotripsina
(chymotrypsin-like) possui aminoacidos hidrofébicos maiores como Fenilalanina,
Tirosina ou Leucina (LEUNG; ABBENANTE; FAIRLIE, 2000). Os mais estudados
sdo os inibidores de tripsina (LASKOWSKI; KATO, 1980; BARRETT; SALVESEN,
1986).

Diversos trabalhos tém mostrado a acdo de inibidores de tripsina contra
patdgenos e insetos. O inibidor de tripsina de flores de H. annuus (SAP16) inibe a
germinacdo de esporos e reduz o crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum
(GIUDICI et al., 2000). Lopes et al. (2009) verificaram que trés isoformas de
inibidores de tripsina de Acacia plumosa (ApTIA, ApTIB e ApTIC) sdo capazes de
inibir o crescimento de Aspergillus niger, Thielaviopsis paradoxa e Colletotrichum sp.
Carrillo et al. (2011) observaram a inibicdo de germinacao de esporos e crescimento
micelial dos fungos Magnaporthe grisea, Plectosphaerella cucumerina e F.
oxysporum pelo inibidor de tripsina de cevada (BTI-CMe). O inibidor de tripsina de

Xanthosoma blandum (Xb-KTI) é efetivo contra a bactéria Salmonella typhimurium
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(LIMA et al., 2011). Oliveira et al. (2007) mostraram que o inibidor de tripsina de
sementes de Pithecellobium dumosum (PdKI) inibe as proteases digestivas de
Zabrotes subfasciatus, C. capitata, Plodia interpunctella, Alabama argillaceae e C.
maculatus. Inibidores de tripsina de Cajanus cajan e Vigna mungo, RgPIl e BgPI,
respectivamente, mostraram atividade inibitéria contra proteases intestinais de
Achaea janata. Ademais, RgPl mostrou-se bastante efetivo na reducédo da taxa de
peso e sobrevivéncia de A. janata em relagéo a BgPI, enquanto BgPI foi mais efetivo
em reduzir o peso corporal de Spodoptera litura comparado a RgPI (PRASAD;
DUTTA-GUPTA; PADMASREE, 2010).
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1.6 Justificativa

Muitos inibidores de tripsina ja foram purificados e caracterizados das familias
Fabaceae, Solanaceae, Cucurbitaceae e Poaceae (GARCIA-OLMEDO et al.,1987).
Ja em familias como Rutaceae (SHEE; SHARMA, 2007; SHEE et al., 2007a,b) e
Euphorbiaceae (SRITANYARAT et al., 2006; CHAUDHARY et al., 2008) existem
poucos trabalhos de purificacdo e caracterizacdo. Diante do exposto, € importante
purificar, caracterizar e buscar aplicacfes biotecnolédgicas para inibidores de tripsina
dessas familias.

Até o presente, ndo existem relatos de ensaios bioldgicos realizados com
inibidores de tripsina purificados da mamona (R. communis L.). Prospectar e
desvendar as caracteristicas fisico-quimicas e propriedades biolégicas desses
inibidores presentes no residuo proveniente da extracdo do 6leo das sementes da
mamona consistem em excelentes formas de agregar valor a esse material, que
seria, inicialmente, descartado. Assim, os inibidores purificados desse residuo
poderiam ser empregados para utilizacdo na agricultura (contra fitopatdégenos e
insetos pragas) e/ou na saude humana (contra tumores, patégenos e insetos

transmissores de doencas) como ferramentas biotecnoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Purificar e caracterizar um inibidor de tripsina da torta da mamona (Ricinus
communis L.), bem como, avaliar seus efeitos antiflingicos e contra proteases

intestinais de larvas de Aedes aegypti.

2.2 Especificos

e Purificar um inibidor de tripsina, a partir da torta da mamona, através de
técnicas cromatogréficas;

e Caracterizar a proteina purificada através da determinacdo da massa
molecular e ponto isoelétrico, sequenciamento NHj-terminal, deteccdo de
glicoproteina, estabilidade térmica e em diferentes pHs;

e Investigar o potencial antifingico da proteina purificada sobre a germinacéo
de esporos e crescimento das hifas de diferentes fungos fitopatogénicos de
importancia agricola,

e Avaliar o potencial inibitorio da proteina purificada sobre proteases intestinais

de larvas de Aedes aegypti.
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3 MATERIAIS E METODOS

3. 1 Materiais Bioldgicos

3.1.1 Torta da mamona

A torta da mamona (R. communis L.), de onde foi extraido 6leo para producéo
do biodiesel, foi obtida na OLVEQ - IndUstria e Comércio de Oleos Vegetais Ltda,
localizada na cidade de Quixada-CE. No Laboratério de Proteinas Vegetais de
Defesa do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC), a torta foi
triturada em pedacos menores utilizando um moedor de café (Cuisinart® Coffee

Grinder, Modelo DCG-20) e armazenada em freezer (-20 °C) até a utilizac&o.

3.1.2 Fungos fitopatogénicos e larvas de Aedes aegypti

Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Colletotrichum lindemuthianum e
Rhizoctonia solani foram obtidos da micoteca do Laboratério de Proteinas Vegetais
de Defesa do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC). Os fungos
foram mantidos em meio de cultura estéril e apropriado (Batata Dextrose Agar -
BDA) para crescimento in vitro.

As larvas de Aedes aegypti (3° estadio de desenvolvimento — 6 a 7 dias apés
eclosdo do ovo) foram obtidas no Laboratério de Bioprospeccdo de Recursos
Regionais do Departamento de Biologia (UFC). As larvas foram mantidas em uma
temperatura de 27 + 2 °C, umidade relativa de 70 + 10% fotoperiodo de 12 horas de

luz e alimentadas com racéo para tartarugas (ReptoLife, Alcon Club®).
3.2 Reagentes e solucdes
Acrilamida, N,N-metilieno bisacrilamida, tetrametiletiienodiamina (TEMED),

persulfato de amoénio, azul brilhante de Coomassie G-250, azul de bromofenol,
nitrato de prata, B-mercaptoetanol, dodecil sulfato de sodio (SDS), uréia, tiouréia,
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CHAPS, tampao IPG, marcadores de massa molecular, fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF), tripsina (Trypsin from bovine pancreas, Type |, ~10,000 BAEE units/mg
protein), SBTI (Soyben Trypsin Inhibitor), N-benzoyl-L-arginine p-nitroanilide
(BApNA), albumina sérica bovina e marcadores protéicos de massa molecular foram
obtidos da Sigma Chemical Co. A matriz e coluna cromatografica (Sepharose® 4B
Ativada com Brometo de Cianogénio e Resource™ Q, respectivamente), fitas de
gradientes de pH imobilizados em géis foram obtidas da GE Healthcare®. Demais
reagentes de grau analitico como: cloreto de sdodio, acido cloridrico, hidréxido de

sédio e meios de cultura para crescimento de fungos foram obtidos comercialmente.

3.3 Metodologia experimental

3.3.1 Obtencao do extrato total da torta da mamona

A torta da mamona foi previamente delipidada com éter de petroleo (1:5, m/v)
até eliminacao total dos lipidios. Para determinacdo da melhor solucédo de extracdo
de proteinas, a torta delipidada foi macerada nas seguintes soluc¢des: agua
ultrapura, NaCl 150 mM, NaCl 500 mM, glicina-HCI 50 mM, pH 2,1, glicina-HCI 50
mM, pH 3,0, acetato de sodio 50 mM, pH 5,2, fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0,
fosfato de sédio pH 7,21, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, Tris-HCI 50 mM, pH 8,1 e glicina-
NaOH 50 mM, pH 9,8, na proporcao de 1:10 (m/v), durante 30 minutos, em graal,
sob banho de gelo. Apés maceracéo, cada suspensdo foi filtrada em pano de trama
fina e centrifugada (12.000 x g, 4 °C, 30 minutos). Os sobrenadantes (extrato total)
foram dialisados (cut-off 12 kDa) contra o tamp&do de extracdo para eliminar
moléculas de baixa massa molecular (abaixo de 12 kDa) e estocados em freezer (-

20 °C) para analises posteriores.

3.3.2 Purificagéo do RcTI

3.3.2.1 Tratamento térmico do extrato total da torta da mamona (R. communis L.)
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O extrato total da torta da mamona foi, inicialmente, aquecido em banho-
maria (98 °C) em diferentes tempos (20, 30, 40, 50 e 60 minutos). Apés o tempo de
aquecimento, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g, por 30 minutos. A
fracdo soluvel que apresentou maior atividade inibitoria de tripsina e menor namero

de bandas proteicas foi utilizada nos passos subsequentes de purificagéo.
3.3.2.2 Cromatografia de afinidade em anidrotripsina-Sepharose® 4B
3.3.2.2.1 Preparo da anidrotripsina

A anidrotripsina € um derivado inativo da tripsina no qual o residuo de serina
do sitio catalitico é convertido em dehidroalanina (AKO; FOSTER; RYAN, 1974)
(FIGURA 8). Nesse trabalho, anidrotripsina foi preparada segundo Fahrney e Gold
(1963). Tripsina bovina (187,5 mg) foi dissolvida em 187,5 mL de tampéao Tris-HCI 75
mM, pH 7,2, contendo CaCl, 3 mM. Essa solucdo foi misturada com 187,5 mL de
uma solucdo de PMSF (46,87 mg) e 2-propanol (18,75 mL), e incubada por 30
minutos a 25 °C. Subsequentemente, essa mistura foi dialisada contra agua
ultrapura (Milli-Q, 5 L), trocada cinco vezes, sendo mantida a temperatura de 0-4 °C.
Apés dialise, a solucao foi liofilizada. O liofilizado (PMSF-tripsina) foi tratado com
KOH 50 mM gelado na taxa de 50 mg para 20 mL por 12 minutos. A reacao foi
parada ajustando o pH para 7,0. A mistura foi novamente dialisada e posteriormente

liofilizada.
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Figura 8 - Conversdo de serina em dehidroalanina através da reacdo com fluoreto de

fenilmetilsulfonil.

3.3.2.2.2 Acoplamento da anidrotripsina em Sepharose® 4B

A anidrotripsina foi acoplada & matriz Sepharose® 4B ativada com brometo de
cianogénio seguindo as recomendacdes do fabricante (GE Healthcare®) (FIGURA 9).
7,5 g da matriz foram lavados com 1500 mL de HCI 1 mM durante 15 minutos, sendo
este adicionado em seis aliquotas de 250 mL, cada. Posteriormente, a suspensao foi
lavada com tampao bicarbonato de s6dio 100 mM, pH 8,0, contendo NaCl 500 mM
(tampédo de acoplamento). A anidrotripsina (cerca de 187,5 mg), previamente
dissolvida em 37,5 mL do tampéao de acoplamento, foi misturada com a suspenséao e
incubada sob agitacao rotatéria branda, por 12 horas, a 4 °C. Decorrido o tempo de
acoplamento, o excesso de ligante foi removido por lavagem com tampédo de
acoplamento (5 vezes o volume da suspensao). Os grupos reativos remanescentes
na matriz ativada foram bloqueados com Tris-HClI 100 mM, pH 8,0, através de

incubacédo por 16 horas, a 4 °C. Subsequentemente, a suspenséo foi lavada (com 5
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vezes 0 volume da suspensao) em trés ciclos alternando o pH, com os tampdes
acetato de sédio 100 mM, pH 4,0 contendo NaCl 500 mM e Tris-HCI 100 mM, pH 8,0
contendo NaCl 500 mM. ApdOs esse procedimento, a matriz agora acoplada a

anidrotripsina (FIGURA 9) foi acondicionada em uma coluna de vidro (6,5 x 2,1 cm).

Sepharose

Anidrotripsina

Figura 9. Esquema da anidrotripsina acoplada a Sepharose® 4B.

Para cromatografia de afinidade em anidrotripsina-Sepharose® 4B, a fracéo
(cerca de 10 mgP) tratada termicamente (3.3.2.1), na temperatura que apresentou
maior atividade inibitéria de tripsina, foi aplicada na coluna previamente equilibrada
com Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo galactose 50 mM (para evitar interagdes de
moléculas de ricina remanescentes com a matriz Sepharose®) e NaCl 500 mM (para
evitar interacdes inespecificas). O material ndo retido a matriz foi eluido com o
tampéo de equilibrio e o material retido eluido com tampéao Glicina-HCI 50 mM, pH
2,2, contendo galactose 50 mM e NaCl 500 mM. O perfil cromatogréfico foi obtido
através da leitura de cada fracdo a 280 nm em espectrofotdbmetro (Thermo Scientific
Genesys 10S UV-Vis).

3.3.2.3 Cromatografia de troca iénica (aniénica) em Resource™ Q

A fracdo retida na cromatografia em anidrotripsina-Sepharose® 4B foi

dialisada contra agua ultrapura, liofilizada e, posteriormente, solubilizada em tampéao
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Tris-HCI 50 mM, pH 8,5. Uma aliquota contendo 1,5 mg dessa amostra foi aplicada
na coluna de troca anidnica (Resource™ Q), acoplada a um sistema de
cromatografia liquida de rapido desempenho (FPLC Pharmacia® LKB), sendo,
previamente, equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,5. Para eluicdo das
proteinas nao retidas, a coluna foi lavada com tampé&o de equilibrio. J& as proteinas
retidas na matriz foram eluidas com concentracdes crescentes de NaCl (0,025;
0,050; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 1 M) adicionado ao tampédo de equilibrio. A
cromatografia foi realizada em fluxo constante de 60 mL/h e monitorada através de
leitura a 280 nm (espectrofotbmetro Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis). As
fracOes proteicas obtidas foram testadas quanto a presenca de atividade anti-triptica.
Todas as etapas de purificacdo do inibidor de tripsina da torta da mamona sé&o

mostradas na Figura 10.
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TORTA DA MAMONA

DELIPIDADA

Extragdo
Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 (1:10 m/v)
Filtracdo; Centrifugacdo: 12000x g, 4 °C, 30

/

[ PRECIPITADO ]

Tratamento térmico (98 °C/ 30°)
Centrifugacio: 12000 x g, 4 °C, 30

/

[ PRECIPITADO ]

anidrotripsina-
Sepharose-4B

/

PROTEINAS PHGTEW{\S
NAO RETIDAS RETIDAS

Resource Q

N\

PROTEINAS PROTEINAS
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Figura 10 - Esquema geral de purificacdo do RcTI.
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3.3.3 Dosagem de proteinas

A determinacdo dos teores de proteinas foi feita seguindo a metodologia
descrita por Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrao.
2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados a aliquotas de 0,1 mL das
amostras, previamente diluidas. Apos 10 minutos, as leituras das absorbancias
foram realizadas a 595 nm em espectrofotdbmetro (Thermo Scientific Genesys 10S
UV-Vis).

3.3.4 Determinacdo da atividade anti-triptica

A atividade anti-triptica do extrato total e das demais fracbes proteicas foi
determinada como descrito por Erlanger, Kokowsky e Cohen (1961). Aliquotas de 15
pL de tripsina bovina (0,15 mg/mL), solubilizadas em HCI 1 mM, foram, cada uma,
pré-incubadas com 685 pL de tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo CaCl, 20
mM + 100 pL da amostra por 10 minutos a 37 °C. A reacdo foi iniciada pela adi¢éao
de 500 pL de BApNA 1,5 mM, sendo mantida ha mesma temperatura de incubacao
descrita anteriormente. ApGs 15 minutos, a reacéo foi parada pela adi¢cdo de 120 pL
de acido acético 30%. As provas em branco foram feitas adicionando-se o substrato
apos a adicdo do acido acético. A atividade proteolitica residual, em triplicata, foi
mensurada em espectrofotdmetro (Thermo Scientific Genesys 10S UV-Vis) pela
absorbancia a 410 nm, indicando a hidrélise de p-nitroanilida. Uma unidade de
inibicdo (UIl) foi definida como a diminuigdo de 0,01 na absorbéancia em relagéo ao
controle positivo (100% de atividade da tripsina na auséncia do inibidor) e expressa

como Ul/mgP.
3.3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
As eletroforeses foram realizadas de acordo com a metodologia descrita por

Laemmli (1970), adaptada para o uso de placas (10,5 x 10 cm). O gel de
empilhamento continha 3,5% de acrilamida e 1% de SDS, preparados em tampao
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Tris-HCI 1 M, pH 6,8. O gel de separagéo foi feito com 12,5% de acrilamida e 1% de
SDS, solubilizados em tampdo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. As amostras foram
preparadas através da diluicdo em tampado de amostra (Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8,
contendo SDS 1% e azul de bromofenol 0,1%), na presenga ou auséncia de (3-
mercaptoetanol 2%. As amostras foram dissolvidas em tampao apropriado,
aguecidas a 98 °C durante trés minutos e, subsequentemente, centrifugadas a
12.000 x g por 3 minutos, a 10 °C. As amostras foram aplicadas nos pocos
presentes no gel e a corrida eletroforética realizada em cerca de 2 horas, com a
seguinte programacdo: 20 mA (constante) 200 V/4 W (inicio), por placa. As
proteinas foram visualizadas através de incubacdo do gel, apds eletroforese, com
azul brilhante de Coomassie G-250 (CANDIANO et al., 2004). Como marcadores de
massa molecular, foram utilizados: fosforilase B (97,0 kDa); albumina sérica bovina
(67,0 kDa); albumina do ovo (45,0 kDa); anidrase carbonica (29,0 kDa); inibidor de
tripsina de soja do tipo Kunitz (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,2 kDa).

3.3.6 Deteccdao de glicoproteina em gel

A determinacgéo de carboidratos presentes na estrutura do RcTI foi realizada
através de eletroforese na presenca de SDS, cujo gel foi revelado pelo método do
Acido Periodico de Schiff (PAS), descrito por Kapitany e Zebrowski (1973). O gel e
as amostras foram preparados como descrito no item 3.3.5, bem como as condicdes
de corrida utilizadas. Ao término da corrida, o gel foi imerso em uma solucdo
fixadora de acido tricloroacético (TCA) 12% e, apdés 30 minutos, foi transferido para
uma solucdo de acido periodico a 1%, na qual permaneceu por 1 hora.
Posteriormente, o gel foi corado com o reagente de Schiff por 50 minutos no escuro.
Em seguida, o gel foi lavado repetidas vezes com uma solugéo de metabissulfito de
sodio 0,5%.
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3.3.7 Sequenciamento NH,-terminal

A sequéncia de aminoacidos situados na regido NH,-terminal do RcTI
purificado foi obtida em sequenciador automatico “PPSQ-10 Sequencer’ da
Shimadzu Co® do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (UFC),
seguindo o método de degradacdo de Edman (EDMAN, 1949). Derivados PHT dos
aminoacidos foram detectados a 269 nm, apos separacdo em coluna C18 (4.6 x 2.5
mm), eluida em condic¢des isocraticas, de acordo com as instru¢cdes do fornecedor. A
sequéncia NHy-terminal do RcTI foi submetida a buscas por sequéncias
semelhantes no banco de dados do National Center for Biotecnology Information
(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov) através da ferramenta de busca BLASTP (Altschul et
al.,1990). Aquelas que apresentaram maior percentual de identidade foram

escolhidas e alinhadas utilizando a ferramenta Clustal\W.

3.3.8 Determinacéo do ponto isoelétrico do RcTI

Na eletroforese bidimensional (2D-SDS-PAGE), realizada com o objetivo de
determinar o ponto isoelétrico e confirmar a massa molecular do RcTI purificado, 45
1g do inibidor foram solubilizados em 250 uL de tampéao de rehidratacéo [uréia 8 M,
tiouréia 1 M, glicerol 10% (v/v), CHAPS 2% (m/v), tampéo IPG (pH 3-10) e azul de
bromofenol 0,001% (m/v)] e colocados em contato com fitas de gradientes de pH
imobilizados em géis de poliacrilamida (IPG) de 13 cm de comprimento e faixa de pH
3-10, durante 12 h. A focalizacdo isoelétrica foi realizada em sistema Ettan IPGphor-
Il (Amersham Bioscience®) com a seguinte programacao: 200 V por 1 h; 500 V por 1
h; 1000 V por 1 h e um gradiente de 4000 V até atingir 18000 V/h totais a 20 °C; e
uma corrente de 50 pA.

Apbs a IEF, as fitas foram equilibradas, sob agitacéo, em solugéo de equilibrio
e reducao [Tris-HCI 50 mM, pH 8,8, contendo glicerol 30% (v/v), uréia 6 M, SDS 2%
(m/v), DTT 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,1%] durante 15 minutos em agitagédo
lenta. Posteriormente, essas fitas foram lavadas com uma solugédo de alquilacao
[Tris-HCI 50 mM pH 8,8, contendo glicerol 30% (v/v), uréia 6 M, SDS 2% (m/v),
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lodoacetamida 2,5% (m/v) e azul de bromofenol 0,1%], por 15 minutos, sob leve
agitacao orbital. Para eletroforese em segunda dimenséao, a fita foi colocada no topo
de um gel de poliacrilamida a 12,5% (contendo SDS, como descrito em 3.3.5) e a
eletroforese realizada sob corrente constante de 30 mA e tensdo maxima de 250 V.
Este procedimento foi realizado em um sistema de eletroforese vertical (Hoefer SE
600 Ruby, Amersham Bioscience®). Apés a corrida, o gel foi incubado com azul
brilhante de Commassie G-250 (CANDIANO et al., 2004), lavado com &gua
destilada, e analisado usando scanner (HP - resolucdo de 1200 x 600 dpi) e software

Marter Il (Amersham Bioscience®).

3.3.9 Estabilidade térmica do RcTI

Aliquotas de 0,5 mL do inibidor (0,020 mg/mL) foram incubadas a 98 °C
(temperatura de fervura) durante 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 e 120 minutos, em
banho-maria. Decorrido cada tempo de incubacao, as amostras foram resfriadas a 4
°C. Subsequentemente, 100 pL (2 pg) do inibidor foram utilizados no ensaio de

atividade anti-triptica, que foi realizado em triplicata como descrito no item 3.3.4.

3.3.10 Estabilidade do RcTlI em diferentes pHs

O efeito do pH na estabilidade do RcTI foi avaliado de acordo com Gomes et
al. (2005), com peguenas modificacdes. Aliquotas de 1 mL do inibidor (0,020 mg/mL)
foram dialisadas a 4 °C contra os seguintes tampdes, todos na concentragdo de 50
mM: glicina-HCI, pHs 2 e 3; acetato de sédio, pHs 4 e 5; fosfato de potassio, pH 6;
Tris-HCI, pHs 7 e 8; e glicina-NaOH, pHs 9, 10 e 11 por, aproximadamente, 16
horas. Apds o tempo de didlise, as amostras foram incubadas por 30 minutos a 37
°C. Em seguida, as amostras foram dialisadas a 4 °C contra Tris-HCI 50 mM, pH 7,5,
durante 4 horas (1 L), objetivando ajustar ao pH do ensaio de atividade anti-triptica.
O ensaio de inibicdo, realizado como descrito no item 3.3.4, foi feito em triplicata,
utilizando 100 pL do inibidor (2 pg).
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3.4 Atividades biologicas

3.4.1 Avaliacdo da atividade antifungica in vitro do RcTI

3.4.1.1 Obtencéo dos esporos

Os fungos F. oxysporum, F. solani, C. lindemuthianum e R. solani foram
crescidos em placas de Petri (90 mm de diametro) contendo meio BDA estéril,
durante cerca de 15 dias. As placas foram, entdo, abertas em camara de fluxo
laminar, 10 mL de agua estéril foram adicionados sobre o micélio e, com o auxilio de
uma alca de Drigalski, através de manuseio suave, os esporos foram liberados. Os
resquicios de hifas foram removidos através da filtracdo dessa suspensdo em pano
de trama fina. A suspensdo foi ajustada para a concentracdo de 2,0 x 10°
esporos/mL, para serem utilizados no ensaio de inibicdo de germinacao.

3.4.1.2 Ensaio de inibicdo da germinacao de esporos

O efeito inibitorio do RcTIl na germinacdo dos fungos F. oxysporum, F. solani,
C. lindemuthianum e R. solani foi avaliado em placas de germinacdo apropriadas,
onde 10 pL de suspensdo de esporos (2,0 x 10° células/mL) + 10 pL (13 pg) do RcTI
purificado foram incubados. Agua estéril foi usada com controle negativo e peréxido
de hidrogénio como controle positivo, ambos substituindo o inibidor. As placas
utilizadas no ensaio foram mantidas a 37 °C durante 24 h em recipiente contendo
papéis de filtro umedecidos (umidade cerca de 100%) com agua estéril. Decorrido o
tempo do ensaio (24 h), as placas foram analisadas por microscopia Optica
(Olympus System Microscope BX 60), sendo considerado como tendo germinado o
esporo que apresentou hifa de germinacdo com tamanho correspondendo ao dobro

do seu maior diametro.
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3.4.1.3 Ensaio de inibicdo do crescimento micelial de fungos

Para avaliacdo da atividade do RcTI sobre o crescimento vegetativo (micelial)
dos fungos, foi utilizada a metodologia descrita por Freire et al. (2002), com
modificacdes. Em placas de ELISA de 96 pocos, aliquotas de 10 pL da suspensédo
de esporos (2,0 x 10° células/mL) foram incubadas com 100 uL de meio YPD (do
Inglés yeast potato dextrose), durante 12 h, a 37 °C na auséncia de luz, para que 0s
fungos germinassem. Comprovada a germinacao, 100 pL da solucdo de RcTI (1
mg/mL em agua ultrapura), previamente filtrados em filtro Millex GV (0,22 pm), foram
incubados com cada fungo testado. As leituras de absorbancia foram feitas em leitor
de ELISA (ELx800, BIO-TEK) a 630 nm, em intervalos de 12 h, até 96 h apds o inicio
da incubacdo. Como controles, negativo e positivo respectivamente, foram utilizados

agua estéril e peroxido de hidrogénio (100 mM).

3.4.2 Avaliacao do efeito do RcTI sobre proteases do intestino médio de larvas

de A. aegypti
3.4.2.1 Obtencéao das proteases intestinais das larvas de A. aegypti

As larvas de 3° estadio de desenvolvimento foram imobilizadas em gelo e os
intestinos médios removidos com a utilizacdo de pincas e lupa estereoscdpica,
homogeneizados com auxilio de um potter, em banho de gelo, por aproximadamente
5 minutos, em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Subsequentemente, 0 homogenato
foi centrifugado a 12.000 x g por 30 minutos a 4 °C, e os sobrenadantes obtidos

foram utilizados imediatamente como fonte das enzimas para os ensaios de inibigao.

3.4.2.2 Ensaio de inibicdo das proteases de A. aegypti

Para o ensaio de inibicdo das proteases de A. aegypti foram utilizados 60 pL
do homogenato intestinal das larvas e 100 pL do RcTI na concentracdo de 0,1

mg/mL. O inibidor de tripsina da soja (SBTI) foi utilizado como padréo de referéncia
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na mesma concentracdo (0,1 mg/mL). O ensaio de inibigdo foi conduzido de acordo
com o item 3.3.4.

3.5 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e a
significancia das diferencas entre as médias, determinada por teste de Duncan (p <
0,05), através do software Assistat (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencao do extrato total da torta da mamona

4.1.2 Selecao do tampéo de extracao

A Figura 11 mostra que a concentracdo de proteinas de extratos da torta da
mamona delipidada varia de acordo com a solucdo extratora utilizada. Agua
ultrapura (0,59 mgP/mL), NaCl 150 mM (1,15 mgP/mL) e as solu¢bes com pHs
acidos: glicina-HCI 50 mM, pH 2,1 (0,29 mgP/mL); glicina-HCI 50 mM, pH 3,0 (0,53
mgP/mL); acetato de s6dio 50 mM, pH 5,2 (0,65 mgP/mL) e fosfato de so6dio 50 mM,
pH 6,0 (0,65 mgP/mL) apresentaram baixas concentracfes de proteinas. A solucao
de NaCl 500 mM (2,19 mgP/mL), as de pHs neutros: fosfato de sodio pH 7,21 (1,81
mgP/mL) e Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 (2,2 mg/mL) e pHs alcalinos: Tris-HCI 50 mM, pH
8,1 (1,9 mg/mL) e glicina-NaOH 50 mM, pH 9,8 (2,2 mg/mL) apresentaram maior
capacidade de extracdo das proteinas da torta da mamona. A Figura 12 mostra o
perfil eletroforético de cada extragao.

Todas as solucdes testadas apresentaram atividade inibitéria de tripsina
acima de 200 Ul/gMF, exceto o tampéao glicina-HCI 50 mM, pH 2,1 (123,5 Ul/gMF)
(FIGURA 13). A solucéo escolhida para extracdo das proteinas solUveis da torta da
mamona foi Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, por ser o tampéo do ensaio de inibicdo de

tripsina e ter extraido altas quantidades de inibidores (253 Ul/gMF).
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Figura 11 - Concentracdo de proteinas totais de extratos da torta da mamona (Ricinus
communis L.) obtidos em diferentes solugfes. Barras indicam desvio padrdo da determinacdo em
triplicata. Letras iguais indicam valores que ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Duncan (p < 0,05).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

] -

Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%; SDS-PAGE) de proteinas extraidas da
torta da mamona (Ricinus communis L.) em diferentes solucdes de extracdo. 1, Agua ultrapura;
2, NaCl 150 mM; 3, NaCl 500 mM; 4, Glicina-HCI 50 mM, pH 2,1; 5, Glicina-HCI 50 mM, pH 3,0; 6,
Acetato de sddio 50 mM, pH 5,2; 7, Fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0; 8, Fosfato de s6dio 50 mM, pH
7,21; 9, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; 10, Tris-HCI 50 mM, pH 8,1; 11, Glicina-NaOH 50 mM, pH 9,8. Em
cada raia foram aplicados 6,5 pg de proteina (em 30 pL de volume de amostra).
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Figura 13 - Atividade inibitéria de tripsina (Ul/gMF) de extratos proteicos totais da torta da
mamona (Ricinus communis L.) obtidos em diferentes solu¢cdes. Barras indicam desvio padréo
da determinacéo em triplicata. Letras iguais indicam valores que ndo diferem estatisticamente entre si
pelo Teste de Duncan (p < 0,05).

4.2 Purificacdo do RcTI

4.2.2 Tratamento térmico do extrato total da torta da mamona

Devido a presenca de atividade proteasica no extrato da torta de mamona,
que interferia na deteccdo de atividade inibitéria, o extrato foi tratado a 98 °C
(temperatura de fervura) por diversos tempos. ApOs tratamento térmico, a
concentracdo de proteinas foi diminuida (FIGURA 14) em cerca de 15%-30% e a
atividade inibitoria de tripsina elevada (FIGURA 15) em, aproximadamente, 13-61%
em relacdo ao controle dependendo do tempos de exposicdo ao calor. O perfil
eletroforético mostrou que a maior diminuicdo no nimero de bandas de proteinas
ocorreu a partir de 30 minutos de aquecimento (FIGURA 16). Portanto, essa fracao

foi escolhida para os passos de purificagao subsequentes.
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Figura 14 - Efeito do tratamento térmico sobre a concentracao de proteinas do extrato total da
torta da mamona (Ricinus communis L.) em func&o do tempo. Extrato total da torta da mamona
foi aquecido a 98 °C em diferentes tempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos) e a
concentracdo de proteinas foi mensurada posteriormente. Barras indicam desvio padrdo da
determinacdo em triplicata. Letras iguais indicam valores que néo diferem estatisticamente entre si
pelo Teste de Duncan (p < 0,05).
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Figura 15 - Efeito do tratamento térmico sobre a atividade inibitoria de tripsina do extrato
proteico total da torta da mamona (Ricinus communis L.) em fun¢do do tempo. Extrato total da
torta da mamona foi aquecido a 98 °C em diferentes tempos (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60
minutos) e a atividade inibitéria de tripsina foi mensurada posteriormente. Barras indicam desvio
padrdo da determinacdo em triplicata. Letras iguais indicam valores que nao diferem estatisticamente
entre si pelo Teste de Duncan (p < 0,05).
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Figura 16 - Perfil eletroforético (15%; SDS-PAGE) do extrato proteico total da torta da mamona
(Ricinus communis L.) ap6s ter sido submetido a tratamento térmico (98 °C) durante diferentes
tempos. M, Marcadores de massa molecular; 0’, Controle (sem aquecimento); 2’-60’, tempos de
aquecimento (minutos). Em cada raia foram aplicados 34,4 ug de proteina (em 20 pL de volume de

amostra).
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4.2.3 Cromatografia de Afinidade em anidrotripsina-Sepharose® 4B

O extrato tratado termicamente a 98 °C, durante 30 minutos, foi submetido a
cromatografia de afinidade em anidrotripsina-Sepharose® 4B, resultando em uma
fracdo proteica ndo retida e uma retida, que foi eluida com tampéao Glicina-HCI 50
mM, pH 2,2 contendo NaCl 500 mM e galactose 50 mM (FIGURA 17).

3,00 +

2,50 -
2,00 -
1,50
1,00
0,50//
0,20
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1

Absorbancia (280 nm)

0,10 -
0,05 -’j
0,00 A

Figura 17 - Perfil cromatografico da elui¢cdo das proteinas retidas em coluna de anidrotripsina-
Sepharose® 4B. A fracdo tratada termicamente a 98 °C, por 30 minutos (10 mgP/4 mL), foi aplicada
na matriz de afinidade para separagéo de inibidor de tripsina. A coluna foi previamente equilibrada
com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, contendo Galactose 50 mM e NaCl 0,5 M, o qual também foi
utilizado para remocdo das proteinas ndo retidas. Para remogdo do material retido, foi utilizado
tampéo Glicina-HCI 50 mM, pH 2,2, contendo Galactose 50 mM e NaCl 500 mM. (Fluxo: 45 mL/h;
Fracdes: 2 mL por tubo).

Glicina-HCI50 mM,
pH2,2

Fracio (tubo)

4.2.4 Cromatografia de troca idnica (aniénica) em Resource™ Q

A fracdo retida em anidrotripsina-Sepharose® 4B foi aplicada em uma coluna
de troca anidnica (Resource™ Q). A fracdo ndo retida na coluna foi eluida com o
tampao de equilibrio (Tris-HCI 50 mM, pH 8,5). As fracGes retidas na matriz foram

eluidas com concentracfes crescentes de NaCl entre 0, 025 a 0,30 M, sendo que, a



57

partir 0,40 M até 1,0 M ndo mais foi eluido qualquer material proteico (FIGURA 18).
Todas as fracOes proteicas obtidas (ndo retida e retidas) apresentaram atividade
anti-triptica, sendo que a fracdo néo retida nessa coluna se apresentou como banda
Gnica quando analisada em gel de eletroforese na presenca de SDS, com massa
molecular aparente de 14 kDa, na auséncia (FIGURA 19) ou presenca de agentes
redutores (ndo mostrado). Essa banda proteica ndo possui polissacarideos
covalentemente ligados a sua estrutura, ndo sendo, portanto, uma glicoproteina,
como deduzido pela analise do experimento da Figura 20. Como se apresentou
como proteina Unica, altamente pura, e com atividade anti-triptica, passou a ser
denominada de inibidor de tripsina de Ricinus communis ou, abreviadamente RcTI,
em referéncia ao termo em Inglés Ricinus communis trypsin inhibitor. No final do

processo de purificacao, foi obtido um rendimento de 0,1% para o RcTI (TABELA 2).

0,35 - - 0,35
0,30 - L 0,30
= 025 L 0,25
= ! )
g
g
Q020 4 F020 o
= =
< 0,15 - F015 =
-
:
=
< 0,10 - 0,10
0,05 - - 0,06
0 10 20 30 40 50 60 70

Fracao (tubo)

Figura 18 - Perfil cromatografico obtido em coluna de troca idnica (ResourceTM Q) acoplada a
FPLC. A fracdo retida (1,5 mg/2mL) em anidrotripsina—Sepharose® 4B foi aplicada na coluna de troca
ibnica. A coluna foi previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 8,5. Para remocéo do
material retido, foram utilizadas concentra¢gdes crescentes de NaCl. (Fluxo: 60 mL/h; Fracfes: 2 mL
por tubo).
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Figura 19 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%; SDS-PAGE) das etapas de purificacéo
do RcTI. M, Marcadores de massa molecular; 1, Extrato total; 2, Extrato total tratado termicamente; 3,
Fracdo retida em Anidrotripsina-Seph::xrose® 4B; 4, Material ndo retido em Resource™ Q (RcTI

purificado). Em cada raia (indicadas por 1, 2, 3 e 4) foram aplicados cerca de 20 ug de proteina (em
15 pL de volume de amostra).

Figura 20 - Eletroforese (12,5 %; SDS-PAGE) revelada pelo método do acido peridédico de
Schiff. 1, RcTI; 2, fetuina (controle positivo); 3, SBTI (controle negativo). Em cada raia foram
aplicados 10 g de proteina.
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Tabela 2 - Etapas de purificacdo* do inibidor de tripsina da torta da mamona (R.
communis L.)

Etapas Atividade Proteina eAst[I)\g(cj;i(::Z Purificacdo Rendimento
*% 0/n\***
total (UI**) (mg) (Ulimg) X) (%)
Extrato total 214293,33 392,00 546,67 1,00 100
Extrato tratado
termicamente 121589,44 210,12 578,67 1,06 53,6
(98 °C, 307)
Anidrotripsina- 1491919 0,80 23648,89 43,26 0,2
Sepharose® 4B : ’ ’ ’ '
Resource™ Q  11980,00 0,45 26622,22 48,67 0,1

*Purificacdo a partir de 15,68 g da torta da mamona delipidada.

** Ul refere-se a unidade de inibicao, onde 1 Ul representa a diminuicdo da atividade da
tripsina em 0,01 unidade de absorbancia, lida em 410 nm.

*** Calculado com base na proteina recuperada.

4.3 Sequenciamento NH,-terminal do RcTI

Foi obtida uma sequéncia NHy-terminal de 32 aminoacidos (FIGURA 21),
através do sequenciamento automatico. A analise comparativa com outras proteinas
depositadas em bancos de dados mostrou que a sequéncia NH,-terminal do RcTI
possui similaridade de 83% com uma sequéncia interna de uma proteina de
armazenamento rica em enxofre (albumina 2S) de R. communis e de 48% com uma

sequéncia interna de uma proteina do tipo “napin” (albumina 2S) de R. communis.
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Figura 21 - Alinhamento da sequéncia NH,-terminal do RcTl com sequéncias de proteinas
vegetais, usando o ClustalW. Os numeros de acesso das sequéncias utilizadas na analise
comparativa sdo: XP_002522856.1 (2S sulfur-rich seed storage protein) e AAB50870.1 (Napin-like
protein), ambas de R. communis. (*) indica amino&cidos idénticos; (.) indica aminoacidos semi

conservados e (:) indica amino&cidos conservados.

4.4 Determinacao do ponto isoelétrico do RcTI

Através da eletroforese bidimensional, RcTI apresentou-se como um spot de

massa molecular de 14 kDa e ponto isoelétrico acido de 5,2 (FIGURA 22).

pH

Figura 22 - Eletroforese bidimensional do RcTIl. Os marcadores de massa molecular utilizados

estdo assinalados & esquerda do gel de poliacrilamida (12,5%).

A amostra foi submetida a

focalizacéo isoelétrica em fitas de gradientes de pH imobilizados em géis de poliacrilamida, na faixa

de 3-10 (mostrada acima da figura).
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4.5 Cromatografia de troca idnica (anidnica) em Resource™ Q - RcTI

recromatografado

Apés constatar que o ponto isoelétrico do RcTlI é acido, este foi
recromatografado em Resource™ Q, nas mesmas condicdes de corrida
mencionadas no item 3.3.2.3, com o0 objetivo de verificar se, livre de contaminantes,
haveria ou ndo interacdo com a matriz positiva. A Figura 23 mostra que esta
proteina é capaz de interagir com a matriz. Entretanto, quando é aplicada com
outras proteinas (fracdo retida em anidrotripsina-Sepharose® 4B), esse fato ndo é
observado (FIGURA 18).
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Figura 23 - Perfil cromatografico obtido em coluna de troca iénica (Resource™ Q) acoplada a
FPLC. O RcTI (0,19 mg/2 mL) foi recromatografado na coluna de troca idnica. A coluna foi
previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 8,5. Para remocao do material retido, foram
utilizadas concentracdes crescentes de NaCl. (Fluxo: 60 mL/h; Fra¢des: 2 mL por tubo).
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4.6 Estabilidade térmica do RcTI

A estabilidade térmica do RcTI foi testada incubando a proteina purificada a
98 °C durante 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 e 120 minutos. Nesse ensaio, foi
observado que a proteina se manteve praticamente estdvel mesmo apds 120
minutos de aquecimento a 98 °C, sendo perdida apenas 7% da atividade inibitéria
inicial, nesse tempo (FIGURA 24A).

4.7 Estabilidade do RcTl em diferentes pHs

A estabilidade do RcTIl em diferentes pHs foi testada através da incubacéo da
proteina purificada em diferentes solu¢des tampdes com pHs variados (2-11) a 37 °C
por 30 min. A Figura 24B revelou que o RcTI permaneceu com atividade inibitoria
estavel na faixa de pHs &cidos (pH 2-6), tendo diminuido de, aproximadamente, 20%

sua capacidade inibitéria em pHs alcalinos (pH 8-11).



63

100 ~
80 !W
60 |
40

20 A

Atividade inibitoria de tripsina (%)

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Tempo de aquecimento (min)

100 +

80 A

60

40 A

20

Atividade inibitéria de tripsina (%)

Figura 24 - Estabilidade do RcTI a temperatura (A) e a diferentes pHs (B). A estabilidade térmica
foi testada apOs incubacao do RcTI a 98 °C em diferentes tempos. O RcTI foi pré-incubado por 30
minutos a 37 °C em diferentes intervalos de pH e posteriormente, a atividade anti-triptica foi
mensurada em pH 7,5. Barras indicam o desvio padréo da determinacdo em triplicata.
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4.8 Avaliacdo da atividade antifungica do RcTI in vitro

4.8.1 Efeito do RcTl na germinacéo de esporos de fungos fitopatogénicos

RcTl (13 pg) nao foi capaz de inibir a germinacdo de esporos dos fungos
fitopatogénicos F. oxysporum (FIGURA 25), F. solani (FIGURA 26) e R. solani
(FIGURA 27), mas foi capaz de inibir a germinacdo dos esporos de C.
gloeosporioides (FIGURA 28).

4.8.2 Efeito do RcTI no crescimento micelial de fungos fitopatogénicos

RcTl (100 pg) nédo foi capaz de inibir o crescimento micelial dos fungos
fitopatogénicos F. oxysporum (FIGURA 29), R. solani (FIGURA 30) e C.
gloeosporioides (FIGURA 31).
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Figura 25 - Fotomicrografia em microscopio 6ptico da germinacdo de esporos de Fusarium
oxysporum incubados com agua destilada estéril (A), 13 ug de RcTl (em 10 pL de &gua estéril)
(B) e perdxido de hidrogénio 100 mM (C). Fotomicrografias obtidas apds 24 h de incubacédo do

fungo com as amostras indicadas. Aumento: 10 X.
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Figura 26 - Fotomicrografia em microscopio 6ptico da germinacdo de esporos de Fusarium
solani incubados com agua destilada estéril (A), 13 pg de RcTI (em 10 pL de agua estéril) (B) e
peroxido de hidrogénio 100 mM (C). Fotomicrografias obtidas apés 24 h de incubagdo do fungo

com as amostras indicadas. Aumento: 10 X.



67

Figura 27 - Fotomicrografia em microscépio 0ptico da germinacado de esporos de Rhizoctonia
solani incubados com agua destilada estéril (A), 13 pg de RcTI (em 10 pL de agua estéril) (B) e
peroxido de hidrogénio 100 mM (C). Fotomicrografias obtidas apés 24 h de incubacdo do fungo

com as amostras indicadas. Aumento: 10 X.
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Figura 28 - Fotomicrografia em microscOpio o6ptico da germinacdo de esporos de
Colletotrichum gloeosporioides incubados com &gua destilada estéril (A), 13 pg de RcTI (em 10
pL de agua estéril) (B) e peroxido de hidrogénio 100 mM (C). Fotomicrografias obtidas apos 24 h
de incubagé&o do fungo com as amostras indicadas. Aumento: 10 X.
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Figura 29 - Curva de crescimento vegetativo de Fusarium oxysporum na auséncia (controle) e
presenca do RcTI purificado (100 pg). Peréxido de hidrogénio (100 mM) foi utilizado como controle
positivo. Barras indicam desvio padréo da determinacdo em triplicata.
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Figura 30 - Curva de crescimento vegetativo de Rhizoctonia solani na auséncia (controle) e
presenca do RcTI purificado (100 pg). Peroxido de hidrogénio (100 mM) foi utilizado como controle
positivo. Barras indicam desvio padréo da determinag¢@o em triplicata.
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Figura 31 - Curva de crescimento vegetativo de Colletotrichum gloeosporioides na auséncia
(controle) e presenca do RcTI purificado (100 pg). Peréxido de hidrogénio (100 mM) foi utilizado
como controle positivo. Barras indicam desvio padréo da determinacdo em triplicata.
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4.9 Efeito do RcTl sobre proteases do intestino médio de larvas de Aedes
aegypti

RcTI (10 pg) foi capaz de inibir as proteases intestinais de Aedes aegypti com
cerca de 91% de inibicdo. Comparativamente, o inibidor de tripsina da soja (SBTI)
inibiu cerca de 82% (FIGURA 32).
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Figura 32 - Efeito do RcTI sobre proteases do intestino médio de larvas de Aedes aegypti. SBTI
foi utilizado como padréo de referéncia. Barras indicam desvio padrdo da determinag&o em triplicata.
Letras iguais indicam valores que nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Duncan (p <
0,05).
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5 DISCUSSAO

A torta da mamona possui alto conteudo proteico e, por isso, pode ser
empregada para objetivos importantes como a utilizagdo em plantas na forma adubo
organico (SEVERINO, 2005). O aumento do cultivo da mamoneira para extracdo do
Oleo gera a necessidade de agregar valor ao residuo que € descartado (SEVERINO,
2005). A busca por proteinas biologicamente ativas poderia trazer novas aplicacdes
biotecnolégicas para esse material. Por isso, o presente trabalho teve como foco
principal, a purificacdo e caracterizacdo de um inibidor de tripsina da torta da
mamona. Essa molécula, denominada RcTI, trata-se do primeiro inibidor de tripsina
purificado de Ricinus communis L.

O extrato total da torta da mamona, obtido em tampao Tris-HCI 50 mM, pH
7,5, foi submetido a tratamento térmico com o objetivo de eliminar proteinas
indesejadas (como proteases, que interferem no ensaio de inibicdo de tripsina) com
base na termoestabilidade, jA que os inibidores de proteases, em geral, sao
termoestaveis (FANG; WONG; NG, 2010; KLOMKLAO et al., 2010, KLOMKLAO et
al., 2011). Assim, aquelas proteinas labeis seriam depletadas, resultando em uma
alta atividade inibitéria especifica de tripsina no extrato tratado termicamente.
Mesmo apés uma hora de aquecimento, a 98 °C, a atividade inibitéria de tripsina néo
foi perdida no extrato da torta da mamona (FIGURA 15). O uso de calor como etapa
de purificacdo é uma pratica usual quando a proteina de interesse é termoestavel. A
primeira etapa de purificacdo do inibidor de tripsina de Vigna angularis consiste no
tratamento térmico do extrato total a 90 °C durante 10 minutos, na qual a atividade
inibitéria especifica de tripsina aumenta cerca de 6 vezes em relacdo ao controle
(KLOMKLAO et al.,, 2010). Do mesmo modo, essa etapa € realizada para a
purificacdo do inibidor de tripsina de Vigna radiata, na qual a atividade inibitéria de
tripsina especifica aumenta cerca de 3 vezes em comparagdo ao controle
(KLOMKLAO et al., 2011).

O extrato da torta da mamona tratado termicamente a 98 °C por 30 minutos
foi escolhido para ser aplicado em uma coluna de afinidade constituida de matriz de
Sepharose® acoplada a anidrotripsina (anidrotripsina-Sepharose® 4B). A
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cromatografia de afinidade € vantajosa, principalmente, por ser altamente seletiva.
Portanto, diversos protocolos de purificagao de inibidores de tripsina sdo compostos
por etapas envolvendo o uso de colunas de afinidade com matriz acoplada a tripsina
(MACEDO et al., 2000, MACEDO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2007; YOSHIZAKI et
al. 2007). No entanto, segundo Macedo et al. (2003), a possibilidade de haver
quebra de inibidores durante a cromatografia ndo deve ser descartada, j& que a
tripsina imobilizada na matriz € cataliticamente ativa. Portanto, os inibidores de
tripsina podem ser proteoliticamente modificados no sitio reativo. Levando em
consideracdo esse aspecto, o ligante escolhido para ser acoplado em matriz
Sepharose® 4B para purificagdo do RcTl, foi a anidrotripsina. Essa proteina consiste
em um derivado da tripsina cataliticamente inativo (AKO; FOSTER; RYAN, 1974), na
qual a interacdo com o inibidor é estabelecida, mas ndo ha clivagem. Na década de
80, Pusztai et al. (1988) estabeleceram um novo protocolo de purificacdo para o
inibidor de tripsina da soja utilizando anidrotripsina-Sepharose® 4B. Do mesmo
modo, o inibidor bifuncional de a-amilase/tripsina de sementes de Eleusine coracana
também foi purificado através de anidrotripsina-Sepharose® 4B (STROBL et al.,
1995).

Apesar da banda proteica que representa a ricina ter desaparecido apoés
tratamento térmico do extrato total da torta da mamona (FIGURA 16), na
cromatografia em anidrotripsina-Sepharose® 4B foi utilizada galactose no tamp&o de
equilibrio com o objetivo de evitar interacées de moléculas de ricina remanescentes
com a matriz Sepharose®. A cadeia B dessa toxina possui dominio de ligacdo a
carboidratos (especifico para galactose e N-acetilgalactosamina) (WU et al., 2006)
que, portanto, poderia se ligar & galactose que constitui a Sepharose® (SIMMONS;
RUSSEL, 1985).

O ultimo passo de purificacdo do RcTI consistiu em cromatografia de troca
anidnica em matriz Resource™ Q, na qual a fragéo n&o retida mostrou apenas uma
banda proteica, com massa molecular aparente de 14 kDa, em gel de poliacrilamida
na auséncia (FIGURA 19) ou presenca de agentes redutores, o que € condizente
com a maioria dos inibidores de proteases, que apresenta baixa massa molecular

(HUNG et al., 2003). Os inibidores de tripsina de sementes de Dimorphandra mollis
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(MACEDO et al., 2000), Vigna angularis (KLOMKLAO et al., 2010), Lupinus
bogotensis (MOLINA; ZAMORA; BLANCO-LABRA, 2010) possuem massa molecular
de 20, 14 e 12,84 kDa, respectivamente.

A revelacdo do RcTIl em gel de poliacrilamida através do acido periédico de
Schiff, mostrou que essa molécula ndo € uma glicoproteina (FIGURA 20). No
entanto, existem relatos de inibidores de tripsina com carboidratos nas suas
estruturas. Por exemplo, o inibidor de tripsina de Acacia victoriae (AvTI) possui grau
de glicosilacdo de 2,06% (EE et al., 2011). Os inibidores de protease de Swartzia
pickellii (DO SOCORRO et al., 2002), Echinodorus paniculatus (PAIVA et al., 2003) e
Peltophorum dubium (MACEDO et al., 2003) também sé&o proteinas glicosiladas.

O sequenciamento NH,-terminal do RcTI sugere que essa proteina se trata de
uma albumina 2S, pois mostrou similaridade com uma proteina de armazenamento
rica em enxofre (83%) e com uma “napin-like” (48%), ambas de R. communis
(FIGURA 21). Alguns inibidores de proteases sdo membros de familias de proteinas
de armazenamento, como, por exemplo, o inibidor de tripsina purificado de Brassica
juncea (BjTl) (MANDAL et al., 2002) e uma proteina alergénica do amendoim,
denominada Ara h 2 (MALEKI et al., 2003). Ademais, albuminas 2S podem ter
dominios de inibicdo de tripsina/a-amilase (CHEN et al., 2004).

A eletroforese bidimensional mostrou o RcTI como um Unico spot de massa
molecular de 14 kDa e ponto isoelétrico 4cido de 5,2 (FIGURA 22). Este resultado &
condizente com a maioria dos inibidores de tripsina. As quatro isoformas de
inibidores de tripsina purificados de sementes de Archidendron ellipticum possuem
pontos isoelétricos de 4,1, 4,55, 5,27 e 5,65 (BHATTACHARYYA et al., 2006). Da
mesma forma, o inibidor de tripsina de Calliandra selloi possui pl 4,00 (YOSHIZAKI
et al., 2007).

Por possuir ponto isoelétrico acido, seria esperado que o RcTl em pH 8,5
estivesse carregado negativamente e, assim se ligasse na matriz Resource™ Q.
Curiosamente, esse fato ndo foi observado. No entanto, apds recromatografar o
RcTIl puro em Resource™ Q, nas mesmas condicdes de corrida mencionadas no
item 3.3.2.3, foi observado que essa proteina passa a interagir com a matriz

(FIGURA 23). Portanto, presumimos que, quando a fracéo retida em anidrotripsina-
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Sepharose® 4B é aplicada em Resource™ Q, as outras proteinas (mais carregadas
negativamente) ligam-se a matriz, de forma a satura-la, fazendo com que o RcTI ndo
se ligue.

A presenca de pontes dissulfeto em inibidores de proteases pode conferir
estabilidade funcional a essas proteinas na presenca de agentes desnaturantes
como, por exemplo, temperatura e pH (BROZE; GIRARD; NOVOTNY, 1990;
GARCIA et al., 2004). Assim, o RcTI foi ensaiado quanto a estabilidade térmica, em
diferentes tempos, bem como quanto a estabilidade em diferentes pHs.

O teste de termoestabilidade do RcTl mostrou que essa proteina continua
com atividade inibitéria de tripsina praticamente constante, mesmo apoés tratamento
térmico (98°C) por 2 horas, havendo apenas 7% de queda na atividade inibitéria em
relacdo ao controle (FIGURA 24A). Similarmente, o inibidor de tripsina de Vigna
radiata perdeu apenas cerca de 5% na atividade inibitéria de tripsina apos
aquecimento a 90 °C por 1 hora. (KLOMKLAO et al., 2011). J& os inibidores de
tripsina de fava, amendoim e cereais sao sensiveis a tratamento térmico (LIENER;
KAKADE, 1969). Vasconcelos et al. (1997) verificaram que os inibidores de tripsina
da soja brasileira (cultivares Bays, BR-10, Rio Balsas, Serid6 e Tropical) séo
completamente eliminados apo6s tratamento térmico a 92 °C por 5 minutos. A
diferenca de sensibilidade ao calor observada entre inibidores de proteases pode
estar relacionada a aspectos estruturais, tais como, variagdo na quantidade de
pontes dissulfeto ou conformacgédo (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1985).

A analise de estabilidade em diferentes pHs revelou que o RcTlI € mais
estavel na faixa de pH acido, perdendo cerca de 20% da atividade inibitéria maxima
sobre a atividade catalitica da tripsina em pHs alcalinos (FIGURA 24B). Resultados
semelhantes foram encontrados para os inibidores de tripsina de Jurema Branca
(JB1, JB3-1 e JB3-2), os quais perderam cerca de 20%, 30% e 10% da atividade
inibitéria  apds incubacdo em pHs alcalinos durante 30 minutos a 37 °C,
respectivamente (OLIVEIRA, 2007). Da mesma forma, Benjakul, Visessanguan e
Thummaratwasik (2000) relataram que o inibidor de tripsina de Voandzeia
subferranea diminui a atividade inibitéria de tripsina em pHs alcalinos. Ja o inibidor

de tripsina purificado de Vigna angularis permaneceu estavel na faixa de pH 4-10
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(KLOMKLAO et al., 2010) e o inibidor de tripsina purificado de Vigna radiata estavel
na faixa de 5-10 (KLOMKLAO et al., 2011). O inibidor de tripsina de “soja preta
Coreana” (Glycine max) apresentou estabilidade na faixa de pH 3-10 (FANG;
WONG; NG, 2010). Outros inibidores demonstraram ser ainda mais estaveis a
variagdo de pH, como é o caso do inibidor de tripsina purificado de tubérculo de
inhame-selvagem (Colocasia esculenta), o qual manteve atividade inibitéria de
tripsina maxima tanto em pH &acido quanto basico, mesmo apdés incubacéo por 17
horas (OLIVEIRA, 2001). As diferencas de estabilidade em pHs verificadas entre
inibidores de proteases de espécies distintas podem estar relacionadas a aspectos
como, variagdo na quantidade de pontes dissulfeto, conformacdo da molécula ou
disposicéo de atomos (KLOMKLAO et al., 2011).

O inibidor de tripsina purificado neste trabalho foi caracterizado como uma
proteina formada por cadeia polipeptidica Unica com alta similaridade (83%) com
uma proteina rica em enxofre (2S sulfur-rich seed storage protein). Sabe-se que,
uma caracteristica comum das albuminas 2S é um padrdo conservado de 8 cisteinas
(PANTOJA-UCEDA et al., 2002). Estas podem formar quatro pontes dissulfeto
intracadeia envolvendo os residuos de cisteina conservados. Assim, é provavel que
o RcTI possua pontes dissulfeto intracadeia que explicam, em parte, a resisténcia a
altas temperaturas e variacdes de pH.

Havendo indicios de que inibidores de proteases podem atuar na defesa
contra patégenos e insetos (RYAN, 2000; SOARES-COSTA et al., 2002; LOPES et
al., 2009), o RcTI foi testado contra a germinacdo e crescimento vegetativo de
fungos fitopatogénicos, assim como, contra proteases intestinais de larvas de Aedes
aegypti.

A concentracdo de inibidor utilizada no ensaio de inibicdo de germinacéao foi
de 1300 pg/mL, o que equivale a uma concentracdo molar de 92,86 uM. Dos fungos
testados, RcTl néo foi capaz de inibir a germinacdo de esporos de F. oxysporum
(FIGURA 25), F. solani (FIGURA 26) e R. solani (FIGURA 27), mas inibiu a
germinacao dos esporos de C. gloeosporioides (FIGURA 28). Giudici, Regente e
Canal (2000) verificaram que a concentracdo de 5 pg/mL (0,31 uM) do inibidor de

tripsina purificado de flores de Helianthus annuus foi capaz de inibir completamente
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a germinacdo dos ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum, ou seja, uma
concentracéo cerca de 300 vezes menor do que a utilizada com o RcTI no presente
trabalho. Ja o inibidor de tripsina de cevada (BTI-CMe) inibiu a germinacdo de
esporos dos fungos Magnaporthe grisea, Plectosphaerella cucumerina e F.
oxysporum em concentracdes de 0,5, 1,0 e 1,5 uM, respectivamente (CARRILLO et
al.,, 2011). Em geral, os efeitos dos inibidores de proteases contra fungos
fitopatogénicos podem estar associados a inibicdo de proteases presentes nesses
microrganismos, envolvidas no crescimento e diferenciacao.

RcTl nao foi capaz de inibir o crescimento vegetativo de F. oxysporum
(FIGURA 29), R. solani (FIGURA 30) e C. gloeosporioides (FIGURA 31).
Interessantemente, apds cerca de 48 horas de crescimento, os fungos tratados com
RcTI passaram a ter taxa de crescimento mais elevada em compara¢ao ao controle.
Provavelmente, essa proteina estaria funcionando como fonte de aminoacidos para
0S microrganismos, levando-os a um crescimento maior.

Como mencionado anteriormente, a germinacdo dos esporos de C.
gloeosporioides foi inibida, no entanto, ndo houve inibigdo de crescimento vegetativo
do mesmo fungo pelo RcTI. Chen et al. (1999) verificaram que o inibidor de tripsina
recombinante de milho superexpresso em Escherichia coli foi capaz de inibir a
germinacao de esporos e crescimento vegetativo de Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus, e Fusarium moniliforme. No entanto, o efeito desse inibidor
recombinante sobre a germinacédo dos conidios ndo se correlacionou com o efeito no
crescimento vegetativo, sendo mais potente em inibir a germinagdo. Assim, a
inibicAo da germinagdo de esporos nao implica na inibigdo do crescimento
vegetativo, j4 que sdo estagios de desenvolvimento distintos.

Os inibidores de proteases possuem bom potencial para serem utilizados
como estratégia para o controle de insetos através da inibicdo das enzimas
digestivas desses animais. Araudjo et al. (2005) verificaram que o inibidor de tripsina
purificado de Tamarindus indica (TTIl) foi capaz de inibir as proteases de
coleopteros, Anthonomus grandis (29,6%), Zabrotes subfasciatus (51,6%),

Callosobruchus maculatus (86,7%), Rhyzopertha dominica (88,2%), de lepidopteros
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Plodia interpuncptella (26,7%), Alabama argillacea (53,8%), Spodoptera frugiperda
(75,5%) e do diptero, Ceratitis capitata (fruit fly) (52,9%).

O ensaio para avaliar o efeito do RcTI sobre as proteases do intestino médio
de larvas de Aedes aegypti, foi conduzido utilizando o SBTI como padréo de
referéncia. Ambos inibidores (RcTl e SBTI) encontravam-se nas mesmas
concentracdes (0,1 mg/mL). Foi observado que, RcTI inibiu as proteases intestinais
do A. aegypti em cerca de 91%, enquanto o SBTI apresentou inibicdo de 82%
(FIGURA 32). No entanto, ndo houve diferenca significativa entre esses dois valores
de inibicdo. O inibidor de tripsina de Archidendron ellipticum se mostrou mais efetivo
em inibir proteases do intestino médio de larvas de Spodoptera litura quando
comparado ao SBTI (BHATTACHARYYA et al., 2006). A eficicia dos inibidores de
proteases em inibir proteases digestivas de insetos depende do sitio de
especificidade dessas enzimas no organismo alvo (JONGSMA et al., 1995; GARCIA
et al., 2004). Segundo Kunz (1978), a maioria das proteases intestinais de A. aegypti
€ do tipo serinica, concordando com o resultado de inibicdo observado para o RcTI,

ja que esse é um inibidor de tripsina.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, foi purificado o primeiro inibidor de tripsina da torta da
mamona (R. communis L.), denominado RcTI, que se apresentou com massa
molecular aparente de 14 kDa, em condi¢des redutoras ou ndo, e ponto isoelétrico
de 5,2. Essa proteina ndo possui polissacarideos covalentemente ligados a sua
estrutura, ndo sendo, portanto, uma glicoproteina. O sequenciamento NH,-terminal
revelou que a proteina purificada pertence a familia das albuminas 2S. O inibidor de
tripsina purificado permaneceu estavel mesmo apos aguecimento a 98 °C durante
duas horas. Também permaneceu estavel apds incubacdo em diferentes pHs
acidos, havendo queda de 20% na atividade inibitéria maxima sobre a tripsina em
pHs alcalinos. RcTI foi capaz de inibir a germinacdo de esporos do fungo
fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides e apresentou potente inibicdo contra
proteases intestinais de larvas de Aedes aegypti. Conclui-se, portanto, que o RcTI
tem potencial biotecnoldgico para uso na agricultura, como uma alternativa para o

combate do importante fungo fitopatogénico C. gloeosporioides.
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