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RESUMO

O latex consiste de um fluido rico em biomoléculas, armazenado em células denominadas
laticiferos, exsudado quando a planta sofre injiria mecanica. Os seus componentes e suas
aplicacdes em diversos setores, como o da agricultura, tém sido tema de estudo de muitos trabalhos
cientificos. Himatanthus drasticus é uma planta laticifera cujo latex € utilizado como fitoterdpico
pela populagdo do estado do Ceard para o tratamento e prevencdo de diversas doencas. Este
trabalho objetivou estudar aspectos bioquimicos e protedmicos das proteinas do latex desta planta,
além de prospectar atividades biotecnoldgicas destas biomoléculas contra pragas agricolas. A
fracdo HALP-90 foi obtida pela precipitacdo proteica do latex, pds remog¢do da borracha por
centrifugacdo, com 90% de saturacdo de sulfato de amonio. O percentual em massa de HALP-90
no latex total foi de aproximadamente 5,6%. O teor de proteinas soluveis foi estimado em 0,66 +
0,01 mg/mL pelo método de Bradford. A andlise por meio de eletroforese unidimensional revelou
a presenca de pelo menos oito bandas proteicas na faixa de 97 kDa a 14,4 kDa. As cromatografias
em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow, tanto em pH 8,0 (Tris-HCI 0,05 M) como em pH 5,0
(Acetato de Sodio 0,05 M) ndo foram capazes de separar as proteinas de HALP-90 de modo
eficiente. Entretanto, quando foi utilizado o tampao Acetato de Sédio 0,05 M pH 5,0, o processo
cromatografico foi mais eficiente na remo¢do de contaminantes, jd que o pico cromatografico
majoritario (PII HALP-90 DEAE-sepharose ff pH 5,0) é desprovido dos pigmentos marrons
presentes em HALP-90. A eletroforese bidimensional deste pico cromatografico revelou a presenca
de proteinas focalizadas na faixa de pH entre 4,0 e 4,6. A andlise em MS, apds cromatografia
dirigida no AKTA-FPLC, identificou as proteinas deste pico como sendo osmotina ou proteina do
tipo taumatina. O Dot Blot realizado com anticorpos anti-osmotina corroborou com este resultado.
Nenhuma das amostras proteicas do latex de H. drasticus foi capaz de degradar o substrato
azocaseina e nem foram reconhecidas por Dot Blot utilizando anticorpos anti-protease, indicando
a auséncia de proteases nestas amostras. A presenca de quitinases foi confirmada por meio de
ensaio quitinolitico utilizando quitina coloidal como substrato. As atividades bioldgicas contra
fitopatogenos revelaram que HAdLP-90 ndo exerceu efeito deletério sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides, mas causou elevada toxicidade sobre o desenvolvimento das
larvas e dos insetos adultos de Callosobruchus maculatus. A metodologia executada nesse trabalho

permitiu a obtencdo de uma fragdo proteica concentrada do latex de H. drasticus, que possui



osmotinas e quitinases, e, estas podem estar relacionadas com a forte atividade inseticida contra C.

maculatus.

Palavras-chaves: fluido laticifero, bioquimica, protedmica



ABSTRACT

Latex is a fluid which contains many biomolecules. It is stored in cells called laticifers and it is
exuded when the plant is damaged mechanically. Its components and its applications in some
fields, such as the agricultural one, have been the subject of many scientific works. Himatanthus
drasticus is a latex plant whose latex is used by the population of the Ceard State as a phytotherapic
to treat and prevent some diseases. The aim of this work was to study biochemical and proteomics
aspects of proteins from this latex besides to prospect biotechnological activities from these
biomolecules against agricultural crops. The HALP-90 fraction was obtained through ammonium
sulphate precipitation (90% saturation) of the latex, post remotion of the rubber through
centrifugation. HALP-90 makes up approximately 5.6% of the total latex mass. The soluble protein
content was estimated as 0,66 + 0,01 mg/mL through the Bradford protein assay. Unidimensional
electrophoresis analysis revealed the presence of at least eight protein bands in between 97 kDa
and 14.4 kDa. The chromatographic processes carried out in DEAE-Sepharose Fast Flow column,
either in pH 8,0 (Tris-HCI 0,05 M) and pH 5,0 (Sodium Acetate 0,05 M), were not capable of
separating the proteins from HALP-90 efficiently. When Sodium Acetate 0,05 M pH 5,0 buffer was
used, however, more contaminants were removed once the major chromatographic peak (PII
HdLP-90 DEAE-Shepharose ff pH 5,0) lacks the brown pigments present in HALP-90. The
bidimensional electrophoresis of this peak revealed that most of the proteins were focalized in the
pH interval of 4,0 to 4,6. MS analysis, post chromatography carried out in AKTA-FPLC, identified
the proteins from this peak as osmotin-like or thaumatin-like proteins. The Dot Blot using anti-
osmotin antibodies corroborated this result. None of the protein samples from H. drasticus latex
were able to degrade azocasein substrate. They were not also recognized by Dot Blot using anti-
protease antibodies, which indicates the absence of proteases in those samples. The presence of
chitinases was confirmed through chitinolytic assay using colloidal chitin as substrate. The
biological activities against phytopathogens showed that HALP-90 did not cause deleterious effect
on the mycelial growth of Colletotrichum gloeosporioides. Despite this, it caused large toxicity on
larval and adult insect development of Callosobruchus maculatus. The methodology performed in
this study allowed us to obtain a concentrated protein fraction from the H. drasticus latex, which
contains ostomins and chitinases, and, these may be related to the strong insecticidal activity

against C. maculatus.



Kew-words: laticer fluid, Himatanthus drasticus, biochemistry, proteomics
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QUEIROZ, J.F.N., 2017.

1. INTRODUCAO
1.1 Latex
1.1.1 Aspectos gerais

O latex consiste de um fluido armazenado em células vegetais especializadas chamadas
laticiferos. Muitos autores definem o latex como sendo o conteddo de vactiolos presentes nestas
células. No entanto, estudos mais recentes consideram o latex como sendo o préprio citoplasma
dos laticiferos (DEMARCO, 2014). Este fluido é exsudado quando algum tecido vegetal sofre
injiria (KONNO, 2011, UPADHYAY, 2011).

Os laticiferos podem estar presentes em diversas partes das plantas como caule, raizes,
folhas e frutos (KONNO, 2011, UPADHYAY, 2011). Sdo classificados em dois grupos,
articulados ou ndo-articulados, de acordo com seu desenvolvimento e morfologia. Os laticiferos
ndo-articulados sdo originados a partir de uma unica célula, cujo extensdo € posteriormente
alongada, podendo formar ou ndo ramificagdes. Desta forma, podem ser denominados laticiferos
nao-articulados ramificados ou ndo-ramificados (Figura 1 — A e B). Por outro lado, os laticiferos
articulados sdo gerados a partir de multiplas células e, eventualmente, podem conectar-se através
de conexdes entre paredes celulares adjacentes, sendo chamados de laticiferos articulados

anastomizados ou ndo-anastomizado (Figura 1 — C e D) (HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008).

A coloragdo do latex pode variar conforme a espécie da planta, podendo, por exemplo,
ser branco, vermelho, amarelo, laranja ou até mesmo transparente. A sua colora¢do pode mudar

uma vez exsudado e, consequentemente, exposto ao ar (PICKARD, 2008, UPADHYAY, 2011).
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QUEIROZ, J.F.N., 2017.

Figura 1 — Representacdo esquemadtica dos tipos de laticiferos e sua formacao na planta

(a) (b)

1)
A

Nio-articulado, nio- Nio-articulado,

%

Fonte: Adaptado de HAGEL; YEUNG; FACCHINI (2008). A e B: formacao de laticiferos ndo-articulados a partir de

uma unica célula. C e D: formacao de laticiferos articulados a partir de miltiplas células. Em vermelho: laticiferos.

As funcdes do latex na planta t€ém sido objeto de estudo de diversos trabalhos
cientificos. Dentre as diversas hipoteses, ha evidéncias de que além de promover a recuperacio de
danos fisicos ja causados ao tecido vegetal, o latex atua na prote¢do vegetal contra o ataque de
herbivoros e de microrganismos (GAGLIARDI; CORDEIRO; DEMARCO, 2016). Propriedades
colantes presentes em alguns latices podem proporcionar defesa vegetal contra insetos, uma vez
que possibilitam o seu aprisionamento e imobilizacdo. Além disso, estudos tém evidenciado que a
defesa vegetal contra herbivoria estd relacionada com os componentes presentes no fluido

laticifero, como alcaloides, cardenolideos (KONNO, 2011) e proteinas (RAMOS et al., 2007,
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2010). Com relagao ao efeito deletério do latex sobre microrganismos, o potencial antiftigico de
proteases e osmotinas laticiferas contra importantes espécies de fungos fitopatogénicos foi relatado

na literatura (FREITAS et al., 2011a,b, SOUZA et al., 2011).

A producdo de litex representa uma forma de defesa vegetal constitutiva, ja que este
fluido atua como uma barreira fisica presente na planta antes do ataque de herbivoros ou patégenos.
Além disso, o latex possui diversas biomoléculas e compostos quimicos que estdo também
envolvidos nessa primeira linha de resisténcia vegetal (MEDEIROS; FERREIRA; DIANESE,
2003, SYTWALA; GUNTHER; MELZIG2015). O litex contém também PR-proteinas (proteinas
relacionadas a patogénese), cujas sinteses podem ser induzidas por meio dos mecanismos de

resisténcia vegetal do tipo indutiva (SHEWRY; LUCAS, 1997, FERREIRA et al., 2007).

1.1.2. Composicdo quimica e bioquimica do ldtex

Fluidos laticiferos podem conter uma ampla variedade de biomoléculas, como
proteinas, carboidratos e dcidos graxos, e compostos quimicos, tais como terpenoides, alcaléides,
cardenolideos, compostos fendlicos e borracha (DEMARCO; CASTRO; ASCENSAO, 2013).
Diversas proteinas tém sido relatadas quanto a sua presenca em latex, como proteases, inibidores
de proteases, glucosidases, lectinas, osmotinas, oxidases e quitinases (KONNO, 2011, FREITAS
etal.,2011a,b). A Tabela 1 apresenta alguns compostos quimicos e bioquimicos comuns no latex,

assim como algumas espécies de plantas nas quais estes ja foram identificados.
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Tabela 1 — Compostos quimicos e proteinas comumente presentes no latex

Compostos quimicos ou
biologicos

Quimica Chelidonium majus (TOME; COLOMBO, 1995), Papaver
Alcaloides somniferum (Papaveraceae) (ITENOV; MOLGAARD; NYMAN,
1999)
Lactuca spp, Lactuca sativa (Asteraceae) (SESSA et al., 2000; REES,
Terpenoides HARBORNE, 1985, DUSSOURD, 2003)

Categoria Espécies de planta e Referéncia

Asclepias spp., Asclapias curassavica, etc. Calotropis procera
(Apocynaceae) (SEIBER; NELSON; LEE, 1982, MALCOLM, 1991,

Cardenolideos DUSSOURD; HOYLE, 2000; RASMANN; JOHNSON;
AGRAWAL, 2009)

Ipomoea batatas (Convolvulaceae) (SNOOK; DATA; KEYS,1994),
Rhus (Toxicodendron) spp. (Anacardiaceae, Resin) (DAWSON, 1954)

Hevea brasiliensis (Euphorbiaceae), Ficus spp. (Moraceae), Alstoia
Borracha(polimero de boonei (Apocynaceae), Parthenium argentatum, Lactuca spp.
cis-1,4-isopreno) (Asteraceae) (MOOIBROEK; CORNISH, 2000; BUSHMAN et al.,
2006)

Biolégica Carica papaya (Caricaceae), Ficus carica (Moraceae), Morrenia
(proteinas) brachystephana, Calotropis proceca (Apocynaceae); (KIMMEL;
Proteases cisteinicas SMITH, 1954, KONNO et al., 2004; SGARBIERI et al.,1964;

ARRIBERE et al., 1998; RAMOS et al., 2010)

Compostos fendlicos

Ficus elastica (Moraceae), Hevea brasiliensis, Euphorbia sapina
(Euphorbiaceae), Wrightia tinctoria (Apocynaceae) (LYNN;

Proteases serinicas CLEVETTE-RADFORD,1986a,b; ARIMA et al., 2000; TOMAR;
KUMAR; JAGANNADHAM, 2008)

Inibidores de proteases

cistefnicas Calotropis proceca (Apocynaceae) (RAMOS et al., 2010)

Ficus carica (Moraceae), Carica papaya (Caricaceae), Hevea
brasiliensis (Euphorbiaceae) (KIM et al., 2003; AZARKAN et al.,
2004; KEHR, 2006)

Inibidores de proteases
serinicas

Hevea brasiliensis (Euphorbiaceae) (WITITSUWANNAKUL et al.,

Oxidases 2002), Ficus carica (Moraceae) (KIM et al., 2003)

Fonte: Adaptada de KONNO (2011).

Em geral, os metabdlitos presentes no latex sdo produtos finais de reacdo ndo
reaproveitados em outras vias metabdlicas primdrias. Muitos destes, na verdade, sdo citotoxicos.
Desta forma, acredita-se que estes compostos sdo armazenados nos laticiferos como uma estratégia

de autoprotecao, além das demais func¢des ja mencionadas (HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008).
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1.1.3 Plantas laticiferas

A producido de latex é um mecanismo bioldgico bastante difundido entre as plantas.
Estima-se que mais de 20.000 espécies de plantas, que compreendem mais de 40 familias, sao
produtoras de latex (LEWINSOHN, 1991), o que representa 8,9% das Angiospermas (KONNO,
2011). Este nimero de espécies aumenta para 35.000 quando sdo incluidas as coniferas e as plantas
exsudadoras de resina, fluido semelhante ao latex (FARREL; DUSSOURD; MITTER, 1991). As
plantas laticiferas mais comuns e estudadas sdo pertencentes as familias Apocynaceae,

Asclepiadaceae ou Euphorbiaceae (HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008).

Plantas laticiferas tém sido utilizadas pelo homem para varios fins. Algumas culturas
aborigenes da Asia utilizam o litex de Antiaris spp. para a producio de toxinas as quais sdo
utilizadas na fabricacdo de flechas. Os latices de Hevea brasiliensis (Euphorbiaceae), conhecida
como seringueira, e de Ficus elastica (Maraceae) t€m sido utilizados como matéria-prima para a
producdo da borracha comercial (HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008). O latex de Himatanthus
drasticus (Apocynaceae), por sua vez, tem sido utilizado pela medicina popular no Estado do Ceara
para o tratamento de varias doencas, como gastrite e ulcera, e para a estimulagdo do sistema
imunolégico (AMARO et al., 2006, MODESTO, 1997). Vérias espécies estdo sendo alvo de
investigacdes cientificas, tais como Calotropis procera, Cryptostegia grandiflora e Plumeria
rubra, todas pertencentes a familia Apocynaceae (FREITAS et al., 2011a,b, ALBUQUERQUE et
al. 2009; PATIL et al., 2012).

1.2.3.1 Himatanthus drasticus

Himatanthus drasticus é uma planta laticifera pertecente a familia Apocynaceae.
Espécimes desta planta podem ser encontrados numa vasta extensdo territorial do Brasil, que
engloba toda a regido Nordeste mais os estados de Minas Gerais, Roraima e Pard, até outros paises
sul-americanos ao norte do territério brasileiro. No Brasil, H. drasticus possui diversos nomes
populares, dentre estes, janaguba no estado do Cear4, jonoaguba no Rio Grande do Norte, tiborna,
jasmim-manga e raivosa nos estados da Bahia e de Minas Gerais e pau-de-leite no Piaui. (AMARO

et al., 2006, PLUMEL, 1991)
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Himatanthus drasticus apresenta porte arboreo e pode atingir 7 m de altura (Figura 2 —
a). As folhagens sdo densas nas extremidades dos ramos. O seu fruto € polispérmico (em média 42
sementes), seco, deiscente, do tipo foliculo e apresenta formato em chifre cilindrico levemente
arqueado (Figura 2 — b). De acordo com Amaro et al. (2006), ha desuniformidades quanto as
dimensdes do seu fruto. A literatura relata que o comprimento pode variar entre 12 e 30 cm,
enquanto largura e espessura podem estar dentro dos intervalos de 1,8-3,0 cm e 2,0-2,9 cm,
respectivamente (BARROSO et al. 1999). A semente € alada, com testa dspera, rugosa e de
coloracdo amarelo-madeira e sulcada, apresenta hilo saliente e bem visivel,endosperma delgado,

plano e de coloragdo amarelada (AMARO et al., 2006).

Figura 2 — (a) Arvére e (b) fruto de H. drasticus; (c) comercializacdo do leite de janaguba em mercados populares do

Ceara

Fonte: adaptado de MATOS et al. (2013).

No Ceard, o latex de Himatanthus drasticus é popularmente conhecido como leite de

janaguba e, assim como em todos os Estados nordestinos, € utilizado pela populacdo local para o
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tramento de diversas doencas (Figura 2 — c¢). Amaro et al. (2006) cita a sua ampla utilizagcdo pela
medicina popular do Nordeste com a finalidade de curar o cincer. Outras espécies do género
Himatanthus, por exemplo Himatanthus sucuuba, também tém sido exploradas com fins
medicinais. E sabido que o uso de plantas medicinais e preparacdes caseiras é uma pratica comum
no tratamento de enfermidades que afetam populacdes de baixa renda desta regido devido a
diversos fatores, tais como a disponibilidade da flora, a caréncia do sistema publico de saide e a
transmissdo de habitos culturais ao longo das geracdes (MATOS, 1989, MATOS, et al., 2013).
Entretanto, este ultimo fator tem disseminado a administracdo oral de latices extraidos de plantas

desse género para outras localidades mais afastadas da regido Nordeste (REBOUCAS et al., 2011)

Em geral, o latex (coletado da casca da drvore em dgua 1:1 v/v) é tomado trés vezes ao
dia em doses de aproximadamente 200 mL (MOUSINHO et al., 2011). Vérias sdo as patologias
tratadas por meio da administracdo do leite de jabaguba pela medicina popular como gastrite,
dlcera, inflamacdes, verminoses, diabetes, micoses e hemorroidas. Além disso, ele também é
ingerido com o intuito de prevenir certos problemas de satde, como o cincer. Neste caso, o seu
consumo ¢ realizado diariamente. Apesar desta vasta lista de indicagdes de tratamento e/ou
prevencdo de doengas, nem todos possuem confirmacao cientifica (MATOS, 2010). A Tabela 2
sumariza alguns relatos presentes na literatura acerca de algumas propriedades medicinais do leite

de janaguba investigadas cientificamente.
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Tabela 2 — Literatura cientifica acerca de algumas propriedades farmacoldgicas do latex de H. drasticus ou de fragdes

deste

Investigacio farmacologica

Modo de
administracio do
latex ou fracdo deste

Resultado Referéncia

Prote¢do contra a formagao
de ulceras induzidas por
etanol em camundongos

Efeito antitumoral (Sarcoma
180 e Walker 256
carcinosarcoma)

Atividade anti-inflamatdria

Protecdo contra lesdes
gastricas induzidas por
etanol em camundongos

Atividade antitumoral
(cancér de pulmado em
camudongos)

Atividades anti-inflamatoéria
e antinociceptiva

Latex administrado
por gavagem

Fracdo proteica HALP

Fracgdo acetato de
lupeol isolada do
latex

Fracao HALP
administrada via
intraperitoneal

Latex administrado
via oral

Latex (via oral) e
fracdo HALP (via
intraperitoneal)

+tivo: atividade antiulceral LEITE et al., 2009

-tivo: atividade citotdxica in
vitro;
+tivo: via intraperitoneal MOLSINHO et al., 2011
-tivo: via oral
+tivo: propriedade
imunoestimulante

+tivo: modelo estudado

LUCETTI et al., 2010.
(camudongos)

+tivo: fungdo gastroprotetora MARQUES, 2012

-tivo: redugdo da progressdo do

A ~ FRANCA et al., 2011
cancer de pulmao

+tivo: ambas as atividades MATOS et al., 2013

Fonte: autoria prépria (2017). (+tivo): resultado positivo; (-tivo): resultado negativo.
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1.2 Osmotinas

Osmotinas sdo proteinas catidnicas multifuncionais expressas em condicdes de
baixo potencial osmético (ABDIN; KIRAN; ALAM, 2011). Estas biomoléculas pertencem a
familia das PR5-proteinas, que, e em plantas, estdo envolvidas nos processos de osmoregulacio e
defesa contra patégenos, como fungos fitopatogénicos. Entretanto, sabe-se que membros dessa
familia também podem ser encontrados em outros organismos, como animais e fungos. Além das
osmotinas, taumatinas e zeamatinas sdo outros exemplos de PR-5 proteinas ja identificadas

(VIGERS; ROBERTS; SELITRENNIKOFF, 1991, TONG et al., 2016,).

A primeira osmotina isolada foi de espécimes de tabaco cultivadas sob altas
concentracdes de NaCl, condi¢ao que induz o seu acimulo na planta (SINGH et al., 1987). Estudos
mostraram que 12% do contetudo proteico total de células de tabaco aclimatadas em 0,428 M de
NaCl € representado por osmotinas. Além da aclimatacdo ao estresse salino ou hidrico, sua sintese
e acimulo sdo regulados por outros sinais ambientais, como, infeccdo causada pelo virus do
mosaico do tabaco, dessecacgao, frio, luz ultravioleta e feridas, e por pelo menos 10 hormonios, tais
como 4cido asbscisico, auxinas e etileno (SINGH et al., 1987, NOORI; SOKHANSAN]J, 2008,
VIKTOROVA et al., 2012).

Estudos de caracterizagdo revelaram que as osmotinas de Nicotiana tabacum possuem
massa molecular em torno de 26 kDa, sdo catidnicas, apresentam ponto isoelétrico entre 7,8 e 8,2,
que varia conforme a sua isoforma. Quanto a sua estrutura, esta possui 244 residuos de
aminodacidos, do quais 12% formam alfa-hélice e 37% formam folha-beta, apresenta trés dominios
e € semelhante as estruturas da taumatina e zeamatina. As osmotinas sdo encontradas
predominantemente em corpos de inclusdo presentes em vacuolos, destino celular determinado por
seu dominio C-terminal. A regido N-terminal, por sua vez, sinaliza seu prévio transporte através

do reticulo endoplasmatico (SINGH et al., 1987, VIKTOROVA et al., 2012).

As fungdes das osmotinas na prote¢do vegetal contra fungos, contra frio e estresses
hidrico e salino sdo bem conhecidas. Além disso, a homologia com inibidor de tripsina alfa-
amilase, a capacidade de se ligar a receptores humanos para adiponectina e a habilidade de
interacdo com citocininas também sao outros aspectos das osmotinas relatados na literatura

cientifica. A sua participacdo na regulacdo de respostas vegetal ocorre por meio de sinaliza¢ao
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celular. Isto é devido ao fato de que ela ndo possui motivos de ligacdo ao DNA e, portanto, ndo
atua como regulador de transcricdo para genes que expressam proteinas de resposta a estresses

bidticos e abidticos (ABDIN; KIRAN; ALAM, 2011, VIKTOROVA et al., 2012).

Como citado anteriormente, osmotinas sdo proteinas que possuem multidominios, que
podem exercer sua funcdo individualmente ou em conjunto com outras proteinas. Quinases sao um
dos exemplos de proteinas que podem interagir com dominios de osmotinas. Isto é muito
interessante do ponto de vista bioquimico, uma vez que quinases sdo proteinas envolvidas em
muitos processos celulares, tais como: ativacdo enzimdtica por meio da transferéncia de grupos
fosfato, sintese de macromoléculas, localizacdo e degradacdo de proteinas (ABDIN; KIRAN;

ALAM, 2011).

A atividade antiftingica de osmotinas em plantas tem sido objeto de estudo de diversos
trabalhos cientificos. De acordo com Abad et al. (1996), osmotinas tém a capacidade de inibir o
crescimento de hifas e a germinacdo de esporos de fungos. Ambos os processos parecem estar
relacionados com o aumento da permeabilidade da membrana plasmética de células fingicas a
proténs. Consequentemente, as células dos fungos sao incapacitadas de manter o gradiente interno
de pH. A Tabela 3 mostra alguns estudos que investigaram o potencial antifingico dessas proteinas

contra vdrias espécies de fungos.
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Tabela 3 — Potencial antifiingico de algumas osmotinas de plantas

Osmotina Fungos Referéncia
. WOLOSHUK et
Phytophthora infestam al. 1991
Trichoderma lortgihrachiatum, P.
infestans, Colletotrichum

graminicola, C. laginarium, ABAD et al.,

. .. C.sublineolum, F. graminearum, F. 1996
Osmotina de Nicotiana .
moniliforme, F. oxysporum, F.
tabacum
roseum,

Cercospora beticola, Trichoderma

reesei, Candida albicans, VIGGERS ez al.,

1992
Neurospora crassa
Cront for TZOU et al.,
ryptococcus neoformans 2010

Osmotina de Calotropis Fusarium solani, Neurosp ora sp-, FREITAS et al.,
Colletotrichum

procera gloeosporioides 2011a

Phomopsis viticola, Botrytis MONTEIRO et

Osmotina de Vitis vini .
smotina de Vitis vinifera cinerea al.. 2003

Fonte: Autoria prépria (2017).

A tabela 3 cita a atividade antiftingica da osmotina de Calotropis procera, que € uma
planta laticifera. Entretanto, hd poucos estudos cientificos que evidenciam a presenca dessas
proteinas em latex. Hevea brasiliensis foi a primeira planta produtora de latex onde uma osmotina
foi identificada (SUBROTO et al., 2001). Looze et al. (2009) purificou e caracterizacdo uma
taumatina do latex de Carica papaya. Entretanto, o trabalho de Freitas et al. (2015) mostrou que
osmotinas de outras 5 plantas laticiferas, incluindo H. drasticus, ndo possuem efeitos deletérios
contra ambos os fungos testados, os quais foram Fusarium solani e Colletotrichum

gloeosporioides).

1.3 Quitinases

Quitinases (EC 3.2.1.14) sdo enzimas que catalisam a hidrélise de quitina, um
polimero de carboidratos ndo ramificado formado por residuos de B-1,4-N-acetilglicosamina.
Quitina é o segundo biopolimero mais abundante na natureza, depois da celulose. Pode ser

encontrada no exoesqueleto de insetos, carapaga de crustaceos e parede celular de fungos e algumas
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algas. Entretanto, quitinases sdo sintetizadas por vdrios organismos, incluindo aqueles que nao
possuem quitina em sua composi¢do, como as plantas (VERBURG; HUYNH 1991, SAHAI
MONOCHA, 1993, COHEN-KUPIEC; CHET, 1998).

As quitinases sao classificadas em endoquitinases e exoquitinases. Endoquitinases
clivam liga¢des B-1,4-glicosidicas entre residuos localizados em regides internas da quitina
aleatoriamente, gerando multimeros soliveis de GIcNAc, de baixa massa molecular, como
quitotetraose, quitotriose ediacetilquitobiose. Exoquitinases, por sua vez, sdo ainda subdivididas
em dois grupos: quitobiosidades (EC 3.2.1.29) e quitina-1,4-B-quitobiosidases (EC 3.2.1.30). O
primeiro grupo catalisa a liberacdo gradual de diacetilquitobiose a partir da extremidade ndo
redutora do polimero de quitina. Quitina-1,4-B-quitobiosidases hidrolisa produtos gerados a partir
da acdo enzimatica de endoquitinases e quitobiosidades, gerando mondmeros de GlcNAc (SAHAI;

MONOCHA, 1993, COHEN-KUPIEC; CHET, 1998).

As fungdes de quitinases variam conforme os diferentes organismos no quais elas
podem ser encontradas. Em bactérias, estas enzimas atuam em processos relacionados a
parasitismo e nutri¢do (por meio da geracdo de fontes de carbono e nitrogénio). Em fungos,
protozodrios e invertebrados, quitinases estdo envolvidas na morfogénese. Este processo da-se por
meio do remodelamento da estrutura da parede celular e divisdo celular para fungos, cujos alguns
mecanismos de patogénese também sdo mediados por essas enzimas. Quitinases também estao
envolvidas em mecanismos de defesa de plantas e de vertebrados (COHEN-KUPIEC; CHET, 1998,
PATIL; GHORMADE; DESHPANDE, 2000, KASPRZEWSKA, 2003, ADRANGI;
FARAMARZI, 2013). Baculovirus, que € usado no controle bioldgico de pragas, possui quitinases
também associadas a processos de patogéneses (GOODAY, 1995). Em humanos, quitinases
parecem estar envolvidas na defesa contra fungos patogénicos (ESCOTT et al., 1996, AERTS et
al. 1996, ADRANGI; FARAMARZI, 2013).

Quitinases de plantas sdo classificadas como PR-proteinas (proteinas relacionadas
a patogénese), cuja expressao pode ser induzida por fatores bidticos e abidticos, incluindo, ataque
por microrganismos e herbivoros, estresses salino e hidrico, feridas e reguladores de crescimento
(COLLINGE et al., 1993, COHEN-KUPIEC; CHET, 1998, KASPRZEWSKA, 2003). Devido a

importante funcdao desempenhada por quitinases na defesa vegetal contra patégenos que possuem
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quitina em sua composicdo, alguns estudos t€ém objetivado produzir plantas transgénicas que

expressam essas enzimas (AL AHMADI et al., 2008; AMIAN et al., 2011; RAO et al., 2011).

Quitinases foram identificadas no litex de algumas plantas laticiferas, tais como
Hevea brasiliensis (MARTIN, 1991), Carica papaya (AZARKAN et al., 1997) e Euphorbia
characias (SPANO et al., 2015). Recentemente, Freitas et al. (2016) isolou e caracterizou

quitinases de Calotropis procera que possuem atividade contra insetos e fungos.

1.4 Pragas agricolas

Pragas agricolas representam um risco para a producdo de alimentos mundial, cuja
demanda € crescente devido ao aumento populacional ao longo dos anos. Estima-se que na metade
deste século, a populagdo mundial atingird o platd de nove bilhdes de pessoas. Estudos sugerem
que a producdo de alimentos precisard aumentar entre 70% e 100% em 2050 para atender as
necessidades nutricionais da popula¢do mundial. Isto se caracteriza como um grande desafio para
os agricultores, para a ciéncia agrondmica e para a biotecnologia, j4 que hd na natureza muitos
organismos causadores de danos as culturas agricolas, tais como insetos, nematddeos, bactérias,

virus e fungos (GODFRAY et al., 2010, OERKE, 2006).

Os insetos-pragas sdo os principais causadores de danos para as culturas de alimentos
na agricultura mundial (ESTRUCH et al., 1997, LIU et al., 2016). De acordo Maxmen (2013),
estes organismos sio responsaveis por aproximadamente 15% das perdas de culturas agricolas no
mundo. Estudos anteriores mostraram que esse nimero era duas vezes maior uma década atrds
(ESTRUCH et al., 1997). Estareducdo, entretanto, pode ser atribuida a introduc¢ao do uso de varios
pesticidas sintéticos, como os inseticidas organofosfatos, carbamatos e fungicidas. Apesar dos
beneficios econdomicos gerados por essa pratica, a aplicac@o intensiva de pesticidas pode resultar
em sérias implicacdes para a saide humana e para a fauna, flora e meio ambiente (AKTAR;

SENGUPTA; CHOWDHURY, 2009).
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Aproximadamente 80% das doengas vegetais podem ser resultado da acao de fungos e
oomicetos, como Pythium e Phytophora sp. Estima-se que mais de 8000 espécies de fungos sdo
fitopagoténicas. Em 2003, as perdas agricolas causadas por esses organismos atingiram 12% da

producao mundial de alimentos (BECKER-RITT; CARLINI, 2012).

Dessa forma, o desenvolvimento de estratégias ecologicamente sustentdveis para o
combate a essas pragas agricolas é almejado por muitos cientistas. Existe uma tendéncia a
prospecc¢do de biomoléculas com potencial inseticida e/ou fungicida, cujos maleficios ao homem e
a natureza sejam inexistentes, ou pelo menos, atenuados quando comparados aos dos pesticidas

(GHINT; BETTIOL, 2000, BECKER-RITT; CARLINI, 2012)

1.4.1 Colletotrichum gloeosporioides

Colletotrichum é um dos principais géneros de fungos fitopatogé€nicos responsaveis
pela antracnose. Esta € uma doenca vegetal caracterizada pelo aparecimento de manchas coloridas
nas folhas, caule, frutos e flores da planta. O tecido vegetal infectado por este fungo tende a
murchar, secar e morrer. A maioria das culturas agricolas € susceptivel a, pelo menos, uma espécie

deste género (DEAN el al., 2012, GAUTAM, 2014).

Colletotrichum gloeosporioides pertence a familia Phyllachoraceae. O seu ataque as
plantas se d4 através de sitios onde o tecido vegetal ja foi danificado ou estd enfraquecido. Durante
a interacdo planta-patdégeno, o fungo produz algumas estruturas especificas responsaveis pelo
processo de infec¢do, como os conidios (GAUTAM, 2014). Esta espécie ataca uma grande
variedade de culturas agricolas tropicais e subtropicais. A antracnose causada por C.
gloeosporioides é a principal doenca que ocorre na mangueira. Na manga, os conidios germinam
e penetram a epiderme do tecido vegetal. Posteriormente, ocorre o crescimento das hifas que

permanecem quiescentes até o fruto amadurecer (WEI et al., 2017).

1.4.2 Callosobruchus maculatus

Callosobruchus maculatus ¢ um inseto pertencente a ordem Coleoptera e a familia
Bruchidaea. E considerada a principal peste que ataca as sementes armazenadas de Vigna
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unguiculata, o feijaio-caupi, que € um alimento muito importante em regides tropicais e subtropicais
devido ao seu alto teor proteico e baixo custo (TIROESELE; THOMAS; SEKETEME, 2014). Na
Nigéria, C. maculatus é um dos principais insetos que atacam inhame e graos de soja, além do

feijao caupi (ADEBAYO; OKE, 2017).

C. maculatus deixa excrementos e ovoposita sobre as sementes de Vigna unguiculata,
onde as larvas se desenvolvem até a eclosdo dos insetos adultos, causando grandes perdas
quantitativas e qualitativas as sementes do feijao (Figura 3). O uso de pesticidas no controle destes
insetos é uma pratica comum entre os agricultores. No entanto, sabe-se que isto pode trazer riscos
a saide humana além de poder acarretar o desenvolvimento de populacdes de insetos resistentes a

esses compostos quimicos (TORRES et al., 2016).

Figura 3 — Infestacao de C. maculatus em sementes de feijao-caupi

Fonte: adaptada de www.flickr.com/photos/11349606@N00/351790619. (a) ovos, (b) inseto adulto preste a eclodir,

(c) buracos nas sementes onde as larvas se desenvolveram.
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2. JUSTIFICATIVA

A prospeccdo por moléculas naturais com possivel aplicagdo biotecnolégica é uma

tendéncia em crescimento na pesquisa cientifica mundial.

O latex de Himatanthus drasticus é um produto natural consumido pela populacdo do
Nordeste brasileiro para vérios fins medicinais. Devido a sua grande popularidade e disponibilidade
comercial, o leite de janaguba tem sido estudado com o intuito de comprovar o seu potencial
farmacoldgico cientificamente. Entretanto, a literatura cientifica sobre as propriedades bioquimicas

das proteinas desse latex ainda € bastante restrita.

Portanto, o presente trabalho justifica-se pela fundamental importancia de dados de
caracterizacdo bioquimica e protedmica no entendimento da funcdo biolégica de biomoléculas.
Este tipo de estudo torna-se ainda mais relevante pelo fato de que vdrias atividades
etnofarmacoldgicas do latex de H. drasticus t€m sido confirmadas, além do fato de que este ja é
utilizado pela populagdo como um produto natural medicinal hd muito tempo. Dessa forma, as
informacdes geradas nesse trabalho poderao futuramente reforcar o potencial das proteinas do latex
de H. drasticus na sua utilizacdo como bioproduto, quer seja na agricultura (devido ao
conhecimento gerado acerca da fungdo das proteinas na defesa vegetal), na industria farmacéutica

ou outros.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Avaliar apectos bioquimicos e protedmicos das proteinas do latex da planta medicional
Himatanthus drasticus, assim como investigar suas ag¢des em defesa vegetal contra pragas

agricolas.

3.2 Objetivos especificos
- Obter a fracdo proteica do latex de H. drasticus por meio de precipitacdo com sulfato de amonio.
- Separar as proteinas do latex por meio de cromatografia de troca idnica.

- Analisar o perfil proteico das fracdes obtidas por meio de eletroforeses uni e bidimensionais em

gel de poliacrilamida na presenga de SDS.

- Quantificar as proteinas soldveis e verificar a presenga de proteases nas fragdes proteicas do latex.
- Identificar as proteinas presentes nas fragdes do latex por espectrometria de massas.

- Verificar a presencga de quitinases nas fracdes proteicas do l4tex.

- Avaliar o efeito das proteinas do latex sobre o crescimento micelial do fungo fitopatogénico

Colletotrichum gloeosporioides.

- Avaliar o efeito da fracdo proteica total do litex sobre o desenvolvimento de larvas e insetos

adultos de Callosobruchus maculatus.
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4. MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS
4.1 Reagentes

Alguns reagentes e materiais para eletroforese, como Tris, acrilamida e glicina foram
adquiridos de Amresco (Sdo Paulo). Outros como tampao IPG, CHAPS, ureia, tiureia, marcadores
de massa molecular, dodecil sulfato de s6dio e immobiline dry-strips foram obtidos da GE
Healthcare. As colunas de troca indnica DEAE-Sepharose Fast Flow e Mono-Q também foram

adquiridas deste mesmo fabricante.

Azocaseina, Coomassie Brilliant Blue R-250, persulfato de amdnio, membranas de
dialise com poros de exclusdo de 12 kDa e 4cido tricloro-acético (TCA) foram obtidos de Sigma-
Aldrich Co (Sao Paulo). Acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA), Nitro Blue Tretrazolium
(NBT), ditiotreitol (DTT), ureia e tiureia foram obtidos da Amersham Bioscience. Tripsina (EC

3.4.21.4) grau de sequenciamento foi obtida de Promega.

Para os ensaios biolégicos com fungos, o meio de cultura Yeast Peptone Dextrose
(YPD) foi adquirido de Himedia, India. Os filtros para seringa de 0,22 pm foram obtidos de Merk
Millipore, Alemanha.

Os demais reagentes foram de grau analitico e obtidos de diferentes fornecedores.

4.2. Material Bioldgico
4.2.1 Ldtex

O material vegetal utilizado nesse trabalho foi o lidtex da planta medicinal
Himathanthus drasticus, a qual pertencente a familia Apocynaceae. O fluido laticifero foi coletado
de plantas sadias localizadas na cidade de Fortaleza, Ceard. A exsicata de identificacdo do espécime
€ 40408, e estd depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard, Campus

do Pici.
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4.2.2 Fungo

O fungo Colletotrichum gloeosporioides foi obtido da micoteca mantida pelo
Laboratério de Bioquimica e Biologia de Proteinas Vegetais do Departamento de Bioquimica e

Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard, Campus do Pici.

4.2.3 Insetos

Os insetos utilizados neste trabalho sdo da espécie Callosobruchus maculatus,
pertencentes a Ordem Coleoptera e familia Bruquidae, e foram obtidos a partir de coldnias
mantidas pelo Laboratério de Bioquimica e Biologia de Proteinas Vegetais, localizado no

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

4.2.4 Sementes de Vigna unguiculata

As sementes de Vigna unguiculata utilizadas para a preparagdo da farinha de feijao

foram obtidas de supermercados do comércio de Fortaleza, Ceara.

METODOS
4.3 Coleta do latex

A coleta do latex de Himatanthus drasticus foi realizada mensalmente por um coletor
capacitado. O processo de coleta consiste na realiza¢do de injurias no caule da planta que causam
o gotejamento do fluido laticifero, o qual € coletado em vasilhas e posteriormente diluido em dgua
na propor¢dao 1:1 (v/v). O litex é entdo armazenado em garrafas de vidro de 1 litro até o

processamento.
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4.4 Fracionamento do latex

De acordo com a metodologia de Matos (2010), o latex recém-coletado em dgua foi
fracionado mediante realizagdo de etapas de centrifugacdo e didlise. Estas permitem,
respectivamente, a precipitacdo da fracdo insolivel rica em dimeros de isopreno (borracha) e a
remogao de metabdlitos hidrofilicos e de pequeno tamanho molecular menor que 12 kDa. A fracdo

proteica obtida foi denominada HALP.

Na metodologia desenvolvida no presente estudo, o ldtex em dgua foi centrifugado a
9000 x g a 4 °C por 30 minutos. O precipitado (borracha) foi entdo descartado, enquanto o
sobrenadante foi submetido ao procedimento de precipitacido proteica com 90% de saturacdo de
sulfato de amonio (Figura 4). Nesta etapa, apds completa dissolucao da massa de sulfato de amonio
adicionada pouco a pouco, o sistema foi mantido em repouso overnight a 4 °C. O material foi entdo
novamente centrifugado nas mesmas condicdes. Desta vez, o sobrenadante foi descartado,
enquanto o pellet foi ressuspendido em um volume de dgua destilada equivalente a, pelo menos,
1/3 do volume inicial de extrato que foi precipitado. Apds agitagdo branda, a solugdo de proteinas
foi submetida a outra etapa de centrifugacdo para separacdo de qualquer material proteico que nao
foi solubilizado. O sobrenadante foi imediatamente dialisado contra dgua destilada a 4 °C em
membranas de didlise com poros de exclusdo de 12 kDa. A etapa de dialise foi realizada durante 3
dias, sendo realizadas 3 trocas de agua destilada diariamente. O volume retido no interior das
membranas de didlise foi entdo recuperado e liofilizado. A fragdo liofilizada foi denominada HALP-

90 e foi objeto de estudo deste trabalho.

No estudo de determinacdo do rendimento proteico do fracionamento do latex
associado a metodologia de precipitacdo proteica utilizada neste trabalho, a borracha também foi

recuperada, liofilizada e posteriormente analisada.
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Figura 4 - Esquema de obteng¢do das fragdes proteica do latex de H. drasticus
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Fonte: autoria prépria (2017).
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4.5 Caracterizacdo Protedomica e Bioquimica Parcial
4.5.1 Espectro de absorcao

A absorcdo da fragdo HALP-90 no intervalo do comprimento de onda entre 200 e 780
nm foi registrada com o intuito de verificar a presenca de moléculas proteicas. Para tanto, preparou-
se uma solu¢do de 10 mg HALP-90/mL NaCl 0,15 M, a qual foi centrifugada a 5000 x g a 4 °C
durante 10 minutos. O sobrenadante foi recuperado e utilizado neste ensaio. As leituras das
absorbancias foram feitas em espectrofotometro, aumentando o comprimento de onda na ordem de
40 nm. Cubeta de quartzo foi utilizada para a faixa de comprimento de onda de 200 a 380 nm,

enquanto, para o intervalo entre 380 e 780 nm, cubeta de pldstico foi utilizada.

4.5.2 Dosagem de proteinas

A quantidade de protefnas soliveis nas diferentes fragdes do liatex de H. drasticus
obtidas durante a realizacdo deste trabalho foi estimada pelo método colorimétrico descrito por
Bradford (1976). Este método € baseado na ligaga@o entre as proteinas presente na amostra analisada
e o corante Coomassie Brilliant Blue G-250, cujo aumento na absorbancia a 595 nm, devido a esta
interacdo, € monitorado. Aliquotas de 100 uLL de amostra foram adicionadas a 2,5 mL do reagente
de Bradford. As solugdes foram levemente agitadas e apds 10 minutos (nunca ultrapassando o
maximo de 1 hora) tiveram suas absorbancias lidas a 595 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata. Albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada como padrao para a construcio da curva de

calibracao.

4.5.3 Cromatografia de troca ionica em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow

A fracdo HALP-90 foi submetida a cromatografias de troca idnica em coluna de DEAE-
Sepharose Fast Flow. Foram realizados dois protocolos de cromatografia, os quais se diferenciam
apenas pelo tampao utilizado para o equilibrio da coluna. Inicialmente, foi usado o tampao Tris-

HC1 0,05 M pH 8,0, o qual foi posteriormente substituido pelo tampao Acetato de Sédio 0,05 M
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pH 5,0. Quanto ao preparo de amostra, 100 mg de HALP-90 foram dissolvidos em 10 mL do tampao
de equilibrio da matriz e centrifugados a 10.000 x g a 4 °C durante 20 minutos. O sobrenadante
obtido foi aplicado na coluna. Para a elui¢do dos picos retido e nao retidos foram utilizados a
solucdo tampao de equilibrio da coluna e 0 mesmo tampao, acrescido de NaCl 0,05 M e de NaCl
0,5 M, respectivamente. Estas concentracdes salinas foram estabelecidas com a aplicacdao de
gradientes salinos lineares em experimentos prévios. Fracdes de 2,0 mL foram coletadas em tubos
de ensaio com auxilio do coletor automatizado Frac-920 (GE) acoplado a uma bomba, sob fluxo
de 15 mL/h. A absorbéncia das fracdes coletadas foi medida a 280 nm por espectrofotometria. Os
picos obtidos foram recuperados e dialisados exaustivamente em membranas com poros de

exclusdo de 14 kDa contra dgua destilada a 4 °C por 72 horas e, em seguida, liofilizados.

O pico ndo retido foi nomeado como PI HALP-90 Sepharose ff pH 5,0. O pico retido,
por sua vez, foi chamado de PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0.

4.5.4 Cromatografia de troca ionica em coluna Mono-Q acoplada ao sistema FPLC

O pico PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 foi submetido a cromatografia de troca idnica
em coluna Mono-Q acoplada ao sistema de FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography). A
coluna foi previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 0,025 M pH 8,5. Quanto ao preparo de
amostra, 1,0 mg de amostra foi dissolvido em 1,0 mL da mesma solucdo de equilibrio da coluna e
centrifugado a 12.000 x g, a 25 °C, por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membranas de
0,22 um (Millipore ®) e, posteriormente, aplicado na coluna. As proteinas retidas na matriz foram
eluidas utilizando gradiente linear de NaCl, durante 25 minutos, a um fluxo de 60 mL/h, e o
contetdo proteico determinado em 280 nm. As fragdes obtidas foram reunidas e utilizadas em

andlises subsequentes.

4.5.5 Espectrometria de massas

As fracoes resultantes das cromatografias de troca idbnica em coluna Mono-Q acoplada
ao sistema FPLC foram digeridas com tripsina modificada grau de sequenciamento. Os produtos

da digestao triptica foram entdo analisados por espectrometria de massas (MS) através de um
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sistema de UPLC-ESI-QUAD-TOF. Para tanto, os peptideos oriunda da digestao por tripsina foram
separados em coluna de fase reversa nanoACQUITY HSS T3 C18 (75 pum x 200 mm), aplicando
um gradiente de acetonitrila de 7% a 40%, contendo 0,1% de 4cido férmico, sob o fluxo de 500

nL/minuto (PANIS et al., 2013).

4.5.5.1 Pesquisa em banco de dados

Os dados obtidos pelo MS foram processados usando o software ProteinLynx Global
Server v. 2.4 (Waters). Os dados foram submetidos a busca na plataforma MASCOT (Matrix

Science Ltd. — www.matrixscience.com). As buscas foram realizadas utilizando o banco de dados

do NCBI restringido para Viridiplantae (Green Plants) e, posteriormente, para todas as entradas.
Carbamidometilacdo das cisteinas e oxidac¢do das metioninas foram consideradas, respectivamente,
como modificacdo fixa e como modificacio varidvel. Na hidrolise por tripsina, foi considerada a
possivel perda de um sitio ativo de clivagem, e a tolerancia das massas dos peptideos e dos

fragmentos foi de + 0,05 Da.

4.5.6 Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida

Eletroforeses unidimensionais em gel de poliacrilamida 12,5% foram realizadas com o
intuito de determinar a massa molecular aparente das diferentes fracdes proteicas obtidas neste
trabalho, além de avaliar os resultados das cromatografias. Para tanto, seguiu-se o método descrito
por Laemmli (1970) com algumas adaptagdes para o uso de géis de separagdo em placa, em sistema

vertical.

Cada gel de eletroforese é formado por um gel de empilhamento, o qual € montado
sobre um gel de separacdo. O gel de empilhamento foi preparado de forma a conter 5% de
poliacrilamida, em tampao Tris-HCI1 0,5 M, pH 6,8 e SDS 1%. Os géis de separacdo foram feitos
com tampao Tris-HCl 3 M, pH 8,9, SDS 1% e 12,5% de poliacrilamida.

A fracdo HALP-90 e HALP foi dissolvida em tampdo Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8
contendo 1% de SDS, 10% de glicerol sem agente redutor. Em seguida, as solugdes foram
submetidas a centrifugacdo a 5000 x g a 25 °C por 10 minutos. Aos sobrenadantes obtidos foram
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adicionados tracos de azul de bromofenol 0,02% e cristais de sacarose, para a marcacao da frente
de corrida eletroforética. Essas mesmas fracdes proteicas foram previamente submetidas a
metodologia de solubiliza¢do de proteinas em tampao piridina-HCI pH 5,0seguida de precipitacio
com acetona/metanol conforme o protocolo de amostras para 2D-E (tépico 3.5.7) antes de terem

seu perfil proteico avaliado por SDS-PAGE (Figura 5).

Figura 5 - Esquema de preparo de amostras para aplicacido em eletroforese unidimensional
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liofilizada

Solubiliza¢ao em tampao
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. ;
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Eletroforese unidimensional g *‘”‘h
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Fonte: autoria prépria (2017).
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Os marcadores de massa molecular fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica bovina
(66,0 kDa), ovoalbumina (45,0 kDa), anidrase carbdnica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa)
e lactoalbumina (14,4 kDa) foram aplicados no primeiro poco de cada gel para a estimacdo da

massa molecular aparente das bandas proteicas visualizadas nos géis.

As corridas eletroforéticas foram realizadas sob amperagem de 15,0 mA por gel,
voltagem inicial de 120 V, a 25 °C. Foi usado como tampao de corrida Tris-HCI 0,025 M pH 8,3,
contendo glicina 0,192 M e 0,1% de SDS. As corridas ocorreram em aproximadamente 2 horas.
Ao final das corridas, os géis foram corados por 4 horas com uma solu¢do de metanol, dcido acético
e dgua destilada (4:1:5; v:v:v) contendo o corante Coomassie Brilhante Blue R-250 e,

posteriormente, revelados com a solu¢do anterior, desta vez, desprovida de corante.

4.5.7 Eletroforese bidimensional

A massa molecular aparente e o ponto isoelétrico das proteinas presentes no PII HALP-
90 Sepharose ff pH 5,0 foram determinados através de eletroforese bidimensional (2D-E),

conforme o método descrito por GORG et al. (2000).

Neste experimento, 10,0 mg da fracdo PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 foram
adicionadas de 20,0 mg de PVPP e, em seguida, dissolvidos em 400,0 uLL de tampao de extracdo
piridina/HCI pH 5,0. A mistura resultante foi agitada por 2 horas a 4 °C e, posteriormente,
centrifugada a 20.000 x g a 4 °C por 20 minutos. O volume obtido de sobrenadante foi precipitado
com quatro volumes de acetona gelada contendo TCA 10% por 12 horas a -20 °C. Transcorrido
esse periodo, o material foi centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores e o precipitado foi
submetido a trés etapas de lavagem com metanol gelado e duas lavagens com acetona gelada,
intercaladas com etapas de centrifugacdes. Apds a ultima centrifugacdo, o microtubo contendo o
pellet de proteinas foi posto no dessecador para a secagem de qualquer resquicio de metanol e
acetona. O pellet foi dissolvido em no maximo 100,0 uL. de uma solugdo composta por ureia 7,0
M e tiroureia 2,0 M, compostos responsaveis pela solubiliza¢do das proteinas. A mistura resultante
foi centrifugada novamente nas mesmas condi¢des anteriores e o teor de proteinas soliveis do

sobrenadante foi estimado pelo método de Bradford (1976). Determinou-se entdo o volume de
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amostra necessario para aplicacdo de 200 ug de proteina por IPG strip. A solucdo de proteinas em
ureia e tioureia foi entdo adicionada de tampao de reidratacdo (ureia 7 M, tioureia 2 M, DTT 1%,
CHAPS 1%, IPG buffer 2% e azul de bromofenol 0,002%) de modo a nao ultrapassar a propor¢ao
de 1:1. A faixa de pH (4-7) das IPG strips assim como o comprimento (11 cm) destas foram

ajustados de acordo com os resultados obtidos.

A etapa de focalizagdo isoelétrica foi realizada utilizando o equipamento EttanTM
IPGPhor IITM (GE-Healthcare) como indicado pelo fabricante. Apds a focalizacao isoelétrica, as
tiras de pH foram congeladas overnight a -20 °C. Posteriormente, as fitas foram descongeladas e
deixadas sob agitacdo em solucdo de equilibrio (Tris-HCI 0,050 M pH 7,0, glicerol 30%, ureia 6
M, SDS 2% e azul de bromofenol) contendo DTT 10,0 mg/mL por 20 minutos e, em seguida, por

mais 20 minutos contendo iodoacetamida 25,0 mg/mL.

A segunda dimensao foi realizada em sistema vertical, em géis de poliacrilamida na
concentracdo de 15% (14 x 14 cm), conforme o método descrito por Laemmli (1970), adaptado
para o uso de géis de separacdo em placas. A corrida eletroforética foi realizada sob amperagem

de 20 mA por gel, voltagem inicial de 200 V, a 25 °C. Os géis foram corados e revelados seguindo

o procedimento para Coomassie Brilliant Blue coloidal (G-250).

Os géis foram digitalizados no ImageScanner (Amersham Biosciences) e as imagens
foram obtidas pelo programa LabScan v. 5.0 (GE Healthcare) e analisadas no programa

ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE Healthcare).

4.5.8 Ensaios enzimdticos
4.5.8.1 Detecgdo da atividade proteolitica total

Azocaseina foi utilizada como substrato ndo especifico para investigar a atividade
proteolitica total presente nas fragdes HALP, HALP-90 e PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0. Para
tanto, 5,0 mg de cada amostra foram dissolvidos em 1,0 mL de tampao acetato de s6dio 0,05 M pH
5,0 (pH do latex) e centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a 10 °C. Aliquotas de 200 uL dos
sobrenadantes foram utilizadas no ensaio, que foi realizado em triplicata. O volume 40,0 uL de
uma solucao de DTT 0,003 M permaneceu em contato com as aliquotas por 10 minutos antes de
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200,0 uL de azocaseina 1% ser adicionado ao meio reacional. O volume de reacao foi completado
para 400,0 uL. com o tampdo usado para a dissolu¢dao das amostras, e a mistura final foi incubada
a 37 °C por 1 hora. Em seguida, as reacdes foram interrompidas mediante adicdo de 400,0 uL de
dcido tricloroacético (TCA) 12,0%. As amostras foram entdo centrifugadas nas mesmas condi¢des
anteriores e 400,0 uL de sobrenadante foram alcalinizados com 400,0 uL de NaOH 2,0 M. O grupo
controle consistiu dos mesmos reagentes, porém neste, o substrato foi adicionado apds a
interrupcao das reagdes. As leituras espectrofotométricas dos produtos da reagdo foram realizadas
a 420 nm. Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de enzima capaz de

aumentar a absorbancia em 0,01 em uma hora (XAVIER-FILHO et al., 1989).

4.5.8.2 Atividade quitinolitica

A atividade quitinolitica foi mensurada seguindo o método colorimétrico descrito por
Oliveira, Gondim e Vasconcelos (2010). O principio do ensaio consiste na liberacdo de N-acetil-
D-glucosamina (NAG) a partir da acado hidrolitica das enzimas presentes na amostra sobre a quitina
coloidal. Para tanto, 250 pL de quitina coloidal foram adicionados a 250 pL das fracoes HALP,
HdLP-90 e PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 (1 mg/mL) e incubados a 37 °C por 1 hora. Em
seguida, a reagdo foi interrompida por fervura a 98 ° C, por 5 minutos. Apds o resfriamento em
banho de gelo por 5 minutos, as amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 20 minutos a 10 °C.
A seguir, 10 pLL da enzima glucoronidase foram adicionados a 300 pL de cada sobrenadante e
incubados novamente, a 37 °C, por 1 hora. Esta segunda etapa também foi interrompida por meio
de fervura a 98 °C seguido de resfriamento em gelo ambos por 5 minutos. Para determinacio da
quantidade de NAG liberada, 310 pL. dos hidrolisados foram acrescidos de 190 pL de tampao
acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2 e 100 pL de tetraborato de potdssio 0,6 M. A mistura reacional foi
fervida a 98 °C, por 5 minutos. Apds resfriamento, foram adicionados 1 mL da solucdo de p-
dimetilaminobenzaldeido (DMAB) e incubado a 37 °C por 20 minutos. Decorrido este periodo, as
leituras das absorbancias foram imediatamente feitas no comprimento de onda de 585 nm. A
atividade quitinolitica foi expressa em nanokatal (nkat) por pug de proteina. O ensaio foi realizado
em triplicata. No controle negativo, a quitina coloidal foi adicionada somente apds a reagao ter sido

interrompida por meio da primeira etapa da fervura.
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4.5.9 Dot Blot

Os anticorpos policlonais contra osmotina e 0s contra proteases foram produzidos em
coelho macho de 4 meses de idade da raca Nova Zelandia, obtido do departamento de Zootecnia
da Universidade Federal do Ceard. Para tanto, seguiu-se a metodologia descrita por Kundu e

colaboradores (2000).

Dois Dot Blots foram realizados com o objetivo de confirmar os resultados obtidos na
andlise por espectrometria de massas da fracdo PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0, assim como nos
ensaios proteoliticos realizados. Em um destes, investigou-se a presenga de osmotinas nas fragdes
proteicas de HALP-90 semelhantes aquelas presentes na fracao proteica total do latex de Calotropis
procera (CpLP). No outro, foi verificado a presenca de proteases semelhantes as do pico PII de

CpLP em coluna CM-Sepharose Fast Flow pH 5,0 (PII CpLP Sepharose ff pH 5,0).

Para tanto, aliquotas de 10 pL das amostras de cada amostra (I mg/mL) foram
adicionadas em tiras de membrana de nitrocelulose, que foram deixadas em temperatura ambiente
por 10 minutos para secagem das gotas. As tiras foram entdo bloqueadas com leite desnatado 5%
em tampao PBS (NaCl 0,13 M, KCl 0,0026 M, NaHPO4 0,0053 M, NH2PO40,0017 M, pH 7,4)
sob agitacdo por 2 horas a 25 °C. Decorrido este periodo, a solu¢do bloqueadora contendo leite
desnatado foi descartada, e as membranas de nitrocelulose foram lavadas trés vezes com o tampao
PBS. Posteriormente, os anticorpos primarios (anti-CpOsm ou anti-protease de C. procera) foram
adicionados a uma nova solu¢do bloqueadora contendo leite desnatado 5%. Repetiu-se o0 mesmo
periodo de agitagdo. Em seguida, as membranas foram novamente lavadas com tampao PBS e
incubadas com o anticorpo secundario anti-igG de coelho produzido em cabra, na diluicdo de
1:5.000, conjugado com fosfatase alcalina por mais duas horas a 25 °C. Finalmente, apds trés
lavagens sucessivas idénticas as anteriores, a reacdo de revelacdo foi desenvolvida utilizando o
substrato  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate-nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT), que
consistiu de Tris-HCI 0,02 M pH 9,0, NaCl 0,1 M, MgCl1 0,0025 M, NBT 10 mg/mL e BCIP 25
mg/mL. As membranas foram mantidas em agitacdo com a solucdo do substrato até que fossem
observados circulos roxos no local onde as aliquotas das amostras foram aplicadas (pelo menos no
controle positivo). BSA 1 mg/mL foi utilizada como controle negativo para os dois ensaios.

Utilizou-se PII CpLP Sepharose ff pH 5,0 (1 mg/mL) como controle positivo para o Dot Blot com
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anticorpo anti-protease. No Dot Blot para detec¢do de osmotinas, por sua vez, utilizou-se CpLP (5

mg/mL) como controle positivo.

4.6 Ensaios biolégicos
4.6.1 Ensaio antifiingico
4.6.1.1 Cultivo do fungo e obtengdo da solugcdo de esporos

O fungo Colletotrichum gloeosporioides foi cultivado em placas de Petri contendo 25
mL meio de cultura Sabourad Dextrose Agar (SDA) na concentracdo de 65,0 g/L de dgua destilada.
O meio foi esterilizado por autoclavagem a 120 °C, 1,5 kgf por 20 minutos. As culturas foram
mantidas em cdmara de germinagdo do tipo B.O.D., a 27 + 2°C, umidade relativa de 70% e
fotoperiodo de 12 horas. Os fungos foram renovados através da transferéncia de pellets de uma
placa contendo uma “cultura origem” para outra placa contendo apenas meio de cultura SDA.
Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar com o auxilio de chama

para a manutenc¢do da assepsia do ambiente.

A metodologia de obten¢do das suspensdes de esporos seguiu o protocolo descrito por
Melo e colaboradores (1997), com algumas modifica¢des. Esta consistiu na adi¢do de 5 mL de
agua destilada estéril sobre fungos crescidos em placa de Petri ha duas semanas. A liberacao dos
esporos foi feita por meio de movimentos suaves realizados na superficie do micélio, com o auxilio
de uma alca de Drigalski previamente flambada. A suspensao € entdo recuperada com o auxilio de
pipeta automatica e filtrada em malhas finas de nylon estéreis, etapa que permite a reten¢do das
hifas remanescentes. O filtrado resultante é denominado suspensdo padrdo de esporo e tem sua
concentracdo ajustada para 2 x 10° esporos/mL com o auxilio de uma cAmara de Neubauer em
microscépio 6ptico. A suspensdo resultante (2 x 10° esporos/mL) foi usada nos bioensaios com

fungos.

4.6.1.2 Ensaio de inibicdo do crescimento micelial
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Este ensaio foi realizado conforme a metodologia descrita por Broekaert et al. (1990),
com algumas adaptagdes. Os ensaios foram realizados em placas estéreis de microtitulagdo de 96
pocos de fundo chato. Em cada pogo, foram adicionados 90,0 uL. de meio YPD (Yeast Peptone
Dextrose) e 10,0 pL da suspensio de esporos (2,0 x 10° esporos/mL). As placas foram mantidas na
auséncia de luz por 16 horas e, transcorrido este periodo, foram adicionados 100,0 pL. das amostras
testadas. As amostras analisadas neste ensaio foram solu¢des de HALP-90 (previamente filtradas
em membranas de 0,22 pm) e sua fracao PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 e HALP em diferentes
concentracoes (5,0; 2,5; 1,2 e 0,6 mg/mL Acetato de S6dio 0,05 M pH 5,0). O crescimento micelial
do fungo foi monitorado por meio da leitura daabsorbancia a 620 nm em leitor de ELISA (Biotrak
II Plate Reader, Amersham Biosciences), em intervalos de 12 horas, até um total de 48 horas. O
controle positivo para o crescimento micelial foi constituido do tampdo acetato de soédio 0,05 M
pH 5,0, mesma solucdo na qual as amostras analisadas foram dissolvidas, enquanto peroxido de
hidrogénio 0,05 M foi utilizado como controle negativo para o crescimento micelial dos fungos. O

ensaio foi realizado em triplicata.

4.6.2 Ensaio inseticida

Os ensaios inseticidas consistiram da avaliacdo do desenvolvimento das larvas e de
insetos adultos de Callosobruchus maculatus mantidos em dieta artificial enriquecida com a fracao
HALP-90. Esta dieta foi constituida de um sistema de sementes artificiais, no qual cdpsulas de
gelatina foram preenchidas com farinha de feijdo de corda, adicionada ou ndo da fracio proteica
em estudo. A metodologia seguida foi descrita por Macedo e colaboradores (1993), com algumas

modificagdes.

4.6.2.1 Preparo da farinha de feijdo e das sementes artificiais

Sementes de Vigna unguiculata susceptiveis ao ataque de insetos foram utilizadas para
a preparagdo da farinha de feijao. Para tanto, as sementes foram destegumentadas e trituradas em
moinho elétrico. A farinha resultante foi entdo macerada em gral e pistilo para a obten¢ao de uma

farinha de fina granulacdo. Diferentes concentracdes da fragdo testada foram cuidadosa e
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exaustivamente misturadas com a farinha do feijao com o auxilio de gral e pistilo para a obtencao

de uma mistura homogénea (Figura 6).

As sementes artificiais foram preparadas em uma encapsuladora manual utilizando
capsulas gelatinosas n° 1 (capacidade de 0,5 mL). Uma vez prontas, as sementes foram colocadas
em contato com a farinha de feijdo (desprovida da frac@o proteica) por 24 horas antes de serem
submetidas a ovoposi¢ao. Esta etapa permite que as sementes artificiais adquiram o odor
caracteristico do feijdo, o que facilita a aceitacao dessas pelos insetos. Capsulas contendo apenas a

farinha de feijao foram utilizadas como controle negativo.

Figura 6 — Esquema do preparo da farinha de feijao e das sementes artificiais

Py

Destegumentagio Maceragio

HdALP-90

Trituragdo

1em

Sementes de Vigna
unguiculata

Farinha de fina »
granulacdo

Sementes artificiais

Capsulas gelatinosas

Fonte: Autoria prépria (2017).

4.6.2.2 Avaliacdo do desenvolvimento larval de Callosobruchus maculatus

Neste ensaio, avaliou-se o efeito de quatro concentracdes de HALP-90 (0,1%, 0,5%,
1,0% e 1,5%) sobre o desenvolvimento larval de Callosobruchus maculatus. Cinco tratamentos
foram conduzidos, os quais foram as quatro concentragcdes de HALP-90 ja mencionadas e o controle
negativo (cdpsulas contento apenas farinha de feijao). Cada grupo experimental foi realizado em
quadruplicada e consistiu de cinco sementes artificiais (totalizando vinte sementes por tratamento)

acondicionadas em potes plasticos com tampa perfurada. Insetos com um dia de idade ndo sexados
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foram introduzidos em cada pote em quantidade aleatdria, porém, suficiente para atingir o nimero
minimo de cinco ovos por semente em um periodo de 24 horas. Decorrido este periodo, os insetos
foram descartados e o nimero de ovos ajustado para cinco por semente com o auxilio de uma
navalha. Apds 22 dias, as sementes foram abertas para avaliagdao da sobrevivéncia e peso larval. A
porcentagem de sobrevivéncia das larvas foi determinada por meio da correlagdo entre o nimero

de larvas vivas com o total de ovos eclodidos.
4.6.2.3 Avaliagdo do desenvolvimento dos insetos adultos

Este ensaio foi realizado concomitantemente ao experimento anteriormente descrito.
As mesmas condi¢Oes experimentais foram seguidas, com excecdo da abertura das sementes apos
22 dias da ovoposi¢ao. Neste segundo ensaio, o completo desenvolvimento larval até a emergéncia
dos adultos foi permitido. Apds a primeira emergéncia, a eclosdo dos insetos foi acompanhada
durante 17 dias, nos quais o nimero de insetos emergentes assim como o dia da eclosdo foram
registrados. Desta forma, dois parametros puderam ser avaliados: o tempo médio de

desenvolvimento e o percentual de emergéncia de adultos.

4.6.2.4 Andlise estatistica

As diferengas entre os grupos no experimento inseticida foram obtidas a partir de
andlise de variancia (ANOVA, n = 5) seguida do teste de Tukey para multiplas comparacdes, de
acordo com a necessidade onde valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significantes.

Para tanto, utilizou-se o programa GraphPad Prism Software versao 5.0 (San Diego, CA).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacao Bioquimica e Proteomica Parcial

O fracionamento do latex de Himatanthus drasticus, o qual foi realizado por meio
de etapas de centrifugagdo, precipitacdo proteica com 90% de saturacdo de sulfato de amodnio e
didlises, resultou na obtencdo de uma fragdo constituida principalmente por borracha e outra
composta por proteinas soltveis. Esta foi entdo denominada HALP-90 (Himatanthus drasticus

latex proteins precipitadas com 90% de saturacdo de sulfato de amodnio).

A presenga de proteinas na fragdo HALP-90 foi primeiramente investigada por meio
da realizacdo de um espectro de absorcdo na faixa do comprimento de onda de 200 nm a 760
nm. A presenca de um pico de absorbancia no comprimento de onda de 280 nm € caracteristico
de amostras de natureza proteica e, logo, sugere a presenca de proteinas nessa fracdo (Figura

7).

Figura 7 — Espectro de absorcao da fracio HALP-90
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Fonte: autoria prépria (2017). As absorbancias foram lidas a partir de uma solucio de 10 mg HALP-90/mL NaCl
0,15 M em espectrofotometro, aumentando o comprimento de onda na ordem de 40 nm.

Posteriormente, avaliou-se a propor¢do de ambas as fracdes no latex. Como pode
ser observado na Tabela 4, a fracdo proteica representa aproximadamente 5,6% do latex. A
fracdo borracha, a qual também possui outros metabdlitos secundérios insoliveis além de
polimeros de isopreno, corresponde a aproximadamente 94,4% e, portanto, constitui-se da
fracdo majoritaria do leite de janaguba. O teor de proteinas soliveis da fracdo HALP-90 foi

estimado pelo método de Bradford e calculado como sendo 0,66 + 0,01 mg/mL.
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Tabela 4 — Rendimento do fracionamento do latex de H. drasticus

- Fracao proteica p
b
4 (D bieel v (HdLP-90)° Total de massa Teor de/pr(.)tdemas
Aliquotas® . soluveis
proteica (mg/mL) .y
mg % mg % (gl
1 478300  94.930 25.500 5.060 0.170 0.670
2 529.800  94.810 29.000 5.180 0.190 0.660
3 490.500  93.320 32.100 6.670 0.210 0.651
Média 499.533 94.353 28.867 5.637 0.190 0.660
Desvio Padrao  #26.912  +0.897 +3.302 +0.897 +0.020 +0.010

Fonte: autoria prépria (2017). *Aliquotas de 150 mL de latex; °Precipitado resultante da primeira etapa de
centrifugacio ap6s coleta do latex: constituido de borracha e outros compostos insoliveis; ‘Fracdo proteica HdLP-

90 considerada como livre de borracha e soldvel em dgua; 9Teor de protefnas soldveis estimado pelo método de
Bradford (1976).

O perfil proteico de HAL.P-90 e HALP foi analisado por eletroforese unidimensional
em gel de poliacrilamida 12,5% na presenca de SDS 1% (agente desnaturante) (Figura 8). A
fragao HALP-90 apresentou um perfil de proteinas mais diversificado que a fracdo HALP, cuja
metodologia de obtenc@o ndo inclui a etapa de precipitacdo com 90% de sulfato de amonio.
HALP-90 apresentou bandas proteicas na faixa de 97 kDa a 14,4 kDa. Dentro deste intervalo,
ha pelo menos cinco bandas proteicas no perfil de HALP-90 que estdo ausentes no perfil de
HALP. Desta forma, concluiu-se que a metodologia utilizada neste trabalho proporcionou a
obtencdo de uma fracdo do latex de H. drasticus mais rica em termos de contetido proteico

quando comparada a metodologia utilizada por Matos (2010) na obten¢ao de HALP.
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Figura 8 - Perfis proteicos de HALP e de HALP-90
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Fonte: autoria prépria (2017). SDS-PAGE 12,5%. As quantidades acima das linhas indicam o volume aplicado em
cada pogo a partir de solugdes de 10 mg/mL. Marcador de massa molecular (M): fosforilase B (97,0 kDa);
albumina sérica bovina (66,0 kDa); ovoalbumina (45,0 kDa); anidrase carbdnica (30,0 kDa); inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa).

A Figura 9 apresenta o perfil proteico de ambas as amostras em SDS-PAGE
quando estas sdo submetidas ao protocolo de preparo de amostra para eletroforese
bidimensional. Foram obtidos perfis mais limpos e similares para duas as fragdes, porém menos
diversificados quando comparado ao resultado anterior (Figura 8). Pelo menos duas bandas
presentes no perfil de proteinas de HALP e HALP-90 estdo ausentes na Figura 9, como as bandas
de massa molecular aparente entre 20,1 e 14,4 kDa. Apesar de a massa inicial de material
liofilizado das duas fracdes ter sido a mesma, assim como os volumes aplicados nos pocos do
gel, verificou-se que a fracao HALP-90 apresentou bandas proteicas mais escuras e, portanto,

mais concentradas.
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Figura 9 - SDS-PAGE 12,5% das fragées HALP, HALP-90
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Fonte: autoria prépria (2017). As amostras foram preparadas segundo o protocolo de extragdo de proteinas com
tampao pirimidina/HCl pH 5,0 e precipitacdio de proteica com acetona, TCA e metanol para eletroforese
bidimensional. Iniciou-se o processo com 10 mg de cada fracdo. Linha M: Marcadores de massa molecular. Linha
A: HALP; Linha B: HdLP-90. Foram aplicados 30 pL de amostra em cada poco.

Os resultados apresentados na Figura 9 sugerem que a fracdo HALP-90 ¢é
relativamente concentrada e possui uma grande diversidade de proteinas, tendo sido, portanto,

o foco de estudo dos demais experimentos realizados neste trabalho.

Baseando-se em experimentos prévios (ndo mostrados), verificou-se que HdLP-
90 interage com matrizes cromatograficas de carga positiva (trocadora de anions). Logo, esta
fracdo apresenta majoritariamente proteinas de carga negativa. Desta forma, foram realizadas
cromatografias de troca i0nica em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow. Inicialmente,
trabalhou-se com o tampao de equilibrio Tris-HCI 0,05 M pH 8,0. Para elui¢do das proteinas
retidas pela matriz, esta solucdo foi acrescida de NaCl 0,05 M e NaCl 0,5 M. O perfil
cromatografico obtido, assim como o SDS-PAGE das subfracdes resultantes estao apresentados
na Figura 10 - a e 9 - b, respectivamente. Posteriormente, esta cromatografia foi realizada
utilizando-se o tampao acetato de sédio 0,05 M pH 5,0 como solugdo de equilibrio da coluna.
As concentragdes salinas foram mantidas. Os resultados obtidos estdo mostrados nos itens (c)

e (d) da Figura 10.
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Figura 10 - Perfil cromatografico e eletroforético de HALP-90 em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow
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Fonte: autoria prépria (2017). Foram aplicados 100 mg de HALP-90 dissolvidos em 10 mL de tampao Tris-HCI
0,05 M pH 8,0 (a) ou Acetato de sddio 0,05 M pH 5,0 (c) (solug¢do de equilibrio da coluna). Foi estabelecido um
fluxo de 60 mL/h e obtidas fragdes de 2 mL. Em (a) e (c), as setas indicam quando a solug¢do tampao acrescida de
NaCl 0,05 M e de NaCl 0,5 M foi aplicada, respectivamente. (b) e (d) representam os perfis eletroforéticos de PI
e PII de HALP-90 quando a coluna foi equilibrada com tampao Tris-HC1 0,05 M pH 8,0 (b) ou tampao acetato de
s6dio 0,05 M pH 5,0 (d).
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Em ambos os cromatogramas obtidos (Figura 10 — A e C), observa-se a presenga
de dois picos, um ndo retido (PI HALP-90 Sepharose ff pH 5,0), eluido com o tampao de
equilibrio da coluna, e um pico retido (PIl HALP-90 Sepharose ff pH 5,0), eluido com a solu¢do
de equilibrio acrescida de NaCl 0,5 M. Estas subfra¢des foram reunidas, dialisadas e liofilizadas

separadamente e, posteriormente, analisadas por SDS-PAGE 12,5%.

Os perfis proteicos dos picos PII de HALP-90, oriundos das cromatografias em pH
5,0 e em pH 8,0, ndo apresentaram distin¢cdo entre si, além serem similares ao perfil de HdLP-
90 (Figura 10 B e D). Também ndo foram observadas diferencas entre os picos nao retidos.
Esse resultado sugere que as proteinas da fracio HALP-90 ndo foram separadas de modo

eficiente por nenhum dos processos cromatograficos testados.

Entretanto, a cromatografia realizada em pH 5,0 foi mais eficaz na remocao de
pigmentos presentes na fragc@o proteica total do latex de H. drasticus, que possui uma coloragao
marrom bem caracteristica. Como pode ser observado na Figura 11, o material liofilizado de
PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 mostrou-se desprovido dessa cor caracteristica. Desta forma,
essa subfracdo foi posteriormente aplicada em matrizes cromatograficas mais refinadas em

detrimento do PII em pH 8,0 para evitar danificar as colunas devido a presenca de pigmentos.

Figura 11 — Amostras proteicas liofilizadas do latex de Himatanthus drasticus

(a) (b) (c)

1an

Fonte: autoria prépria (2017). (a) HALP-90; (b) PII HALP-90 Sepharose ff pH 8,0; (c) PII HALP-90 Sepharose ff
pH 5.0.

O pico PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 teve seu perfil proteico analisado por
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamina 15% (Figura 12). Foram focalizadas
proteinas principalmente na faixa de pH de 4,0 a 4,6. Portanto, o ponto isoelétrico destas
macromoléculas estd dentro deste intervalo de pH acido. Logo, em pH 5,0 e em pH 8,0, a carga
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liquida das proteinas € negativa, o que justifica a sua interacdo com os ligantes dietilaminoetil
da matriz de DEAE-Sepharose Fast Flow nestes pHs. Com relagdo ao peso molecular aparente
das bandas, hé pelo menos trés spots no gel: um com massa molecular de aproximadamente 45

kDa e outros dois entre 20,1 e 14,4 kDa.

Figura 12 - Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (15%) do PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0
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Fonte: autoria prépria (2017). Foram aplicados 200,0 pug de proteinas. Fita de 11 cm com gradiente de pH
imobilizado (4-7). Os valores acima das imagens tridimensionais dos spots referem-se ao pl das proteinas. Gel
revelado com coomassie coloidal (G-250).

Esta mesma fracdo foi posteriormente submetida a cromatografia de troca idnica
em coluna MonoQ acoplada ao sistema AKTA. Esta coluna foi utilizada porque se trata de uma
matriz cationica forte e, portanto, trocadora de anions. Esta propriedade permite a interagao da
matriz positiva com as proteinas presentes no PII, j4 que possuem carga liquida negativa em

pH 8,5, valor de pH no qual que a cromatografia foi realizada.

Todavia, como pode ser observado na Figura 13, PII HdLP-90 Sepharose ff pH 5,0

foi fracionado em pelo menos trés picos ndo bem definidos. Portanto, novamente, a separagcdo
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das proteinas por cromatografia ndo foi eficiente. As fragdes coletadas, indicadas no gréfico,
foram digeridas com tripsina e os produtos dessa digestdao foram analisados por espectrometria
de massas (ESI-QUAD-TOF). Os dados gerados foram entdo submetidos ao programa de busca

MASCOT (Matrix Science Ltd. — www.matrixscience.com), utilizando o NCBI como banco de

dados, restringido para Viridiplantae (Green Plants). O resultado desta andlise estd contido na
Tabela 5, onde se observa que todas as fracdes analisadas foram identificadas como osmotina
ou proteina do tipo taumatina. De fato, o perfil proteico, em gel de eletroforese, dessa fragao
cromatografica contém uma banda proteica com peso molecular aparente em torno de 20,1 kDa
(Figura 10 —¢), que € préximo a massa molecular de 22 kDa da osmotina do litex de Calotropis
procera. Todavia, as demais bandas visualizadas no gel, cujas massas moleculares nio estao
dentro do intervalo de 20 a 30 kDa, caracteristico das osmotinas, ndo foram identificadas por

esta analise.

Figura 13 — Cromatograma do PII HdLP-90 Sepharose ff pH 5,0 em coluna MonoQ acoplada ao sistema AKTA-
FPLC

Him athartis drasticus mono) 003:10_Cond
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Fonte: autoria prépria (2017). Foi aplicado 1 mg de amostra dissolvido em 1 mL de Tris HCI 0.025 M pH 8.5,
tampdo usado como solucdo de equilibrio da coluna MonoQ. As fracdes foram eluidas mediante aplicagdo de
gradiente salino de NaCl (linha verde). As fracdes A10, All, A12, B12, B11, B10 e B9 foram coletadas para
posterior andlise por espectrometria de massas.

PApddichh  weme
20.0

250 ml

64


http://www.matrixscience.com/

QUEIROZ, J.F.N., 2017.

Tabela 5 - Sequéncias de aminodcidos determinadas por ESI-Q-TOF a partir das sete subfragdes do PII
HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 submetido a cromatografia em coluna MonoQ.

Descricio e origem

Fragiio Teorico Esco.re Seque.nc1a flos peptideos ID (NCBI) das proteinas
proteico identificados . -
identificadas
MM (kDa) | pl
DRCPDAYSYPK Proteina do tipo
27.2 5.35 227 CPDAYSYPKDDQTSTFTCPGGTNYR 2i[590727876 taumatina
[Theobroma cacao]
Al10
Proteina do tipo
25.2 8.15 115 TNCNFDGAGR i[14290151 taumatina
[Sambucus nigra)
DRCPDAYSYPK . Taumatina
272 5.35 230 CPDAYSYPKDDQTSTFTCPGGTNYR gi[590727876 [Theobroma cacao)
All
Osmotina
25.1 8.58 106 TNCNFDGAGR 2i|6470277 [Fragaria x
ananassa|
DRCPDAYSYPK 2i|590727876 Proteina do tipo
27.2 3.35 212 CPDAYSYPKDDQTSTFTCPGGTNYR faumatina
[Theobroma cacao]
Al2
Osmotina
25.1 8.58 102 TNCNFDGAGR 2i|6470277 [Fragaria x
ananassa]
CPDAYSYPK . Osmotina
22.9 8.49 92 DDQTSTFTCPGGTNYR 2i[88193285 [Theobroma cacao]
B9 .
Osmotina
25.1 8.58 85 TNCNFDGAGR 2i|6470277 [Fragaria x
ananassa]
22.9 8.49 155 CPDAYSYPKDDQTSTFTCPGGTNYR  gil88193285 Osmotina
[Theobroma cacao]
B10 Osmotina
25.1 8.58 107 TNCNFDGAGR 2i|6470277 [Fragaria x
ananassa]
BII 272 5.35 185 DRCPDAYS YPK 2i[590727876 Taumatina

CPDAYSYPKDDQTSTFTCPGGTNYR

[Theobroma cacao]

Fonte: autoria prépria (2017).
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Dot Blot utilizando anticorpos primdrios anti-osmotina do latex de Calotropis procera
(anti-CpOsm) e anticorpos secunddrios anti-IgG produzidos em coelho foi realizado para apoiar o
resultado apresentado na tabela 5. Os controles positivos e negativos consistiram respectivamente
de CpLP e BSA. Como podem ser observados na Figura 14, os anticorpos anti-CpOsm
reconheceram a osmotina presente no latex de C. procera. Houve também reconhecimento das
proteinas presentes no PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 por parte do anticorpo primério utilizado.
Este resultado, portanto, corrobora com o apresentado na tabela 5 e, juntos, fortemente evidenciam
a presenca de osmotinas no pico retido oriundo da cromatografica de troca idnica em coluna de
DEAE-Sepharose Fast Flow em pH 5,0. Entretanto, ndo houve reagdo cruzada entre antiCp-Osm

e as proteinas presentes em HdLP-90.

O fraco reconhecimento das osmotinas de PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 pelos
anticorpos anti-CpOsm pode ser devido a diferengas existentes, como o massa molecular, entre as
osmotinas presentes no latices dessas duas espécies de plantas. Como pode ser visualizado na
Figura 12, o perfil proteico de PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 ndo possui uma banda com massa
molecular aparente de 22 kDa, que o valor relatado na literatura para a osmotina do latex de C.

procera.

Figura 14 — Reconhecimento de osmotinas no latex de Himantanthus drasticus semelhantes a osmotina do latex de
Calotropis procera por meio de Dot Blot

CpLP BSA HdLP HdLP-90 PII (pH 5,0)

Fonte: Autoria prépria (2017). Abreviou-se o nome da fracdo PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 para PII (pH 5,0).
Controle positivo: CpLP; Controle negativo: BSA. Foram aplicados 10 uL de cada amostra. Anticorpos anti-CpOsm
policlonais foram utilizados como anticorpo primdrio, enquanto o anticorpo secunddrio consistiu de anti-IgG marcado
com fosfatase alcalina.
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5.1.1 Caracterizacao Enzimdtica Parcial

A presenca de proteases nas fracdes HALP, HALP-90 e PII HALP-90 Sepharose ff pH
5,0 foi investigada por meio da realizacdo de ensaios proteoliticos colorimétricos utilizando
Azocaseina como substrato inespecifico. Verificou-se que nenhuma das fracdes foi capaz de

degradar o substrato testado.

Para confirmar este resultado, foi realizado ainda um Dot Blot utilizando anticorpos
primdrios anti-proteases do latex de Calotropis procera produzidos em coelho e anticorpos
secunddrios anti-IgG de coelhos. Neste ensaio, CpPIl (PIl de Calotropis procera em CM-
Sepharose Fast Flow) foi utilizado como controle positivo, enquanto BSA foi usada como controle
negativo (Figura 15). Como mostra a Figura 15, nenhuma das fragdes proteicas do latex de H.
drasticus reagiu com os anticorpos anti-proteases. Este resultado sugere que o latex de H. drasticus

ndo possui proteases semelhantes a do latex de C. procera.

Figura 15 — Reconhecimento de proteases no latex de Himantanthus drasticus semelhantes a proteases de CpPII por
meio de Dot Blot

PIl
BSA  HdALP HALP-90 (pH 5,0) CpPII

Fonte: Autoria préopria (2017). Abreviou-se o nome da fracdo PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 para PII (pH 5,0).
Controle positivo: CpPII; Controle negativo: BSA. Foram aplicados 10 pL de cada amostra. Anticorpos anti-protease
de Calotropis procera foram utilizados como anticorpo primdrio, enquanto o anticorpo secunddrio consistiu de anti-
IgG marcado com fosfatase alcalina.

Investigou-se a presenca de quitinases nessas mesmas fracdes. Para tanto, realizou-
se um ensaio fotocolorimétrico para deteccao de atividade quitinolitica utilizando quitina coloidal
como substrato. HALP e HdALP-90 apresentaram elevada atividade quitindsica. Entretanto, a
atividade quitindsica de PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 foi mensurada como sendo
aproximadamente metade do valor registrado para HALP-90, que € sua fracdo de origem (Figura

16).
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Figura 16 — Atividade quitinolitica de fracdes proteicas do latex de Himatanthus drasticus
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Fonte: autoria prépria (2017). Uma aliquota de 250 uLL das amostras testadas a partir de uma solu¢do de 1 mg/mL foi
utilizada no ensaio. A atividade foi expressa em nanokatal (nkat) por miligrama de massa. As colunas correspondem
as médias de cada triplicata.

5.2 Ensaios Biologicos
5.2.1 Atividade antifiingica

O potencial antifingico das fracdes proteicas provenientes do leite de janaguba foi
averiguado contra o crescimento micelial do fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides.
Para tanto, registrou-se a absorbancia do meio de cultivo contendo os esporos do fungo acrescido
ou ndo das amostras testadas no comprimento de onda de 620 nm. Os gréficos da Figura 17
mostram que nao houve inibicdo do crescimento micelial. Observou-se que a maior concentracao
de amostra testada (5,0 mg/mL) para todas as fracOes proteicas foi aquela na qual houve maior
crescimento do micélio. Além disto, o crescimento micelial na menor concentragdo de amostra
testada (0,6 mg/mL) foi ainda superior ao observado para o controle positivo (tampao acetato de
sédio 0,05 M pH 5,0). Portanto, as amostras avaliadas parecem ter exercido efeito probidtico sob

o crescimento de C. gloeosporioides.
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Figura 17 - Avaliacdo do efeito das fracdes proteicas do latex de H. drasticus sobre o crescimento micelial do fungo
C. gloeosporioides
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Fonte: autoria prépria (2017). (a) HALP, (b) HALP-90, (c) PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0. Ambas as amostras foram
testadas em diferentes concentragdes (5,0; 2,5; 1,2 e 0,6 mg/mL). O controle positivo para o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides foi constituido do tampéo acetato de sédio 0,05 M pH 5,0, solu¢@o na qual as amostras
foram dissolvidas, enquanto peréxido de hidrogénio (H20>) 0,05 M foi utilizado como controle negativo.
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3.2.2 Atividade inseticida

A dltima atividade bioldgica avaliada foi o possivel efeito deletério das proteinas
presentes na fracdo HALP-90 sobre o desenvolvimento de larvas e de insetos adultos de
Callosobruchus maculatus. Para tanto, realizou-se um ensaio inseticida utilizando um sistema de
sementes artificiais enriquecidas com diferentes concentra¢des de HALP-90 (0,1%, 0,5%, 1,0% e
1,5%), no qual o grupo controle consistiu de sementes contendo apenas a farinha do feijao
macerada. Neste ensaio, foram avaliados o efeito das proteinas dessa fracao sobre a sobrevivéncia

e peso larval, emergéncia e tempo médio de desenvolvimento dos insetos adultos.

Verificou-se que mesmo a menor concentracio de HALP-90 foi capaz de causar
significativo (p<0,05) efeito deletério sobre o desenvolvimento larval de C. maculatus. O
percentual de sobrevivéncia e a massa média das larvas crescidas no grupo controle foram
respectivamente 56,38 + 3,15% e 8,08 = 1,25 mg. Esses valores para o grupo 0,1% de HALP-90
foram reduzidos para 11,01 + 2,10% e 1,15 + 0,47 mg. Houve uma reducido ainda maior na
sobrevivéncia (9,14 = 3,99%) e na massa das larvas (0,83 + 0,63 mg) que se alimentaram de
sementes contendo 0,5% de HALP-90. Para o grupo no qual as sementes artificiais foram
enriquecidas com 1,0% HALP-90, os valores registrados para esses dois parametros foram de
aproximadamente 7,21 +2,37% e 0,36 + 0,11 mg. A adic@o de 1,5% de HALP-90 as sementes, por
sua vez, implicou o maior efeito toxico observado ja que ndo houve o desenvolvimento de larvas

em nenhuma das repeti¢des do grupo (Figura 18 — A e B).

No que tange a toxicidade causada aos insetos adultos, verificou-se que todas as
concentragcdes de HALP-90 testadas provocaram significativa reducdo do percentual de emergéncia
de adultos. O valor registrado para o grupo controle foi 41,33 + 2,3%, enquanto para os grupos
0,1% e 0,5% de HALP-90 foram, respectivamente, 14,00 £ 2,82% e 7,00 £ 2%. Portanto, os
percentuais de emergéncia de adultos nas sementes enriquecidas com 0,1% e 0,5% da fracao
proteica estudada foram, respectivamente, em torno de 3 e 6 vezes menores que o os valores
registrados para o grupo controle. Nao houve emergéncia de insetos adultos durante os 17 dias de
conducdo experimento (apds a emergéncia do primeiro inseto adulto) nos tratamentos com 1,0% e

1,5% da fracdo proteica (Figura 18 — C e D).

O tempo médio de desenvolvimento dos adultos, por sua vez, foi de 36,54 + 1,00 dias

para o grupo controle. Como pode ser visualizado no grafico D da Figura 18, as sementes artificiais
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preparadas com 0,5% aumentaram significativamente (p<0,05) esse tempo para 40,5 + 0,5 dias.

N3ao foi observado aumento significativo nesse parametro para o tratamento com 0,1% de HALP-
90.

Figura 18 - Avaliacdo do efeito inseticida da fragio HALP-90 sobre o desenvolvimento de C. maculatus
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Fonte: autoria prépria (2017). A sobrevivéncia (a), a massa das larvas (b), bem como a emergéncia de insetos adultos
(c) e seu tempo médio de desenvolvimento (d) foram determinados para insetos criados em sementes artificiais em
concentragdes crescentes da amostra (0,1%, 0,5%, 1,0% e 1,5%). As sementes artificiais foram preparadas usando
farinha de semente de feijdo de corda disponivel comercialmente. *p<0,05 indica diferenca significativa comparado
com controle (n=5 ANOVA, Teste de Tukey). A figura inserida acima do grafico (b) mostra o tamanho de uma larva
representante de cada grupo (da esquerda para a direita: controle, 0,1%, 0,5%, 1,0%) 22 dias apds a ovoposicao.
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6. DISCUSSAO

A composi¢do quimica e bioquimica de latices vegetais é complexa e varia entre as
espécies de plantas laticiferas. Como descrito nos resultados, foram obtidas duas fracdes a partir
do latex de H. drasticus: a fragdo borracha e a proteica (HALP-90). Esta primeira fracio compde
cerca de 94% do latex. Entretanto, apesar de ser denominada “fragdo borracha”, ela pode conter
outros compostos além da prépria borracha (polimero de cis-1,4-isopreno). Isto € devido ao fato de
que o litex é uma mistura complexa de metabdlitos secunddrios, podendo conter proteinas
enzimaticas ou ndo, alcaloides, esteroides, dcidos graxos, acgucares, fendis, taninas, flavonoides,

saponinas (PICKARD, 2008, KONNO, 2011, UPADHYAY, 2011).

Ha estudos bioquimicos na literatura acerca do conteudo proteico do latex de algumas
espécies de plantas laticiferas, tais como Calotropis procera, Crysptotegia grandiflora, Plumeria
rubra, Euphorbia tirucalli, Hevea brasiliensis e Carica papaya (ARCHER, 1960, AZARKAN et
al., 2003, FREITAS et al., 2007, 2010, KANOKWIROON et al., 2008, PARLS et al., 1991).
Entretanto, a maioria dos estudos cientificos relacionados a espécie Himatanthus drasticus, assim
como outras espécies pertencentes ao género Himatanthus, referem-se a suas caracteristicas
morfoldgicas e as propriedades farmacoldgicas associadas ao seu latex dentre outras partes da
planta (AMARO et al., 2006, BARROSO et al. 1999, COLARES et al., 2008, MOLSINHO et al.,
2011).

A fracdo HALP-90 representa apenas cerca de 6% da massa total do latex. Os valores
referentes ao percentual da fracdo borracha e da fracdo de proteinas soluveis (HALP) no leite de
janaguba relatados por Matos et al. (2013) foram muito semelhantes aos obtidos no presente
trabalho. Entretanto, o teor de proteinas soliveis, estimado pelo método colorimétrico de Bradford,
da fracdo HALP-90 foi aproximadamente 5 vezes maior que o de HALP. Além disso, o perfil
proteico de HALP-90 em SDS-PAGE revelou a presenga de bandas ausentes no de HdLP. Estes
resultados demonstram que a metodologia utilizada neste trabalho permitiu a obten¢do de uma

frac@o proteica mais concentrada e diversificada.

Os métodos de precipitacdo sao muito utilizados nas etapas iniciais de fracionamento
de misturas complexas de proteinas ou ainda com o intuito de concentrar amostras. (JANSON,

2012). O sulfato de amonio, agente precipitante utilizado nesse trabalho, promove a precipitagao
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proteica por meio do efeito salting-out, no qual, em concentra¢des elevadas, o sal compete com as
cadeias laterais polares das proteinas pelas moléculas de 4gua. Uma vez sem a camada de
solvatacdo formada pela &4gua, as proteinas tendem a formar agregados, precipitando. A
precipitacao utilizando sulfato de amonio, que pode ser facilmente removido por didlise,
proporciona um método rdpido e barato para concentrar amostras a partir de grandes volumes

iniciais (SHA et al., 2014).

A concentragdo de proteinas soluveis de HALP-90 foi estimada em 0,66 mg/mL. Este
valor € superior aos relatados na literatura para os latices de Thevetia peruviana (0,380 mg/mL),
Crysptotegia grandiflora (0,260 mg/mL) e Plumeria rubra (0,330 mg/mL) (FREITAS et al. 2010,
2016). Porém, € bem inferior ao registrado para a fracao proteica total do latex Calotropis procera
(8,0 mg/mL) (FREITAS et al., 2007). Por outro lado, em alguns fluidos laticiferos, como o de
Euphorbia tirucalli, proteinas ndo foram detectadas (FREITAS et al. 2010).

O ensaio proteolitico utilizando azocaseina como substrato inespecifico juntamente
com o Dot Blot utilizando anti-corpos antiprotease revelaram a auséncia de proteases nas fragoes
HALP-90 e PII HALP-90 Sepharose pH 5,0. Este resultado € interessante uma vez que o latex é
uma fonte comum de enzimas proteoliticas vegetais. Estima-se que mais de 110 latices de
diferentes familias de plantas laticiferas possuem pelo menos uma protease. As proteases parecem
estar envolvidas em quase todos os mecanismos de crescimento e desenvolvimento da planta,
incluindo germinagdo, senescéncia e morte celular programada. Além disto, estas biomoléculas
participam de processos essenciais para a planta, tais como reconhecimento de patégenos e
desencadeamento de respostas de defesa contra fungos e insetos. Até o momento, a maioria das
proteases laticiferas foram classificadas como sendo do tipo cisteinica e serinica (DOMSALLA;
MELZIG, 2011). Morcelle e colaboradores 2004 observaram que o extrato bruto do liatex de
Funastrum clausum possui principalmente proteases cisteinicas e sua atividade proteolitica sobre
a caseina foi calculada como sendo 2,4 UCAS/mg. Os latices de C. procera e C. papaya também
tem sido relatado na literatura como sendo uma rica fonte de proteinases cisteinas (DUBEY;

JAGANNADHAM, 2003, FREITAS et al., 2007, KARNJANAPRATUM; BENJAKUL, 2014).

Embora ndo tenham sido detectadas proteases nas fracdes obtidas neste trabalho,
estudos anteriores mostraram que o latex de Himatanthus drasticus possui enzimas envolvidas no

metabolismo oxidativo de plantas, tais como superéxido dismutase, peroxidase do ascorbato e
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peroxidase guaiacol (MATOS, 2013). H4 ocorréncia de enzimas antioxidativas e outros l4tices,
como o de Papaver somniferum, o de Hevea brasiliensis e o de Calotropis procera (BILKA et al.,
2000, WITITSUWANNAKUL et al., 2002, FREITAS et al., 2007). Essas enzimas fazem parte do
sistema de defesa antioxidante da planta que protege as células vegetais por meio da eliminag¢do
das espécies reativas de oxigénio (EROs) em excesso. O aumento na produ¢do de EROs pode
ocorrer devido a estresses bidticos e abidticos, tais como salinidade, radiacdo UV, seca, presenga
de metais pesados no solo, deficiéncia de nutrientes, uso de herbicidas e ataque ao tecido vegetal

por patogenos (GILL; TUTEJA 2010).

A presenca de quitinases também foi detectada nas fracOes proteicas do litex de H.
drasticus. Todavia, os valores das atividades quitinoliticas de HALP (0,00101 + 0,03 nkat/pug de
proteina) e de HALP-90 (0,00105 + 0,0021 nkat/ug de proteina) foram consideravelmente menores
que os observados no litex de C. procera (16,310 £ 0,71 nkat/ug de proteina), P. rubra (2526,90
+ 12,34 nkat/ug de proteina), C. grandiflora (58,68 + 4,45 nkat/ug de proteina) e E. tirucalli
(112,04 £ 0,97 nkat/ug de proteina) (FREITAS et al., 2010).

Quitinases sdo enzimas responsdveis pela degradacdo biolégica da quitina, um
polissacarideo presente na parede celular de fungos e em membranas peritréficas de insetos. Logo,
essas enzimas desempenham um papel importante na defesa vegetal, uma vez que atacam
diretamente o componente estrutural desses organismos (SARMA et al., 2012). Entretanto, fo1
observado que nenhuma das fragdes proteicas obtidas a partir do leite de janaguba foi capaz de
inibir o crescimento micelial do fungo Colletotrichum gloeosporioides. Provavelmente, as
quitinases de HALP-90 ndo estdo presentes numa concentracdo suficiente para causar danos
irrepardveis a parede celular desse fungo. Outro fator que pode explicar este resultado € a auséncia

de proteases no latex de H. drasticus.

Matos (2013) mostrou em seu trabalho o latex de H. drasticus que HALP n@o inibiu o
crescimento de Fusarium solani e Cercospora kikuchii. A auséncia de potencial antifiingico em
amostras proteicas obtidas de latices também ja foi relatada em outros trabalhos cientificos. De
acordo com Souza et al. 2011, as proteinas laticiferas de P. rubra e de E. tirucalli nao inibiram o
crescimento micelial de F. solani e Rhizoctonia solani. As quitinases do latex de C. procera, por
sua vez, ndo exibiram efeito deletério sobre F. oxysporum, mas apresentaram leve atividade
antiftingica sobre C. gloeosporioides. Foi demonstrado que essas enzimas causaram danos a parede
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celular deste fungo, o que possivelmente culminou com a alteracdo da permeabilidade da sua

membrana plasmadtica e levou ao efeito deletério observado (FREITAS et al., 2016).

Entretanto, o outro ensaio bioldgico realizado neste trabalho mostrou que as larvas
Callosobruchus maculatus desenvolvidas em sementes artificiais enriquecidas com a fracdo HdLP-
90, mesmo em sua concentracio mais baixa (0,1%), tiveram sua massa e percentual de
sobrevivéncia significativamente reduzidos quando comparado ao grupo controle. A taxa de
emergéncia e o tempo médio de desenvolvimento dos insetos adultos (sementes contendo 1,5% de
HALP-90) também foram significativamente reduzidas e aumentados, respectivamente. A atividade
inseticida de HALP-90 pode estar associada as suas quitinases, j4 que nao foram detectadas
proteases nesta fracao. Freitas et al. (2016) revelou que as quitinases isoladas do latex de C. procera
afetaram significativamente esses mesmos parametros também em experimentos realizados com
C. maculatus. Entretanto, a hipétese de que outras biomoléculas, como inibidores de proteases, e
compostos quimicos, como terpenoides e alcaloides, também contribuiram para esse efeito nio
pode ser descartada. Esses compostos, dentre outros presentes em latices, ja tiveram seus potenciais

contra insetos confirmados em varios trabalhos cientificos (KONNO, 2011, UPADHYAY, 2011).

Osmotina € outra biomolécula pertencente a familia das PR-proteinas cuja presenca foi
detectada na fracdo PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0. Esse resultado foi obtido por meio de
andlises de espectrometria de massas e de ensaios de Dot Blot. No trabalho de Freitas et al. (2015),
uma osmotina do latex de H. drasticus foi isolada por meio de cromatografia de afinidade com
anticorpos anti-CpOsm imobilizados. No entanto, essa mesma osmotina ndo detectada por ensaios
de Dot Blot e Western Blot. Desta forma, a fragao PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 parece conter
osmotina em uma concentragdo suficiente para a sua deteccao por meio de Dot Blot. Isto sugere
que o processo cromatografico, em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow, que deu origem a esta
fracdo, pode ainda assim ter sido relativamente eficiente, apesar dos resultados mostrados no topico

5.1 (pagina 61).

Osmotinas sdo proteinas relacionadas com tolerincia a seca e ao estresse vegetal em
plantas. Entretanto, o mecanismo pelo qual estas funcdes sdo executadas ainda ndo foram
completamente elucidados. H4 hipdteses de que osmotinas induzem a sintese e a acumulacao de
determinados solutos ou estdo envolvidas em mudancas metabdlicas ou estruturais na célula

(BARTHAKUR; BABU; BANSAO, 2001). Varias osmotinas vegetais, tais como a da uva, do
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tomate e da banana, sdo potencialmente ativas contra algumas espécies de fungos (HO; WONG;
NG, 2007, PRESSEY, 1997, TATTERSALL; HEESWIJCK; HOJ, 1997). Freitas et al. (2011b)
mostrou que osmotina do latex Calotropis procera foi capaz de causar a permeabilizacdo da
membrana de esporos e hifas do fungo F. solani, além de induzir a extravasamento de conteddo
celular por meio de um ensaio utilizando grande vesiculas unilamelares (LUVs) de 1-palmitoil-2-

oleoil-sn-glicero-3fosfo(1-rac-glicerol) (POPG).

Todavia, as fragdes proteicas do latex de H. drasticus, inclusive aquela na qual
osmotina foi identificada por MS e detectada por Dot Blot, ndo foram ativas contra o crescimento
micelial de C. gloeosporioides. Resultados similares foram obtidos no trabalho de Freitas et al.
(2016), no qual a fracdo HALP ndo causou efeitos deletérios sobre esta mesma espécie de fungo e
sobre F. solani. Neste mesmo estudo, observou-se que a osmotina do liatex de P. rubra também
ndo foi capaz de causar toxicidade a estas duas espécies de fungos fitopatogénicos. Similarmente,

a osmotina do latex de C. papaya ndo apresentou atividade antifingica (LOOZE et al., 2009).

Portanto, a auséncia de potencial antifungico nessas osmotinas, incluindo a do latex de
H. drasticus, € interessante e intrigante. Estas diferencas nas atividades antifingicas das osmotinas
tém sido atribuidas a sua estrutura tridimensional. De acordo com Liu e colaboradores (2010),
quando estas biomoléculas possuem atividade antifungica, hd uma fenda &4cida entre os seus
dominios proteicos I e II, enquanto a fenda em osmotinas sem atividade contra fungos apresenta
natureza bésica. Desta forma, novos estudos precisam ser realizados com o intuito de analisar as

relacOes entre funcdes e estrutura tridimensional das osmotinas do latex de H. drasticus.
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7. CONCLUSAO

A metodologia de precipitacdo proteica com sulfato de amonio executada nesse
trabalho aumentou a efici€éncia da extragao de proteinas do latex de Himatanthus drasticus quando
comparada a metodologia utilizada em trabalhos anteriores. A fracdo proteica resultante, a qual foi

denominada HALLP-90, € rica em proteinas

A cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose Fast Flow pH 5,0 foi eficiente na
remocdo de pigmentos presentes na fracdo HAdLP-90 que danificam matrizes cromatogréificas. A
subfracdo resultante, denominada PII HALP-90 Sepharose ff pH 5,0 pode, portanto, ser aplicada
em trabalhos posteriores nos quais sao utilizados colunas cromatograficas mais refinadas. Além
disto, este método também foi eficiente na obtencdo de uma fracao rica em osmotinas, que nao

apresentam atividade antifingica sobre C. gloeosporioides.

As fragdes proteicas do leite de janaguba também possuem enzimas quitinoliticas, que
podem estar relacionadas com a significativa atividade inseticida contra C. maculatus observada

neste estudo.

Estudos bioquimicos, protedmicos e estruturais adicionais precisam ser realizados para

um melhor entendimento das funcdes das proteinas do latex de H. drasticus.
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