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RESUMO

Cinco inibidores de tripsina da familia Kunitz (JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4)
foram purificados de sementes de Pithecellobium dumosum, uma &rvore da
subfamilia Mimosoideae, por precipitacdo com &cido tricloroacetico (TCA),
cromatografia de afinidade sobre tripsina imobilizada em Sepharose e coluna de
fase reversa em sistema de CLAE. Os cinco inibidores possuem massa molecular
entre 18 e 20 kDa formados por uma cadeia polipeptidica como determinado por
SDS-PAGE na presenca ou auséncia de B-mercaptoetanol. JB1, JB3-1 e JB3-2 tém
massas moleculares de 19,70, 19,69 e 19,69 kDa, respectivamente, por MALDI-
TOF. JB2 e JB4 tém massa molecular de 18,08 e 20,85 kDa, respectivamente. A
sequéncia N-terminal de JB1, JB3-1 e JB3-2 mostrou identidade com outros
inibidores da familia Kunitz. Os cinco inibidores foram estaveis as variacbes de
temperatura e pH. A inibicdo da tripsina por JB1, JB2 e JB4 foi do tipo competitivo.
JB1, JB2, JB3-1 e JB3-2 tiveram Kis de 3,56 x 10® M, 1,65 x 10®° M, 4,20 x10°® M,
2,88 x 10®° M, respectivamente para a tripsina bovina. Em comparacdo com os
outros inibidores JB4, com Ki de 5,70 x 10 M, apresentou maior afinidade para
tripsina. Entre os inibidores purificados apenas JB4 inibiu moderadamente a
atividade da quimotripsina. A atividade da elastase e bromelaina ndo foi inibida
efetivamente por esses inibidores. A inibicdo de JB1, JB2, JB3-1 e JB3-2 sobre a
papaina variaram entre 32,93 a 48,82% e foi indicativo de sua bifuncionalidade, com
excecdo de JB4 que inibiu fracamente essa atividade (9,93% de inibic&o). A inibicdo
da papaina por JB1 e JB2 foi do tipo ndo competitiva e os valores de Ki foram de 7,6
x 10" e 5,1 x 107 M, respectivamente. Ensaios in vitro sobre as proteinases
digestodrias de Lepidoptera, Diptera e Coleoptera foram feitos. Esses inibidores foram
efetivos para enzimas digestérias semelhantes a tripsina desses insetos em
diferentes graus. As enzimas digestivas de Zabrotes subfasciatus e Ceratitis capitata
foram inibidas por JB1 em 68,87 e 65,53%, respectivamente, e as enzimas de
Callosobruchus maculatus, Alabama argillaceae e Plodia interpunctella foram
inibidas entre 29,18 e 44,35%. Enzimas digestorias de Z. subfasciatus, C. maculatus
e C. capitata foram inibidas por JB2 entre 70,04 e 74,54% e as enzimas de larvas de
A argillaceae e P. interpunctella foram suprimidas em 13,58 e 48,67%,
respectivamente. A atividade semelhante a tripsina de larvas de Z. subfasciatus foi
suprimida em 67,33 e 56,93% por JB3-1 e JB3-2, respectivamente, e a atividade de
C. maculatus, A argillaceae, P. interpunctella e C. capitata foram suprimidas por
esses inibidores entre 5,17 e 49,00%. JB4 inibiu entre 54,53 a 66,15 % as enzimas
digestivas de C. maculatus, Z. subfasciatus e A argillaceae e inibiu as enzimas
digestivas de larvas de P. intepunctella e C. capitata em 8,97 e 37,47%,
respectivamente. A inibicdo de proteinases semelhantes a tripsina e a papaina
presentes no intestino de varios insetos sugere que esses inibidores possam afetar o
crescimento e sobrevivéncia desses insetos pragas quando incorporados em
sementes artificiais e esta bifuncionalidade é indicativo de que estes inibidores
possam ser fortes candidatos para os programas de melhoramento de plantas via
transgenia.

Palavras-chave: Inibidor de tripsina, Pithecellobium dumosum, Insetos praga.



ABSTRACT

Five Kunitz-type trypsin inhibitors (JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 and JB4) were
purified from Pithecellobium dumosum seeds, a tree of the sub-family Mimosoideae,
by TCA precipitation, affinity chromatography on immobilized trypsin-Sepharose and
reverse phase HPLC using Vydac C-18 column. The five inhibitors had Mr between
18 and 20 kDa with a single polypeptide chain as determined by SDS-PAGE with and
without reduction. JB1, JB3-1 and JB3-2 had Mr of 19.70, 19.69 and 19.69 kDa,
respectively, by MALDI-TOF. JB2 and JB4 had Mr of 18.08 and 20.85, respectively,
by SDS-PAGE. The N-terminal sequences of JB1, JB3-1 and JB3-2 showed identity
with others Kunitz-type inhibitors. The five inhibitors were stable over a wide range of
temperature and pH. The inhibition of trypsin by JB1, JB2 and JB4 was competitive.
JB1, JB2, JB3-1 and JB3-2 showed Ki values of 3.56 x 10° M, 1.65 x 10® M, 4.20 x
10 M, 2.88 x 10® M, respectively, against bovine trypsin. In comparison with others
inhibitors JB4, with Ki of 5.70 x 10™*° M, showed a high affinity toward trypsin. Among
the inhibitors purified only JB4 inhibited chymotrypsin activity. The activities of
elastase and bromelain were not inhibited for these inhibitors. The inhibition of JB1,
JB2, JB3-1 and JB3-2 on papain varied between 32.93 to 48.82% of inhibition and
was indicative of its bifunctionality with exception of JB4 that inhibited this activity in
9.9%. The papain inhibition by JB1 and JB2 were noncompetitive type and the Ki-
values were 7.6 x 107 and 5.1 x 10" M, respectively. In vitro assays against digestive
proteinases from Lepidoptera, Diptera and Coleoptera pests were carried out. These
inhibitors were effective towards trypsin-like digestive enzymes of the insect in
different degrees. The digestive enzymes from Zabrotes subfasciatus and Ceratitis
capitata were inhibited by JB1 in 68.87 and 65.53% respectively, and Callosobruchus
maculatus, Alabama argillaceae and Plodia intepunctella enzymes were inhibited in
the range of 29.18 to 44.35%. Digestive enzymes from Z. subfasciatus, C. maculatus
and C. capitata were inhibited by JB2 in the range of 70.04 to 74.54%, and the
enzymes of A. argillaceae and P. intepunctella were suppressed in 13.58 and
48.67%, respectively. Trypsin-like activities of larval from Z. subfasciatus were
suppressed in 67.33 and 56.93% by JB3-1 and JB3-2, respectively, and the activities
of C. maculatus, A. argillaceae, P. intepunctella and C. capitata were inhibited by
these inhibitors in the range of 5.17-49.00%. JB4 inhibited around 54.53 to 66.15%
the digestive enzymes of C. maculatus, Z. subfasciatus and A. argillaceae and the
digestive enzymes from P. intepunctella and C. capitata larvae in 8.97% and 37.47%,
respectively. The inhibition of trypsin-like and papain-like proteinases of several
insects suggested that these inhibitors may affect the growth and survival of these
insect pests when incorporated into artificial diet and their bifunctionality are
indicative that these inhibitors could be strong candidates to plant management
programs cross transgenia.

Keywords: Trypsin inhibitor, Pithecellobium dumosum, Insect pests.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

Uma planta é considerada saudavel ou normal quando pode executar todas
as suas funcdes fisioldgicas, de acordo com seu potencial genético. Essas funcdes
incluem fotossintese e reproducédo, entre outras. Se uma planta sofre distarbios em
uma ou mais de suas funcbes ela é considerada doente (AGRIOS, 1988). As
doencas podem ser causadas por fatores abidticos, quando é produzida por
temperaturas extremas, excesso ou falta de agua, luz ou oxigénio, poluicéo, etc., ou
por fatores bidticos, quando causadas pelo atagque de pragas ou patdgenos
(KOGAN, 1986).

As pragas e os patdégenos (fungos, bactérias, virus e nematoides), por se
alimentarem dos tecidos de plantas, sdo responsaveis por grandes prejuizos na
agricultura mundial. As perdas chegam a 37%, sendo 13% desta causadas por
insetos e doencas (GATEHOUSE; BOULTER; HILDER, 1992). Ao se alimentarem
de tecidos de plantas, os predadores utilizam enzimas digestérias como
carboidrases e proteases (exopeptidases e endopeptidases) para digerir o contetdo
da dieta e, dessa forma, obter nutrientes essenciais que irdo garantir seu ciclo de
vida (HAQ; ATIF; KHAN, 2004; SILVA et al., 2006). No entanto, as plantas possuem
certo grau de resisténcia; e elas utilizam varios compostos quimicos para deter a
herbivoria dos predadores. Atualmente, sabe-se que esses compostos sao
encontrados em varios tecidos vegetais, onde sdo expressas constitutivamente e
indutivamente varias moléculas como antibiéticos, alcalbides, terpenos e proteinas.
Entre as proteinas relacionadas a defesa, encontram-se enzimas (quitinases e B-
glucanases), lectinas e inibidores de enzimas digestérias (inibidores de amilases e
de proteinases) (RYAN, 1990). Em vérios tecidos de plantas ja foram identificados,
isolados e purificados inibidores para todos os tipos de proteinases conhecidas,
serinicas, cisteinicas, metaloproteinases e proteinases asparticas, sendo que as
pesquisas enfatizam os inibidores de proteinases das classes serinica e cisteinica
(RYAN, 1990; JOUANIN et al., 1998). As pesquisas relacionadas aos inibidores de

proteinases e amilases vém se intensificando nos ultimos anos como uma tentativa
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de elucidar questdes concernentes a sua estrutura, papel fisiolégico, mecanismo de
acao, evolucéo e, principalmente, seu envolvimento nos mecanismos de defesa de
plantas (BRZIN; KIDRIC, 1995; SONG; SUH, 1998; BODE; HUBER, 1992, 2000;
KRAUCHENCO et al., 2003, 2004; GOMES et al., 2005a; ARAUJO et al., 2005a;
BHATTACHARYYA et al., 2006).

A agricultura tem constantemente passado por transformacfes a fim de
atender a demanda alimentar que cresce de forma espantosa, bem como a busca
por novas alternativas de controle visando minimizar os prejuizos causados por
pragas e patdgenos. Neste sentido, os inibidores de amilases e proteinases
apresentam grande potencial no controle de pragas por reduzir ou impedir a
atividade de enzimas digestdrias de insetos (JOUANIN et al., 1998; SCHULER et al.,
1998; FRIZZAS; CUNHA; MACEDO, 2004), por meio de métodos de transgenia.

O uso de plantas modificadas geneticamente remonta da década de oitenta,
guando genes de inibidores de proteinases foram transferidos para plantas de
tabaco, Nicotiana tabacum (HILDER et al., 1987). Atualmente, varias plantas de
interesse comercial ja foram transformadas com genes de inibidores de proteinases,
gue atuam naturalmente como compostos de defesa de plantas contra pragas
(HILDER et al., 1987; JOUANIN et al., 1998; SCHULER et al., 1998; HILDER,;
BOULTER, 1999). Dessa forma, a busca de novos genes codificadores de proteinas
de defesa de plantas tem se intensificado e, nesse contexto, os inibidores de
enzimas digestérias vém despertando interesses, sendo indicados como potenciais
candidatos para obtencdo de plantas cultivadas resistentes. Em consequéncia, a
geracdo de conhecimentos sobre as propriedades moleculares desses inibidores,
bem como a determinacdo de sua especificidade sobre enzimas digestérias de
insetos, sdo0 passos importantes para a indicacdo de um inibidor que possa ser
usado para producéo de plantas transgénicas resistentes a pragas (HILDER et al.,
1987; JOUANIN et al., 1998; SCHULER et al., 1998; HILDER; BOULTER, 1999;
HAQ; ATIF; KHAN, 2004).
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1.2 Pragas da agricultura

Na agricultura, o conceito de praga esta diretamente relacionado com os
efeitos econbmicos produzidos por varios organismos. Assim, consideram-se
pragas, quaisquer animais (insetos, acaros, nematoéides, roedores e passaros) que
competem com o homem pelo alimento por ele produzido (ZUCCHI; VENDRAMIM,;
BERTI, 1992).

Durante o desenvolvimento vegetativo e reprodugcéo, aumenta a ocorréncia de
pragas que atacam folhas e vagens. As pragas iniciais ou de solo alimentam-se de
sementes, plantulas e da parte subterranea das plantas. Com o aumento da area
foliar, h& maior incidéncia de lagartas desfolhadoras e insetos sugadores que afetam
o crescimento das plantas através da desfolha excessiva ou da injecdo de toxinas.
Entre os principais sugadores estéo os pulgdes, as cochonilhas, as moscas brancas,
as cigarrinhas, os percevejos e os tripes. Os insetos mastigadores, como 0s
gafanhotos, grilos, esperancas, paquinhas, cupins, formigas, besouros, coleobrocas,
lagartas, larvas minadoras e broqueadoras, mariposas, borboletas, tracas, abelhas e
vespas, destroem os tecidos de qualquer parte da planta causando lesdes que
podem ser a porta de entrada para microorganismos (ZUCCHI; VENDRAMIM;
BERTI, 1992; XAVIER-FILHO, 1993; UCHOA et al., 2002). Os danos produzidos por
pragas podem ocasionar queda de valor comercial, comprometer a populacao final
de plantas e o rendimento da lavoura (ZUCCHI; VENDRAMIM; BERTI, 1992).

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas frescas no mundo, produzindo
aproximadamente 35 milhdes de toneladas anuais, gerando 4 milhdes de empregos
diretos e um PIB (Produto Interno Bruto) agricola de US$ 11 bilhdes, segundo o
Instituto Brasileiro de frutas (IBRAF) (2001a). As moscas-das-frutas (Diptera:
Tephritidae) sado insetos praga que se alimentam de grande variedade de espécies
vegetais produzindo danos de grande propor¢do as culturas de mamao, citros,
macad, maracuja, nectarina, néspera, péra, acerola e ameixa. Podem afetar flores,
ramos, sementes e frutos, mas os danos causados em frutos representam o0s
maiores prejuizos para a fruticultura de diversos paises de clima tropical e
subtropical, pois, nesse grupo, compreendem espécies que vivem sob as mais
adversas condicdes climaticas e ecoldgicas do globo além de elevada capacidade
de adaptacdo. Os tefritideos possuem ciclo de vida relativamente curto, porém
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apresentam metamorfose completa (holometabdlicos). Durante o ciclo biol6gico
passam por quatro estagios até completar seu desenvolvimento: ovo, larva, pupa e
adulto (MALAVASI; BARROS, 1988; MORGANTE, 1991; SALES et al.,, 2000). A
fémea deposita seus ovos no interior do fruto, de onde, depois de determinado
tempo, eclodem as larvas que passam a se alimentar da polpa por todo o periodo
larval. E nessa fase que ocorre o prejuizo direto causado ao fruto, tornando-o
improéprio para o0 consumo in natura, bem como para comercializagdo ou
industrializacdo (MALAVASI; BARROS, 1988; MACEDO, 2005). No Brasil existem
quatro géneros de moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) de importancia
econdmica: Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis e Rhagoletis. A mosca do
mediterraneo (FIGURA 1), Ceratitis capitata, € a espécie que representa o género
Ceratitis no Brasil.
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FIGURA 1: Ceratitis capitata (moscas-das-frutas), inseto adulto (A) e larva infestando

mamao (Caryca papaya) (B).

Fonte: MACEDO, 2005
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O algodao pertencente a familia Malvaceae, que é uma das principais culturas
utilizadas para a producao de fibras no mundo. Sua fibra é utilizada na producédo de
fibra téxtil, de outros produtos ndo téxteis e é fonte de celulose industrial para
diversos produtos. As espécies de algodao cultivadas comercialmente no Brasil sdo
Gossypium hirsutum e em menor area G. barbadense. No entanto, para o
agronegoécio nordestino, a cultura do algoddo herbaceo (Gossypium hirsutum),
destaca-se como uma das mais importantes para a regido, em especial para os
pequenos e médios produtores. Uma das grandes vantagens desta atividade é que
mais de 75 % do custo de producdo € com mao-de-obra o que significa ocupacao
para milhares de trabalhadores rurais. O algoddo produzido pelas pequenas
propriedades na regido Nordeste é todo colhido a mdo, o que proporciona a
obtenc&o de um produto de elevada qualidade (AMORIM NETO; BELTRAO, 1999;
BELTRAO; BEZERRA, 1994). Todavia, as pragas constituem-se um dos fatores
limitantes para sua exploracdo. Entre as principais pragas da conicultura destacam-
se 0 pulgdo-do-algodoeiro (Aphis gossypii — Hemiptera: Aphididae), o percevejo
rajado (Horcias nobilellus), a mosca-branca (Bemisia tabaci - Hemiptera:
Aleyrodidae), o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis — Coleoptera:
Curculionidae), a lagarta-da-maca (Heliothis virescens - Lepidoptera: Noctuidae), a
lagarta-rosada (Pectinophora gossypiella - Lepidoptera: Gelechidae), a lagarta do
cartucho do milho (Spodoptera frugiperda - Lepidoptera: Noctuidae) e o curuqueré-
do-algodoeiro (Alabama argillacea — Lepidoptera: Noctuidae). A. argillacea € uma
praga desfolhadora exclusiva do algodoeiro (FIGURA 2), também conhecido como
lagarta das folhas do algodoeiro e lagarta “mede-palmo” do algodoeiro. Os ovos sdo
postos sobre as folhas pelas mariposas. Ao nascerem, as lagartas alimentam-se do
parénquima das folhas e a medida que tornan-se maiores, passam a devorar todos
os tecidos das folhas deixando somente as nervuras. O desfolhamento da planta
resulta na reducéo da cultura do algodéo e qualidade da fibra (LEONARD; GRAVES;
ELLSWORTH, 1999; RAMALHO, 1994).
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FIGURA 2. Alabama argillacea (curugueré-do-algodoeiro), mariposa (A) e larvas em

folha de algodao (Gossypium hirsutum) (B).

Fontes:
http://www.inra.fr/internet/produits/papillon/noctuid/ophideri/textfr/a_argill.htm (A)

VIDAL et al., 2005 (B)
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O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores mundiais de feijao
(FAO, 2004). O cultivo dessa leguminosa encontra-se distribuido em praticamente
todo o territério nacional, sendo os géneros, Phaseolus e o Vigna, os mais cultivados
(WANDER, 2005). Para as populacdes rurais, o feijao apresenta-se como uma das
principais alternativas sociais e econ6micas; do suprimento alimentar, sendo ele
ainda a principal fonte protéica vegetal para a populacdo, a geracdo de emprego.
(EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2004; FUSCALDI; PRADO, 2005). Contudo a
produtividade do feijdo é considerada baixa devido a alguns fatores, entre eles,
encontram-se as doencas causadas por patdgenos (virus, fungos e bactérias,
nematoéides) e insetos, as quais influenciam qualitativamente e quantitativamente no
feijdo produzido (PONTE, 1988; XAVIER-FILHO, 1993; SOBRINHO; VIANA;
SANTOS, 2000; UCHOA et al., 2002; EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, 2004). Devido
a diversidade de pragas que atacam o feijoeiro, todas as estruturas da planta como
raizes, troncos, ramos, folhas, flores, frutos, vagens e sementes sdo susceptiveis ao
ataque dessas pragas (GALLO et al., 1988), que podem ser agrupadas em duas
principais categorias: onde uma delas compreende as pragas subterraneas, que
atacam as sementes, raizes e o colo da planta; e a outra, as pragas das partes
aéreas. Neste ultimo caso, encontram-se as pragas das folhas, que consomem
ramos e folhas; pragas dos 6rgaos reprodutivos, que utilizam flores e vagens como
hospedeiros; e as pragas dos graos armazenados (EMBRAPA MEIO-NORTE, 2003;
ANDRADE JUNIOR et al., 2003). A TABELA 1 mostra varias pragas que atacam o
feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) uma importante cultura de subesisténcia na
Regido Nordeste, também conhecido como feijao-miado, feijao-da-colbnia, feijao-de-
praia, feijao-de-estrada, feijdo-catador, feijdo-gurutuba, feijdo-fradinho, feijao-
macacar e feijao-caupi (XAVIER-FILHO, 1993).
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TABELA 1 - Pragas que atacam feijdo-de-corda (Vigna unguiculata)

Pragas Insetos Ordem: Familia
" Subterraneas  Neocurtilla hexadactyla (paquinha) ~ Orthoptera: Gryllotalpidae
Elasmopalpus lignosellus (lagarta elasmo) Lepidoptera: Pyralidae
Agrotis ipsilon (lagarta-rosca) Lepidoptera: Noctuidae
Das folhas Diabrotica specios (vaquinha) Coleoptera: Chrysomelidae
Cerotoma arcuata (vaquinha) Coleoptera: Chrysomelidae
Spodoptera frugiperda (lagarta-militar) Lepidoptera: Noctuidae
Mocis latipes (lagarta-dos-capinzais) Lepidoptera: Noctuidae
Spodoptera latifascia (lagarta-preta-das-folhas) Lepidoptera: Noctuidae
Empoasca kraemeri (cigarrinha verde) Hemiptera: Cicadelidae
Aphis gossypii (pulgédo-do-algodoeiro) Homoptera: Aphididae
A. craccivora (pulgdo-preto-do-feijoeiro) Homoptera: Aphididae
A. fabae (pulgdo-negro-da-fava) Homoptera: Aphididae
Liriomyza sativae (minador-das-folhas) Diptera: Agromyziidae

Dos orgaos Crinocerus sanctus (percevejo-vermelho-do- Hemiptera: Coreidae
reprodutivos caupi)
Piezodorus guildinii (percevejo pequeno da soja) Hemiptera: Pentatomidae

Nezara viridula (percevejo-verde-da-soja) Hemipera: Pentatomidae
Etiella zinckenella (broca-da-vagem) Lepidoptera: Phycitidae
Maruca testulales (lagarta das vagens) Lepidoptera: Phycitidae
Chalcodermus bimaculatu (manhoso) Coleoptera: Curculionidae
Frankliniella schultzei (tripes) Thysanoptera: Thripidae
Dos grdos Plodia interpunctella (traga-indiana-da-farinha) Lepidoptera: Pyralidae

armazenados

Callosobruchus maculatus (caruncho do feijdo-de- Coleoptera: Bruchidae

corda)
C. analis Coleoptera: Bruchidae
C. chinensis Coleoptera: Bruchidae

Zabrotes subfasciatus (Caruncho do feijdo Coleoptera: Bruchidae
comum)
Acanthoscelides obtectus (Caruncho do feijdo Coleoptera: Bruchidae
comum)

A. clandestinus Coleoptera: Bruchidae

Fontes: EMBRAPA MEIO-NORTE, 2003; ANDRADE JUNIOR et al., 2003.
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Além de todas as pragas presentes nas areas de cultivo de feijao, esta cultura
enfrenta, também, sérios problemas quanto a sua conservacdo em armazéns. A
principal ordem de inseto envolvida na contaminacdo dos grdos armazenados é a
Coleoptera, sendo todas as espécies pertencentes a familia Bruchidae. As principais
sdo: Acanthoscelides obtectus, Zabrotes subfasciatus (FIGURA 3), Callosobruchus
analis, C. chinensis e C. maculatus (FIGURA 4), também conhecidos como carunhos
ou gorgulhos de feijao. Na infestacédo, as fémeas de C maculatus e Z. subfasciatus
aderem seus ovos firmemente sobre as vagens ou sementes, enquanto as fémeas
de A. obtectus colocam seus ovos livremente nas trincas e rachaduras das sementes
ou vagens. Depois da eclosao, as larvas furam e entram imediatamente no gréo,
guando ja instaladas, destréem os cotilédones e os germes. Antes de empupar, a
larva faz um orificio para a saida dos adultos que tem vida curta e ndo se alimentam,
e fora dos grdos, os adultos, reiniciam o ciclo  biologico
(http://www.centreinar.org.br/pragas/index.html; EMBRAPA MEIO-NORTE, 2003).
Os danos causados por esses bruquideos sdo a perda de peso, a reducdo do poder
germinativo e nutritivo, comprometendo o valor comercial dos graos (BASTOS, 1973;
GALLO et al., 2002), além de facilitar a entrada de microrganismos e acaros e 0
aquecimento dos graos (ROSOLEM; MARUBAYASHI, 1994).

Insetos da ordem Lepidoptera (mariposas e tracas) também sdo encontrados
atacando graos e subprodutos armazenados, no entanto, os adultos por terem o
corpo mole, permanecem na superficie dos graos, principalmente aqueles trincados
ou quebrados. As larvas sdo muito ativas e ndo causa, somente, danos ao produto
como também pode servir de entrada para fungos e bactérias (REES et al., 2004;
MOHANDASS et al, 2006). O Lepidoptera da familia Pyralidae, Plodia
Interpunctella, comumente conhecido como traga-indiana-da-farinha ou traca-dos-
cereais (FIGURA 5), ataca o milho, trigo, arroz em casca, soja, amendoim e uma
grande variedade de produtos farinaceos, frutas secas, nozes, chocolates, racdes
para animais, améndoas e feijao-de-corda em condicbes de armazenamento
(SIMMONS; NELSON, 1975; MBATA, 1987; COX; BELL, 1991; JOHNSON et al.,
1992, 1995a; NA; RYOO, 2000; EMBRAPA MEIO-NORTE, 2003).
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FIGURA 3: Zabrotes subfasciatus (gorgulho de feijdo comum, Phaseolus vulgaris), inseto
adulto (A) e larvas infestando sementes de feijdo comum (B).
Fontes:

http://www.padil.gov.au/comparePestimages.aspx?pestlds=402,385,405,409,413,
403,376,389,404,394,393,390,388,536,595,129&diag=6&over=1,2,4&Mode=Images (A)

MOURA, 2006 (B)
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FIGURA 4: Callosobruchus maculatus (gorgulho de feijao-de-corda, Vigna unguiculata),
inseto adulto (A) e adultos infestando sementes de feijdo-de-corda (B).
Fontes:

http://www.padil.gov.au/comparePestimages.aspx?pestlds=402,385,405,409, 413,
403,376,389,404,394,393,390,388,536,595,129&diag=6&over=1,2,4&Mode=Images (A)

EMBRAPA MEIO-AMBIENTE, 2003 (B)
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OGR123602]

FIGURA 5: Plodia interpunctella (traga-indiana-da-farinha), inseto adulto (A) elarva (B).
Fontes:

http://www.invasive.org/browse/detail.cfm?imgnum=1236021 (A)

http://www.jpmoth.org/Pyralidae/Phycitinae/Plodia_interpunctella.html (B)
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1.3 Proteinases de insetos

Para se propor o uso biotecnologico de novos inibidores de enzimas de
insetos-pragas, € necessario o conhecimento das classes mecanisticas das enzimas
usadas nos processos digestérios destas pragas. Segundo o Comité de
Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-
IUBMB, 1992), as enzimas proteoliticas ou proteases, as hidrolases, hidrolisam
ligacdes peptidicas em proteinas, pertencem a classe 3 (EC 3.) e subclasse 3.4. (EC
3.4.). Essas enzimas se encontram subdivididas em duas grandes classes, as
exopeptidases e endopeptidases (STOREY; WAGNER, 1986; NEURATH, 1996;
FAN; WU, 2005).

As exopeptidases sao enzimas que hidrolisam ligacGes peptidicas N-terminal
ou C-terminal e sdo convenientemente classificadas com base na especificidade
pelo substrato (STOREY; WAGNER, 1986). A FIGURA 6 resume a classificagédo das
exopeptidases mais estudadas.

As endopeptidases ou proteinases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes
peptidicas internas e, o sistema de classificacdo € baseado nos mecanismos de
acdo, estrutura tridimensional, e residua de aminoacido do sitio ativo envolvido com
a catalise. Com isso quatro classes mecanisticas de proteinases foram
estabelecidas (TABELA 2), as serinicas- (EC 3.4.21), cisteinicas- (EC 3.4.22),
asparticas- (EC 3.4.23) e metalo-proteinases (EC 3.4.24) (STOREY; WAGNER,
1986; NEURATH, 1996; FAN; WU, 2005).
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Aminopeptidases i
Remove sequencialmente um Unico residuo de aminoéacidos da por¢éo N-terminal de

cadeias polipeptidicas.

Dipeptidil peptidases l

Remove sequencialmente dipeptideos da porcado N-terminal de cadeias peptidicas.

Tipeptidil peptidases

Remove dipeptideos da porcédo N-terminal de cadeias polipeptidicas.

Carboxipeptidases

@—::f_lﬁi?—O—O-O—O-O& —(©)

Remove sequencialmente um Unico residuo de aminoéacidos da por¢éo C-terminal de

cadeias polipeptidicas.

Peptidil-dipeptidases

@—i'_’_ﬁfﬁi?—O“O‘O‘O{‘-Q—@

Remove dipeptideos da por¢cédo C-terminal de cadeias polipeptidicas.

Tripeptidase

W@

Age sobre tripeptideos produzindo um dipeptideo e um aminoacido

Dipeptidases

Converte dipeptideos a aminoacidos.

FIGURA 6: Classificagdo das exopeptidases.
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TABELA 2 - Classificacdo das endopeptidases ou proteinases

Principais Sitios de Agdo

Familias Faixa de Residuos do Enzimas
pH 6timo  Sitio Ativo
Serinica 7.0-9.0 Asparagina Tripsina Arginina e Lisina
(E.C.3.4.21) Serina Quimotripsina Triptofano, Tirosina,
Histidina Fenilalanina, Leucina, Metionina,
Isoleucina, Serina, Treonina,
Valina e Histidina.
Elastase Alanina, Serina e Glicina.
Cisteinica 4.0-7.0 Cisteina Papaina Ampla especificidade, mas
(E.C. 3.4.22) Aspartato Catepsinas (B, H, L) preferencialmente clivam
Histidina Ficina ligacGes peptidicas de
Bromelaina aminoéacidos bésicos
(Arginina e Lisina).
Aspértica  <5.0 Aspartato Pepsina Alanina, Valina, Triptofano,
(E.C. 3.4.23) Catepsina D Fenilalanina, Tirosina, Leucina e
Isoleucina.
Renina Leucina
Metalo- 7.0-9.0 ion metalico Carboxipeptidase Ligacdo amino de residuos
proteinase alifaticos
(E.C. 3.4.24) Termolisina Leucina e Fenilalanina

E.C., cédigo dado as enzimas pelo Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular que classifica a enzima; 3, representa a Classe = Hidrolase (catalisa reacdes de
hidrélise de ligacdes covalentes); 4, Sub-Classe = enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas; 21,
Sub sub-classe das proteinases serinicas (enzimas contendo serina no sitio ativo); 22, proteinases
cisteinicas (enzimas contendo cisteina no sitio ativo); 23, proteinases asparticas (enzimas contendo

acido aspartico no sitio ativo); 24, metalo-proteinases (enzimas contendo ion metalico no sitio ativo)

Fontes: STOREY; WAGNER, 1986; NC-IUMBM, 1992; FAN; WU, 2005.



Introducdo 38

Dentre as classes de proteinases acima descritas, as enzimas proteoliticas de
insetos mais estudadas estdo distribuidas entre as classes mecanisticas das
proteinases serinicas e cisteinicas (APPLEBAUM, 1985, TERRA; FERREIRA, 1994).

Enzimas digestorias semelhantes a proteinases serinicas foram detectadas
em uma grande variedade de ordens de insetos: Na ordem tisanura, em Thermobia
domestica (ZINKLER; POLZER, 1992); Nos insetos ortopteros como, Locusta
migratéria (LAM; COAST; RAYNE, 1999, 2000) e Teleogryllus commodus
(CHRISTELLER et al.,, 1992); Em insetos da ordem himenoptera como em
Scaptotrigona bipunctata (SCHUMAKER; CRISTOFOLETTI; TERRA, 1993); Na
ordem diptera, em C. capitata (SILVA et al, 2006), Chrysomya bezziana
(MUHARSINI et al., 2001), Phlebotomus papatasi (RAMALHO-ORTIGAO et al.,
2003), Stoxomys calcitrans (MOFFAT; BLAKEMORE; LEHANE, 1995), Lucilia
cuprina (CASU et al., 1994) e Anopheles gambiae (MULLER et al., 1993); Na ordem
lepidoptera, em H. virescens (JOHNSTON et al., 1995), Sesamia nonagrioides
(ORTEGO; NOVILLO; CASTANERA, 1996; NOVILLO; CASTANHERA; ORTEGO,
1998), Lacanobia oleracea (GATEHOUSE et al., 1999), A. argillacea (VIDAL et al.,
2005) e Ostrinia nubilalis (BERNARDI et al., 1996); Na ordem hemiptera como
detectado em Nilaparvata lugens (FROISSAC et al., 2002) e Creotinades dilutus
(COLEBATCH; EAST,; COOPER, 2001) e na ordem coleoptera, em Phaedon
cochleariae (GIRARD et al., 1998a), Tenebrio molitor (TERRA; CHRISTOFOLETTI,
1996), Rhyzopertha dominica (ZHU; BAKER, 1999), A. grandis (PURCELL;
GREENPLATE; SAMMONS, 1992; OLIVEIRA-NETO et al., 2004a, b) e
Rhynchophorus ferrugineus (ALARCON et al., 2002). Isto se deve ao fato de que
esses insetos possuem o pH do conteudo intestinal alcalino, viabilizando a presenca
marcante de enzimas proteoliticas como tripsina, quimotripsina e elastase (TERRA;
FERREIRA, 1994).

O uso de proteinases cisteinicas pode ser uma adaptacdo evolutiva que
permite aos insetos alimentarem-se de sementes e de outros tecidos das plantas
que sdo naturalmente rica em inibidores de proteinases serinicas (RYAN, 1990). As
proteinases cisteinicas sdo enzimas predominantes que ocorrem no intestino de
larvas de muitos insetos da ordem coledptera, particularmente da familia bruquidea,
gue possuem Otima atividade digestéria em condicdes levemente acidas, como em
C. maculatus, Z. subfasciatus e A. obtectus (KITCH; MURDOCK, 1986; MURDOCK
et al.,, 1987; CAMPOS et al., 1989; WIEMAN; NIELSEN, 1988; SILVA; XAVIER-
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FILHO, 1991). Proteinases cisteinicas também ocorrem, predominantemente, em
alguns coleopteros da familia chrysomelidae como em Diabrotica undecimpunctata
(LIU et al., 2004), D. virgifera (CRISTOFOLETTI; RIBEIRO; TERRA, 2005, KOIWA et
al., 1997, 2000; BOWN et al., 2004), Leptinotarsa decemlineata (THIE; HOUSEMAN,
1990; GRUDEN et al., 1998, CRISTOFOLETTI; RIBEIRO; TERRA, 2005) e P.
cochleariae (CRISTOFOLETTI; RIBEIRO; TERRA, 2005), e na familia curculionidae,
em Sitophilus oryzae e Hypera postica (CRISTOFOLETTI; RIBEIRO; TERRA, 2005).
Estas enzimas também foram encontradas como proteinas predominantes em
alguns insetos da ordem hemiptera como em Rhodnius prolixus (HOUSEMAN;
DOWNE, 1980, 1981), Phymata wolffi (HOUSEMAN; MORRISON; DOWNE, 1985),
Myzus persicae (RAHBE et al., 2003), A. gossypii (CRISTOFOLETTI; RIBEIRO;
TERRA, 2005), e Acyrtosiphon pisum (CRISTOFOLETII et al., 2003). A ocorréncia
de proteinases cisteinicas também em insetos hemipteras, e ndo de proteinases
serinicas como tripsina, pode ser resultado de eventos evolutivos (HOUSEMAN;
MORRISON; DOWNE, 1985). O ancestral desses insetos pode ter perdido a
capacidade de expressar genes que codificam proteinases serinicas e,
subsequentemente, houve adaptacdo a succ¢do de seiva das plantas ou o ancestral
sugador de seiva passou a utilizar, particularmente, proteinases lisosomais como

proteinases cisteinicas para a digestao protéica (GOODCHID, 1966).
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1.4 Mecanismos de defesas de plantas

Em resposta a herbivoria excessiva dos insetos, devido aos seus
desenvolvidos aparatos digestérios, as plantas desenvolveram diversas estratégias
de protecdo e/ou resisténcia (KOGAN, 1986; RYAN, 1990; HAMMOND-KOSACK;
JONES, 1997; SCHULER et al., 1998).

A resisténcia € o termo usado para descrever a capacidade das plantas em
prevenir, restringir ou retardar a penetracdo de um predador no tecido hospedeiro
(KOGAN, 1986; HAMMOND-KOSACK; JONES, 1997). Essa resisténcia € baseada
nos varios mecanismos de defesa desenvolvidos pelas plantas, durante a evolugéo
(SCHULER et al., 1998).

As defesas de plantas podem ser classificadas como fisicas (espinhos,
tricomas e tegumentos) ou quimicas se h& envolvimento de substancias quimicas
nos mecanismos através dos quais elas se protegem. As defesas quimicas, por sua
vez, podem ser de natureza ndo protéica ou protéica (RYAN, 1990).

Por outro lado, as defesas também podem ser agrupadas em duas
categorias: defesas constitutivas, se sua acao faz-se dentro do programa de
desenvolvimento normal da planta nos diferentes tecidos vegetais; ou induzidas,
guando estdo envolvidas diretamente na resposta a infeccdo ou estimulos
ambientais (CHESIN; ZIPF, 1990; XAVIER-FILHO, 1993; UCHOA et al., 2002).

Essa resposta induzida pode resultar em efetivos mecanismos de resisténcia
a doencas quando ela é expressa pela planta, sistemicamente. Nesse caso, 0s
agentes envolvidos induzem uma resposta do hospedeiro, ndo apenas em torno das
partes atingidas, como também em partes da planta distante da area onde ocorreu a
injuria, sendo este processo denominado imunizagdo sistémica adquirida (DEAN;
KUC, 1986; GOTTSTEIN; KUC, 1989). As defesas induzidas sdo mais importantes
para as partes vegetativas das plantas, enquanto que as constitutivas sao mais
importantes para protecdo das sementes (XAVIER-FILHO, 1993; UCHOA et al.,
2002).
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1.4.1 Proteinas de defesas de plantas

Um grande numero de proteinas envolvidas em processo de defesa de
plantas foi isolado, purificado e caracterizado. Entre elas, encontram-se proteinas de
baixa massa molecular, ricas em residuos de cisteina, como as defensinas, tioninas
(BOHLMANN; APEL 1991; BLOCH; RICHARDSON, 1991; THEVISSEN et al., 1996;
WIJAYA et al.,, 2000) e proteinas transferidoras de lipideos (YAMADA, 1992;
SEGURA; MORENO; GARCIA-OLMEDO, 1993; GARCIA-OLMEDO et al., 1995;
KADER, 1997); enzimas como peroxidases (JOUANIN et al., 1998), quitinases
(CHRISPEELS; RAIKHEL, 1991; RAIKHEL; LEE; BROEKAERT, 1993), p-1,3
glucanases (CHRISPEELS; RAIKHEL, 1991; RAIKHEL; LEE; BROEKAERT, 1993;
COLLINGE et al., 1993; BEINTEMA, 1994; MARGIS-PINHEIRO; MARIVET,
BURKARD et al., 1994) e ureases (CARLINI et al., 1997; CARLINI; GROSSI-DE-SA,
2002); proteinas semelhantes a taumatinas (RICHARDSON, 1991; JOUANIN et al.,
1998, FRANCO et al., 2002); proteinas de reserva como as arcelinas (CARDONA et
al., 1990; MIRKOV et al.,, 1995; HARTWECK; CARDONA; OSBORN, 1997,
HARTWECK; OSBORN, 1997; MOUREY et al., 1998; PAES et al., 2000) e vicilinas
(MACEDO et al., 1993, 1995; YUNES et al., 1998; SALES et al., 1996, 2001a, b;
MOURA et al., 2006; UCHOA et al., 2006); lectinas (CHRISPEELS; GROSSI-DE-AS;
HIGGINS, 1998; JOUANIN et al, 1998; HILDER; BOULTER, 1999;
VASCONCELOS; OLIVEIRA, 2004); e os inibidores de enzimas hidroliticas como,
inibidores de amilases e de proteinases (GOMES et al., 2005a; ARAUJO et al.,
2005a; MELO et al., 1999; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002).
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1.5 Inibidores de enzimas hidroliticas

Inibidores de enzimas hidroliticas s&o proteinas glicosiladas ou néo
(CAVALCANTI et al., 2002; AZARKAN et al., 2006), que ocorrem naturalmente em
animais, microorganismos e plantas (NEURATH, 1989; RYAN, 1990; BRZIN;
KIDRIC, 1995). Os inibidores de enzimas hidroliticas compreendem uma das mais
abundantes classes de proteinas em plantas e muitos trabalhos confirmam seu
papel de defesa pelo fato de terem habilidade de suprimir a atividade catalitica de
enzimas digestorias de insetos (OLIVEIRA et al., 2002; BEZERRA et al., 2004;
GOMES et al., 2005a, b; ARAUJO et al., 2005a, b) e a capacidade de interferir no
crescimento e desenvolvimento destes (SCHULER et al., 1998; JOUANIN et al.,
1998; FRANCO et al., 2002, 2004, 2005; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2000;
LAWRENCE; KOUNDAL, 2002; GOMES et al., 2005a; ARAUJO et al., 2005a).

Os mecanismos pelos quais os inibidores de enzimas hidroliticas interferem
no processo digestério dos insetos se deve a diminuicdo da assimilacdo de
nutrientes, devido a sua ligacdo especifica a enzimas hidroliticas presentes no
intestino dos insetos, impedindo que estas executem suas funcdes no processo
digestorio (RYAN, 1990). Quando insetos sdo submetidos a dieta artificial contendo
inibidores especificos, estes tém seu desenvolvimento atrasado e podendo
apresentar elevados indices de mortalidade e deformidades (GARCIA et al., 2004;
FRANCO et al., 2004).
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1.5.1 Inibidores de a-amilases

As a-amilases sdo enzimas monoméricas que constituem uma familia de
endoamilases e catalisam a hidrolise de ligaces glicosidicas a-1,4 do amido,
glicogénio e outros carboidratos. Por serem essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento de muitos insetos, especialmente daqueles que atacam sementes
ricas em amido, muitos estudos foram feitos no intuito de detectar proteinas com
fungéo de inibir a-amilases de insetos (GROSSI-DE-SA et al., 1997a, b; MELO et al.,
1999; FRANCO et al., 2000; BEZERRA et al., 2004).

Inibidores de o-amiliase de trigo (Tritcum aestivum), cevada (Hordeum
vulgares), arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays), sorgo (Sorghum bicolor), centeio
(Secale cereale), feijdo comum (Phaseolus vulgaris), feijdo-de-corda (V.
unguiculata), gameleira (Ficus sp.), entre outros, foram purificados e caracterizados
(GARCIA-OLMEDO et al.,, 1992; RICHARDSON, 1991; GROSSI-DE-SA et al.,
1997a, b; MELO et al.,, 1999; FRANCO et al.,, 2000; SCHIMOLER-OROURKE;
RICHARDSON; SELITRENNIKOFF, 2001; ALAM et al., 2001; BEZERRA et al.,
2004).

Os inibidores protéicos de a-amilase sdo muito abundantes no endosperma do
trigo e representam uma fragdo substancial das albuminas e globulinas. Os
inibidores de o-amilases encontrados neste cereal apresentam diferentes
especificidades para a-amilases de insetos. Um dos inibidores de a-amilase do trigo,
mais estudado é o inibidor dimérico 0.19, ativo contra a-amilases de T. molitor, S.
oryzae, Tribolium castaneum (FENG et al., 1996) e contra as dos bruquideos C.
maculatus, Z. subfasciatus e A. obtectus. Além do inibidor 0.19, o inibidor 0.53,
também dimérico, € ativo contra a-amilase de saliva humana e dos bruquideos C.
maculatus, Z. subfasciatus e A. obtectus. Estes dois inibidores (0.19 e 0.53) séo os
Unicos fatores de resisténcia ativos contra as amilases do bruquideo A. obtectus
(FRANCO et al., 2000).

Os inibidores de o-amilase de sementes de feijjdo comum (P. vulgaris),
denominados a-All e a-Al2, apresentam 78% de identidade entre si (CHRISPEELS,;
RAIKKEL, 1991; GROSSI DE SA, CHRISPEELS, 1997a), diferindo em suas

especificidades contra a-amilases de fontes distintas. O inibidor de a-amilase
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purificado de feijdo comum inibiu, in vitro, a atividade catalitica das a-amilases de T.
castaneum e T. confusum com maior eficiéncia do que as a-amilases de S. oryzae e
T. molitor (PUEYO et al.,, 1995). a-All inibiu a a-amilase de pancreas de porco,
assim como a-amilases de C. maculatus e C. chinensis (KASAHARA et al., 1996), D.
virgifera (TITARENKO; CHRISPEELS, 2000), Hypothenemus hampei (VALENCIA et
al., 2000), Cryptolestes pusillus, T. castaneum, Drosophila melanogaster,
Monomorium pharaonis e Venturia canescens (KLUH et al., 2005). O «-All, inibiu a
a-amilase de C. chinensis, mas nao foi efetivo para a-amilase de Z. subfasciatus e
A. obtectus, enquanto o a-Al2 inibiu somente a o-amilase do Z. subfasciatus
(ISHIMOTO; CHRISPEEL, 1996; ISHIMOTO et al., 1996; GROSSI-DE-SA et al.,
1997b; GROSSI DE SA; CHRISPEELS, 1997a). Nenhum desses inibidores,
presentes em sementes de feijao, teve efeito inibitério contra o-amilase de A.
obtectus (MELO et al., 1999). Um inibidor de a-amilase purificado de sementes de
feijdo comum, P. vulgaris, chamado PvCAI, inibiu mais de 90% a atividade da a-
amilase de Z. subfasciatus, similar a a-Al2 (DAYLER et al., 2005). O inibidor de o-
amilase de feijao tepari (P. acutifolius), chamado a-Al-Pa, inibiu a a-amilase de C.
chinensis e Z. subfasciatus, enquanto que o inibidor de a-amilase de feijao ayocote,
(P. coccineus), chamado a-Al-Pc, inibiu apenas a a-amilase de C. chinensis
(ISHIMOTO; CHRISPEEL, 1996).

Alguns trabalhos relatam os efeitos toxicos de inibidores de a-amilase quando
incorporados em dieta artificial ofertada a insetos. A incorporagao do inibidor de a-
amilase de feijdo comum em dieta artificial em niveis de 1%, retardou o tempo de
desenvolvimento de larvas de T. castaneum e C. pusillus e aumentou a taxa de
mortalidade de S. oryzae (PUEYO et al., 1995). A incorporacdo de o-All em dieta
artificial para C. chinensis e C. maculatus, em concentragdo de 0,5%, resultou em
100% de mortalidade para as larvas dos insetos (ISHIMOTO; YAMADA; KAGA,
1999). Dréstica reducdo no peso de larvas de T. castaneum e D. melanogaster foi
obtida apos incorporacao de a-All em dieta artificial em niveis de 1% (KLUH et al.,
2005). Os inibidores de a-amilase de trigo, 0.19 e 0.53, apresentando 95% de
similaridade, foram incorporados em sementes artificiais e em concentragéo de 1%
reduziram o peso de larvas de A. obtectus em 80%. Em adi¢do, nenhuma larva
sobreviveu quando alimentada com dieta contendo o inibidor 0.53 em concentracdo
de 1% (FRANCO et al., 2005). Esses resultados sugerem que tais inibidores
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apresentam potencial para serem usados em programas de melhoramento genético
(ISHIMOTO et al., 1996; FRANCO et al., 2005).

Os efeitos toxicos de a-All para muitos bruquideos resultam de sua interacdo
especifica com a-amilases desses insetos, impedindo que essas enzimas executem
suas fung¢des no processo digestorio. Em contraste, a falta de efeito téxico desse
inibidor para Z. subfasciatus tem duas explicacdes: a primeira, € que a-All ndo
possui capacidade de interagir com a o-amilase de Z. subfasciatus, e a segunda
explicacdo, é que Z. subfasciatus possui em seu aparato digestério uma proteinase
serinica capaz de digerir o inibidor (ISHIMOTO; KITAMURA, 1992; ISHIMOTO;
CHRISPEELS, 1996a).

A introducdo de genes que codificam inibidores de o-amilase em culturas
economicamente importantes foi utilizada para aumentar sua resisténcia a diferentes
insetos. Plantas de ervilha (Pisum sativum) transformadas com o gene que codifica o
inibidor de a-amilase de P. vulgaris (a-Al) tornaram-se resistentes ao ataque de C.
maculatus, C. chinensis e Bruchus pisorum (SHADE et al., 1994; SCHROEDER et
al., 1995) e a expressao desse mesmo gene em plantas de P. vulgaris resultou em
maior resisténcia da planta ao ataque de C. chinensis, C. maculatus e C. analis
(ISHIMOTO et al., 1996). O gene que codifica o inibidor de trigo quando introduzido
em plantas de tabaco (N. tabacum) conferiu resisténcia a Agrotis ipisilon e
Spodoptera ssp (GATEHOUSE; GATEHOUSE, 1998).
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1.5.2 Inibidores de proteinases

Inibidores de proteinases foram isolados e purificados de diferentes espécies
de monocotiledéneas e dicotileddneas. Entre as monocotileddneas, as investigacdes
foram dirigidas particularmente para os vegetais da familia das Gramineas,
atualmente denominada familia Poaceae, tendo como principais representantes,
arroz, cevada, milho, trigo, centeio e sorgo. Entre as dicotiledéneas, a familia das
Solanéaceas, representada pelo tomate, batata e tabaco, e a familia das leguminosas
(ou familia Fabaceae), representada pelos feijées, soja e ervilha, tém recebido
especial atencdo. No entanto, outras familias foram estudadas em menor escala
como, por exemplo, as familias Moraceae, Araceae e Caricaceae (BRZIN; KIDRIC,
1995; SCHULER et al., 1998; RICHARDSON, 1991). Em diferentes tecidos e érgaos
vegetais foram detectados, isolados e purificados inibidores de proteinases como em
polpa de frutas (ARAUJO et al., 2004), raizes, caules, folhas, frutos e,
particularmente, em tubérculos e sementes (BRZIN; KIDRIC, 1995). Estes ultimos
sdo ricas fontes de inibidores, contendo de 1 a 10% do total de proteinas das plantas
(USSUF; LAXMI; MITRA, 2001). Os niveis desses inibidores nos vegetais sao
variaveis e dependem do estagio de maturacdo, da sua localizacdo nos tecidos, do
tempo de colheita e de armazenamento, como, também, da variedade da planta,
podendo coexistir diferentes classes de inibidores em um Unico tecido ou 6rgéo
(RYAN, 1990; RICHARDSON, 1991; BRZIN; KIDRIC, 1995).
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1.5.2.1 - Classificacao de inibidores de proteinases de plantas

Inibidores de proteinases de plantas sdo primeiramente categorizados de
acordo com a classe mecanistica de enzimas que eles inibem. Dessa forma, quatro
classes de inibidores de proteinases foram estabelecidas: inibidores de proteinases
serinicas, cisteinicas, asparticas e de metalo-proteinases, sendo que os inibidores
de proteinases serinicas sdo os mais estudados (RYAN, 1990; RICHARDSON,
1991). Muitos inibidores de proteinases cisteinicas também foram caracterizados
(BODE; HUBER, 1992, 2000; MARGIS; REIS; VILLET, 1998), enquanto que 0s
inibidores de metalo-proteinases e de proteinases asparticas de plantas sdo o0s
estudados em menor escala. Esses inibidores sdo agrupados em familias (TABELA
3), sendo a classe dos inibidores de proteinases serinicas composta por sete
subfamilias e as demais compreendem apenas uma familia (BODE; HUBER, 1992;
2000; KOIWA et al., 1997; MARGIS; REIS; VILLET, 1998). Os inibidores de
proteinases serinicas sao agrupados com base na similaridade de sequéncia
primaria, massa molecular, nimero de residuos de cisteina e pontes dissulfetos
(RICHARDSON, 1991; KOIWA et al., 1997).

Alguns inibidores exibem especificidade de inibicdo para uma Unica classe
mecanistica de enzima (CAMPOS et al., 2004; DESHIMARU et al., 2003; LUCKETT
et al.,, 1999; RICHARDSON, 1991), enquanto outros séo efetivos inibidores de
enzimas pertencentes a diferentes classes mecanisticas, podendo inibir proteinases
serinicas e amilases de insetos e plantas, ou ainda, proteinases serinicas e
cisteinicas. Devido a essa caracteristica, eles sdo chamados de inibidores
bifuncionais (TABELA 4) (GOMES et al, 2005b; MACEDO et al., 2004,
RODENBURG et al., 1995).
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TABELA 3 - Familia de inibidores de proteinases de plantas

Proteinases Classes de inibidores Familias de inibidores

Bowman-Birk

Inibidores de proteinases Bﬂiggl
Serinicas serinicas
Batata Il
Superfamilia de Cereais
Taumatina
Ragi I-2/milho
Cisteinicas Inibidores de proteinases Cistatinas de planta (Fitocistatinas)
cisteinicas
Asparticas Inibidores de proteinases Inibidores de proteinases asparticas
asparticas
Metalo-proteinases Inibidores de metalo- Inibidores de carboxipeptidases A e B

proteinases
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TABELA 4 - Inibidores bifuncionais

Fonte Inibidor Atividade inibitéria Referencias

Cevada BASI o-amilase de inseto e ABE; SIDENIUS; SVENSSON, 1993
planta, e
subtilisina

Arroz RASI a-amilase de inseto e YAMAGATA et al., 1998
planta, e
subtilisina

Trigo WASI a-amilase de planta e ZEMKE et al., 1991
subtilisina

Milho Zeamatina  a-amilase de inseto e SCHIMOLER-OROURKE; RICHARDSON,;
tripsina SELITRENNIKOFF, 2001

Feijao PvCAI a-amilase de inseto e DAYLER et al., 2005
quitinase

Milheto RBI a-amilase de inseto e STROBL et al., 1998
tripsina

Adlai LCAI o-amilase de inseto e ARY; RICHARDSON; SHEWRY, 1989
quitinase

Crotalaria CpaTl tripsina, quimotripsina, GOMES et al., 2005a
elastase e papaina

Carolina ApTI tripsina, quimotripsina e MACEDO et al., 2004
papaina

Abacaxi BBI tripsina, quimotripsina, LENARCIC et al.,, 1993; PERLSTEIN,

catepsina L, papaina,
bromelaina e ficina.

KEZDY, 1973.

BASI, inibidor bifuncional de a-amilase e subtilisina de cevada (Hordeum vulgares); RASI, inibidor

bifuncional de a-amilase e subtilisina de arroz (Oryza sativa); WASI, inibidor bifuncional de a-amilase

e subtilisina de trigo (Triticum aestivum); PvCAlI, inibidor de a-amilase e atividade quitinasica defeijao

comum (Phaseolus vulgaris); RBI, inibidor bifuncional de a-amilase e tripsina de Capim pé-de-galinha

(Eleusine coracana) ; LCAI, inibidor de a-amilase e atividade quitinasica de adlai (Coix Lachryma-

jobi); CpaTl, inibidor de tripsina de crotalaria (Crotalaria pallida); ApTI, inibidor de tripsina de carolina

(Adenanthera pavonina); BBI, inibidor de bromelaina de abacaxi (Ananas comosus).



Introducdo 50

1.6 Inibidores de proteinases cisteinicas

Estudos recentes, baseados na andlise de sequéncia de aminoécidos,
suportam a existéncia de trés familias distintas de inibidores de proteinases
cisteinicas. A familia de inibidores de bromelaina isolados de abacaxi, que mostra
similaridade estrutural com inibidores de proteinases serinicas da familia Bowman-
Birk (LENARCIC et al., 1993; HATANO et al., 1995, 1996; HATANO, TANOKURA,
TAKAHASHI, 1998), a familia de inibidores de proteinases cisteinicas de batata, que
mostram similaridade com inibidores de proteinases serinicas da familia Kunitz
(KRIZAJ et al., 1993; VALUEVA et al., 1998; GRUDEN et al., 1997), e a terceira
familia, a familia fitocistatina, também chamada cistatina de planta (MARGIS, REIS,
VILLET, 1998).

1.6.1 Familia de inibidores de bromelaina

Essa familia de inibidores é composta de sete pequenas proteinas ricas em
residuos de cisteina, apresentam massa molecular entre 56 e 5,9 kDa, séo
constituidas de 52 residuos de aminoécidos, distribuidos em duas cadeias
polipeptidicas unidas por pontes dissulfetos inter e intramoleculares (PERLSTEIN;
KEZDY, 1973; REDDY et al.,, 1975). Embora apresentem forte atividade inibitoria
sobre proteinases cisteinicas como bromelaina, catepsina L, papaina e ficina, eles
também podem inibir, em menor extensdo, as proteinases serinicas semelhantes a
tripsina e quimotripsina (LENARCIC et al.,, 1993; HATANO et al., 1995, 1996;
HATANO; TANOKURA; TAKAHASHI, 1998; PERLSTEIN; KEZDY, 1973; REDDY et
al., 1975). No entanto, ainda n&o se tem relato de seus efeitos sobre a atividade de
enzimas digestoérias de insetos e/ou patégenos.
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1.6.2 Familia de inibidores de proteinases cisteinicas da familia Kunitz

Inibidores de proteinases cisteinicas da familia Kunitz foram isolados de
tubérculos de batata (Solanum tuberosum). Eles apresentam massa molecular de 22
a 25 kDa, sado constituidos de uma cadeia polipeptidica consistindo de,
aproximadamente, 180 residuos de aminoacidos, onde estdo presentes quatro
residuos de cisteina, formando duas pontes dissulfetos. A analise da sequéncia de
aminoécidos dessas moléculas revelou forte identidade com inibidores de
proteinases serinicas da familia Kunitz (GRUDEN et al., 1997; KRIZAJ et al., 1993;
VALUEVA et al., 1998). Em oposi¢do, um inibidor de proteinase cisteinica da familia
Kunitz, isolado de sementes de algaroba (Prosopis julifiora), com massa molecular
de 19 kDa, mostrou forte inibicdo sobre a atividade proteolitica da papaina, com
valor de Ki de 0,59 x 10° M, e fraca inibicdo sobre a tripsina e quimotripsina
(OLIVEIRA et al., 2002). Estudos recentes mostraram que um inibidor de proteinase
serinica da familia Kunitz, isolado de semente de Carolina brasileira (Adenanthera
pavonina), denominado ApTI, também apresentou atividade inibitéria sobre a
atividade proteolitica da papaina, além de inibir tripsina e quimotripsina (MACEDO et
al., 2004). Outro inibidor da familia Kunitz, isolado de sementes de crotalaria
(Crotalaria pallida), denominado CpaTl, também suprimiu a atividade proteolitica da
papaina, além de inibir tripsina e quimotripsina (GOMES et al., 2005a).

O efeito inibitério dessa familia de proteinas sobre enzimas digestoérias de
insetos foi relatado (OLIVEIRA et al., 2002; GOMES et al., 2005%; MACEDO et al.,
2004; FABRICK et al., 2002). O inibidor de proteinase cisteinica isolado de algaroba
(P. juliflora) apresentou forte inibicdo sobre a atividade proteolitica de enzimas
digestorias de C. maculatus e A. obtectus, inibindo-as em mais de 70% (OLIVEIRA
et al., 2002). Um inibidor isolado de batata (S. tuberosum), chamado PCPI 10,
mostrou-se efetivo, in vitro, para D. undecimpunctata. A incorporagcédo de PCPI 10’
em sistema de dieta artificial causou 50% de mortalidade e reducdo de 86% na
massa das larvas de D. undecimpunctata (FABRICK et al., 2002).
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1.6.3 Inibidores da familia fitocistatinas

Inibidores de proteinases cisteinicas de plantas sdo comumente denominados
de cistatinas vegetais ou fitocistatinas. Eles foram purificados de monocotiledoneas
e dicotiledbneas. Entre as monocotiledoneas, as investigacbes foram dirigidas,
particularmente, para os vegetais da familia das gramineas como sorgo (Sorghum
bicolor), arroz (Oryza sativa), milho (Zea mays), adlai (Coix Lachryma-jobi) e cevada
(Hordeum vulgare) (ABE; KONDO; ARAI, 1987; ABE et al., 1992, 1994, LI et al.,
1996; GRADDOUR et al., 2001; YOZA et al., 2002). As espécies dicotileddneas tém
recebido especial atencado, particularmente, as familias das leguminosas como 0s
feijdes (Phaseolus lunatus; V. unguiculata) e soja (Glycine max) (FERNANDES et al.,
1993; BOTELLO et al., 1996; MISAKA et al., 1996; BRZIN et al., 1998; LAWRENCE;
NIELSEN, 2001; SANTINO et al., 1998) e solanaceas como tomate (Lycopersicon
esculento) e batata (S. tuberosum) (WALDRON et al., 1993; VALUEVA et al., 1998;
JACINTO et al., 1998; WU; HAARD, 2000).

As fitocistatinas sdo constituidas por uma cadeia polipeptidica desprovida de
pontes dissulfetos. Em geral, sdo moléculas pequenas que apresentam massa
molecular variando de 7,5 kDa, para uma fitocistatina purificada de sementes de
abobora (LEVLEVA et al., 1997), até 26 kDa, para o inibidor purificado de sementes
de soja, (G. max) (MISAKA et al, 1996) (TABELA 5). No entanto, alguns
representantes dessa familia apresentam massa molecular de, aproximadamente,
85 kDa, como as fitocistatinas purificadas de tubérculo de batata (S. tuberosum)
(WLADRON et al., 1993), de folhas de tomate (L. esculentum), com massa molecular
similar (JACINTO et al., 1998; WU, HAAD, 2000; SIQUEIRA-JUNIOR et al., 2002), e
de sementes de girassol (Helianthus annuus), com massa molecular de 32 kDa
(KOUZUMA et al., 2000).



TABELA 5 - Distribuic&o botéanica e propriedades de algumas fitocistatinas

Fonte Familia Abreviacfes MM AA pl C/IM Especificidade Referencias
(kDa)

Helianthus annus A SCA 9 83 5,6 C P,F,CH, CB,CL KOUZUMA et al., 1996
Helianthus annus A SCB 11 100 9,5 C P,F,CH, CB, CL KOUZUMA etal., 1996
Helianthus annus A SCM 32 282 M P KOUZUMA et al., 2000
Persea americana L 11,3 100 C P KIMURA et al., 1995
Daucus carota Ap EIP18 18 133 C P OJIMA et al., 1997
Oryza sativa G OC-I 11,8 102 53 C P, CH, CB, CL ABE et al., 1987
Oryza sativa G OC-lI 11,9 107 C P, CH, CB, CL KONDO et al., 1990
Vigna unguiculata Le Vu 10,7 97 C P FERNANDES et al., 1993
Phaseolus lunatus Le FSCPI 14 55 C P, CB, CH, CL BRZIN et al., 1998
Solanum tuberosum S PMC 87 757 M P WALDRON et al., 1993
Glycine max Le 26 245 C P MISAKA et al., 1996
Glycine max Le L1 C P ZHAO et al., 1996
Glycine max Le R1 12 100 C P ZHAO et al., 1996
Glycine max Le N2 11 92 C P ZHAO et al., 1996
Zea mays G CC-l 18 135 C P, CB, CH, CL ABE et al., 1992; 1994
Zea mays G Cl-4 9,2 85 5,2 C P,F,Qp, CB,CH ABE; WHITAKER, 1988; ABE; ARAI, 1991.
Castanea sativa F CsC 11,2 102 C P,F,Qp,CB, T PERNAS et al., 1998
Lycopersicon esculento S 87 M P JACINTO et al., 1998
Malus domestica R 11,3 C P,F,B RYAN; LAING; MCMANUS, 1998
Carica papaya Cp 11,3 99 51 C P, Qp, Car, PIV SONG et al., 1995
Curcubita maxima Cu 7,5 6,0 C P, F LEVLEVA et al., 1997
Pennisetum glaucum G 24 9,8 C P JOSHI et al., 1998
Chelidonium majus Pa celidocistatina 10 90 9,3 C P, CL, CH ROGELJ et al., 1998
Hordeum vulgare Le C P, F,Qp GADDOUR et al., 2001

MM, massa molecular; AA, nimero de aminoacidos; Pi, ponto isoelétrico; C, fitocistatina com um dominio; M, multicistatina; A, Asteraceae; Ap, Apiaceae; G,
Gramineae (Poaceae); L, Lauraceae; Le, Leguminosae (Fabaceae); S, Solanaceae; F, Fagaceae; Ca, Caryophyllaceae; Cp, Caricaceae; Cu, Curcubitaceae;
Pa, Papaveraceae; R, Rosaceae; P, papaina; CB, Catepsina B; CH, Catepsina H; CL, Catepsina L; Qp, Quimopapaina; F, Ficina; Car, Caricaina; PIV,
Protease de mamaéo IV; T, Tripsina.

€5 oednpouayul
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A caracteristica estrutural das fitocistatinas é a presenca de trés regides
(FIGURA 7) de interagdo bastante conservadas, com suas proteinases alvo. Um
motivo central constituido pelos residuos de glutamina-xaa-valina-xaa-glicina. Um
dipeptidio constituido, geralmente, por um residuo de prolina e um de triptofano
localizado proximo a extremidade C-terminal, que constituem as duas regides
primarias de interacdo, ambas localizadas em um dobramento ou al¢ca em forma de
grampo (“hairpin loops”), e a terceira regidao de interacdo, representada por um
residuo de glicina localizado préximo da extremidade N-terminal, conhecida como
regido flexivel (STUBBS et al., 1990, KONDO et al., 1990, MARGIS; REIS; VILLET,
1998). Baseada na presenca dessas trés regides de interagdo e massa molecular
desses inibidores, as fitocistatinas foram agrupadas em duas classes: uma delas
compreendendo as fitocistatinas de baixa massa molecular, com um Unico dominio
de cistatina, assim classificadas, quando na estrutura primaria, € observada a
existéncia Unica dessas trés regides de interacdo (FERNANDES et al., 1993, ABE;
KONDO; ARAI, 1987; ABE et al., 1992, PERNAS et al., 1998); outra compreendendo
as fitocistatinas de alta massa molecular, com multiplos dominios de cistatina, isto €,
com as trés regides de interacao ocorrendo repetidas vezes na estrutura primaria do
inibidor (WLADRON et al., 1993, BOLTER, 1993, JACINTO et al., 1998, WU; HAAD,
2000, KOUZUMA et al., 2000; DIOP et al., 2004), sendo que, neste ultimo caso, elas
sdo chamadas de multicistatinas. As multicistatinas de tubérculo de batata e folhas
de tomate possuem oito dominios que podem interagir, simultaneamente, com oito
proteinases cisteinicas (WLADRON et al., 1993. JACINTO et al., 1998, WU; HAAD,
2000), porém, a multicistatina de girassol apresenta trés dominios (KOUZUMA et al.,
2000) e a de feijao-de-corda (V. unguiculata) dois dominios de cistatina (DIOP et al.,
2004).
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--MSSDGGPVLGG---VEPVGNENDLHLVDLARFAVTEHNKKANSLLEFEKLVSVK

MAEEAQSHAREGGRHPRQPAGRENDLTTVELARFAVAEHNSKANAMLELERVVKVR
N-terminal

QQVVAGTLYYFT 1 EVKE-GDAKKLYEAKVWEKPWMDFKELQEFKPVDASANA

QQVVGGFMHYLTVEVKEPGGANKLYEAKVWERAWENFKQLQDFKPLDDATA-
1° loop 2°loop

MSLVGGFTEVKDFANS1VIDDLARFAVDEYNKKQNTLLEFRKVLNAK
-SVIGGITEVKDFANSLE IEDLARFAVDEHNKKQNTLLEFGKVLNAK
-PVIGGITEVKDFANSLYV IDDLARFAVDEYSKKQNTLLEFERVLDAK
N-terminal
EQIVSGTLYY ITLDAANGGI IKTYEAKVWVKKWENLKELQEFKPVDAAT
EQIVAGKLCY ITLEATDGGVKKTYEAKVWVKPWENFKELQEFKPVDAAT
QQIVAGTMYYFILEATVGGVKNTYVAKVLLK-PDNSKELKEFKHLY ---
1 loop 2’ loop

FIGURA 7: Estrutura tridimencional de fitocistatina de arroz, Oryza sativa (orizacistatina I, OC-I)
resolvida por RMN (resonancia magnética nuclear) (A), alinhamento das fitocistatinas de arroz
(OC-l e OC-Il) com um Unico domino (B) e alinhamento dos trés dominios (D1-D3) da

multicistatina de girassol, Helianthus annus (C).

Fontes:
NAGATA et al., 2000 (A e B)

KOUZUMA et al., 2000 (C).
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Muitos estudos mostraram o0s efeitos inibitérios in vitro e in vivo das
fitocistatinas sobre proteinases cisteinicas presentes no intestino de muitos insetos
da ordem coledpteras da familia bruquidea. A fitocistatina de milho (Z. mays)
expressa em plantas de arroz transgénico, inibiu em mais de 50% as proteinases
cisteinicas presentes no homogenato intestinal de S. zeamis (IRIE et al., 1996). As
atividades de trés fitocistatinas de soja (G. max), chamadas L1, N2 e R1, exibiram
diferentes especificidades para proteinases cisteinicas presentes no homogenato
intestinal de larvas de D. virgifera e L. decemlineata. N2 e R21 inibiram,
substancialmente, proteinases cisteinicas de D. virgifera, em, aproximadamente,
80%, enquanto que L1 foi efetiva em 30%. N2 e R1 suprimiram a atividade das
proteinases digestorias de L. decemlineata em 20%, enquanto que L1 inibiu menos
de 5% essa atividade (ZHAO et al., 1996). A inibicdo da atividade digestoria de
larvas de Tribolium castaneum pela fitocistatina de castanheira (Castanea sativa),
denominada CsC, foi de 61%. No entanto, essa fitocistatina ndo suprimiu a atividade
digestéria de larvas de L. decemlineata (PERNAS et al., 1998). A cistatina de feijao-
de-corda (V. unguiculata) suprimiu a atividade de proteinases digestdrias de Z.
subfasciatus e A. obtectus em mais de 90% (AGUIAR et al., 2006). A cistatina de
cevada (H. vulgares) inibiu a atividade proteolitica de L. decemlineata e Podius
maculiventris em 51 e 80%, respectivamente (ALVAREZ-ALFAGEME et al., 2007).

A multicistatina purificada do tubérculo de batata (S. tuberosum), quando
incorporada em dieta artificial para larvas de D. undecimpunctata e D. virgifera,
reduziu em 50 e 70%, respectivamente, o crescimento larval desses insetos (ORR;
STRICKLAND; WALSH, 1994). A fitocistatina de soja (G. max), denominada ScN,
retardou o crescimento e aumentou a mortalidade de larvas de C. maculatus
(KOIWA et al., 2000). A fitocistatina purificada de arroz (O. sativa) causou reducao
no ganho de peso de larvas de D. undecimpunctata e mais de 50% de mortalidade
(EDMOND et al., 1996). A cistatina de feijao-de-corda (V. unguiculata), quando
incorporada em um sistema de sementes artificiais a 0,025%, causou reducdo de
peso das larvas, e cerca de 79 e 67% de mortalidade para A. obtectus e Z.
subfasciatus, respectivamente (AGUIAR et al., 2006).

A fitocistatina purificada de sementes de arroz (O. sativa), chamada
orizacistatina-1 ou OC-I, é a fitocistatina mais estudada. Essa proteina € produzida,
naturalmente, em sementes de arroz em niveis de 0,001-0,002% de proteinas
sollveis totais, que pode ser insuficiente para a protecdo efetiva da planta (KONDO



Introducédo 57

et al., 1990). Entretanto, em plantas transgénicas, o nivel de expressao pode atingir
0,6% de proteinas soluveis totais (MASOUD et al., 1993; LECARDONNEL et al.,
1999; GIRARD et al., 1998a), resultando em maior resisténcia dessas plantas contra
0 ataque de insetos. Plantas de canola (Brassica napus), transformadas com OC-I
foram mais resistentes ao ataque de Baris coerulencens (BONADE-BOTTINO et al.,
1999), P. cochelearie (GIRARD et al., 1998a), M. persicae (RAHBE et al., 2003) e
Psylliodes chrysocephala (GIRARD et al.,, 1998b). Plantas de alamo (Populus
deltéides) expressando o gene que codifica OC-I foram mais resistentes ao ataque
de Chrysomela tremulae (LEPLE et al., 1995) e plantas de batata (S. tuberosum)
foram mais resistentes a L. decemlineata (LECARDONNEL et al., 1999; CLOUTIER
et al., 2000).
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1.7 Inibidor de proteinases serinicas

Apesar da grande variedade de familia de inibidores de proteinases serinicas,
0s mais estudados pertencem as familias Kunitz e Bowman-Birk (RITONJA et al.,
1990; BAUDYS et al., 1991, USSUF; LAXMI; MITRA, 2001; KOIWA et al., 1997,
LAWRENCE; KOUNDAL, 2002). Os estudos séo principlamente, direcionados para
aqueles encontrados em sementes das subfamilias das leguminosas (NORIOKA et
al., 1988). Norioka e colaboradores sugeriram a existéncia de uma relacdo entre
inibidores de proteinases serinicas de sementes de leguminosas e a evolugao
dessas plantas. Nesse estudo, foi investigado a presenca de inibidores de
proteinases serinicas da familia Bowman-Birk e Kunitz em sementes de 34 espécies
de leguminosas. Em sementes das subfamilias de leguminosas mais primitivas
(Caesalpinoideae e Mimosoideae) foram encontrados principalmente inibidores da
familia Kunitz, no entanto, na subfamilia Papilionoideae que €é mais recente
evolutivamente, foram encontrados apenas inibidores da familia Bowman-Birk
(NORIOKA et al., 1988).

1.7.1 Inibidores da familia Bowman-Birk

Inibidores de proteinases da familia Bowman-Birk foram purificados de
sementes de girassol (H. annus) (LUCKETT et al., 1999), de alho (Allium cepa)
(DESHIMARU et al. 2003), em muitas gramineas como arroz (O. sativa), milho (Z.
mays), trigo (T. aestivum), cevada (H. vulgare), adlai (Coix lacryma-jobi), cana-de-
acucar (Saccharum officinarum) (MELLO; TANAKA; SILVA-FILHO, 2003), em
sementes de amburana (Torresea acreana e T. cearensis) (TANAKA et al., 1996),
feijao tepari (P. acutifolius) (CAMPOS et al.,, 2004), mucuna (Dioclea glabra)
(BUENO et al., 1999), lentilha (Lens culinaris) (WEDER; HINKERS, 2004), feijao de
porco (Canavalia gladiata) (PARK et al., 2000), feijao camaratu (Cratylia mollis)
(PAIVA et al., 2006), ervilha (Pisum sativum), amendoim (Arachis hypogaea) e soja
(G. max) (MELLO; TANAKA,; SILVA-FILHO, 2003). O primeiro inibidor pertencente a
familia Bowman-Birk (FIGURA 8), que deu origem a essa familia, foi purificado de
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sementes de soja que consistia de 71 residuos de aminoéacidos distribuidos em uma
cadeia polipeptidica com dois sitios reativos, um para a tripsina e o outro para
qguimotipsina (ODANI; IKENAKA, 1973a, b).

FIGURA 8: Estrutura primaria de inibidor de soja (Glycine max) da familia Bowman-Birk mostrando
sete pontes dissulfetos e dois sitios reativos (P1), um para tripsina (Lisinal6-Serinal7) e outro

para quimotripsina (Leucina44-Serina45).

Fonte: ODANI; IKENAKA, 1973b.

QI e colaboradores agruparam os inibidores da familia Bowman-Birk de
monocotileddneas e dicotiledoneas em trés classes com base na massa molecular,
namero de sitios reativos, residuos de cisteina (altamente conservados em todos os
membros dessa familia) e pontes dissulfetos presentes na molécula. Em
monocotiledoneas, os inibidores Bowman-Birk sdo divididos em duas classes: a
primeira composta por inibidores de, aproximadamente, 8 kDa e um Unico sitio
reativo (“single-headed”), possuindo 10 residuos de cisteina envolvidos em 5 pontes
dissulfetos; e a segunda, constituida por inibidores com cerca de 16 kDa, compostos
por cerca de 180 residuos de aminoacidos, com dois sitios reativos. Devido a esse
fato, eles foram denominados de inibidores de dupla cabeca (“doublé-headed"),
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possuindo 20 residuos de cisteina envolvidos em 10 pontes dissulfetos. Inibidores
de 16 kDa sdo compostos por dois dominios, cada um de 8 kDa, com elevada
identidade, semelhante aos inibidores de 8 kDa. A presenca desses dois dominios
de 8 kDa foi explicada devido a eventos de duplicagcdo do gene, originando essa
classe de inibidores (Ql; SONG; CHI, 2005). Mello, Tanaka e Silva-Filho (2003)
relataram a presenca de inibidores da familia Bowman-Birk constituidos por cérca de
250 residuos de aminoacidos, distribuidos em trés dominios de 8 kDa, apresentando
elevada identidade. Nessa mesma investigacdo, estes autores, analisando a
sequéncia de aminoacidos de varios inibidores da familia Bowman-Birk de
monocotiledéneas, constituidos de 8 kDa, observaram que alguns membros dessa
familia de inibidores encontrados em milho e cana-de-acUcar sdo glicoproteinas. Em
dicotiledbneas, inibidores Bowman-Birk apresentam massa molecular de 8 kDa. Em
geral, sdo compostos por cerca de 104 residuos de aminodcidos, incluindo 14
residuos de cisteina envolvidos em 7 pontes dissulfetos, possuindo dois sitios
reativos (QI; SONG; CHI, 2005; MELLO; TANAKA; SILVA-FILHO, 2003). A
comparacao entre diferentes membros desta familia mostrou que o primeiro sitio
reativo esta localizado na regido N-terminal e € mais conservado do que o segundo
sitio reativo localizado na regido C-terminal da molécula (WU; WHITAKER, 1991;
PRAKASH et al.,, 1996). Esses inibidores podem interagir, simultaneamente, e
independentemente com duas proteinases serinicas, ndo necessariamente
idénticas, isto €, com duas moléculas de tripsina ou uma molécula de tripsina e uma
de quimotripsina (Ql; SONG; CHI, 2005; MELLO; TANAKA; SILVA-FILHO, 2003).

Alguns estudos mostraram os efeitos, in vitro, dessa familia de inibidores
sobre proteinases serinicas de insetos. Inibidores da familia Bowman-Birk
purificados de soja (SBBI) e de feijao-de-corda (CpT]I) inibiram atividades digestérias
semelhantes a tripsina e quimotripsina de L. oleracea (GATEHOUSE et al., 1999), H.
virescens (JOHNSTON et al., 1995). SBBI também inibiu a atividade de enzimas
digestérias semelhantes a tripsina presente no homogenato intestinal de larvas de A.
ipsilon, H. zea, H. virescens, e A. grandis (PURCELL; GREENPLATE; SAMMONS,
1992), bem como as proteinases serinicas de P. cochleariae (GIRARD et al., 1998a),
S. exigua (JONGSMA et al., 1995) e S. littoralis (LEE, ANSTEE, 1995).

Em processo de transgenia, gene que codifica o inibidor de tripsina de feijao-
de-corda (CpT]l) foi introduzido em varias plantas economicamente importantes. Em
plantas de tabaco (N. tabacum), esse gene conferiu resisténcia a H. virescens
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(HILDER et al.,, 1987; BOULTER et al., 1990; GATEHOUSE et al., 1993) e
Spodoptera litura (SANE et al., 1997). Plantas de morango (Fragaria x ananassa)
transformadas com esse mesmo gene foram mais resistentes a Otiorhynchus
sulcatus (GRAHAM; McNICOL; GREIG, 1995). A expressao de CpTIl em plantas de
arroz (O. sativa), batata (S. tuberosum), algoddo (G. hirsutum), e nabo (Brassica
rapa) conferiu resisténcia a Sesamia inferens, Chilo suppressalis (GRAHAM;
GORDON; McNICOL, 1997, XU et al., 1996), L. oleracea (GATEHOUSE et al., 1997,
1999), Helicoverpa armigera (LI et al., 1998) e Pieris rapae (FANG et al., 1997).

1.7.2 Inibidores da familia Kunitz

Os inibidores de proteinases serinicas da familia Kunitz foram purificados de
varios tecidos e 6rgaos de plantas incluindo latex do maméao (Carica papaya)
(ODANI et al., 1996; AZARKAN et al., 2006), folhas de feto de agua (Azolla pinnata)
(MAITY; PATRA, 2003), rizomas tuberosos de varias araceas (OLIVEIRA, 2001;
SUMATHI; PATTABIRAMAN, 1979), tubérculos de solanaceas (S. tuberosum)
(VALUEVA et al., 1998; VALUEVA; REVINA; MOSOLOV, 1997, 1999), sementes de
jaca (Artocarpus integrifolia) (BHAT; PATTABIRAMN, 1989), sementes de mustarda
parda (Brassica juncea) (MANDAL et al., 2002), e, particularmente, de sementes das
trés subfamilias de leguminosas (RICHARDSON, 1991). Esses inibidores sé&o
proteinas com massa molecular que variam de 18 a 26 kDa, distribuidos em,
aproximadamente, 180 residuos de amino&cidos, possuindo baixo contetdo de
residuos de cisteina envolvidos em pontes dissulfetos (RICHARDSON, 1991;
BATISTA et al., 1996), e, em geral, possuindo apenas um sitio reativo. Devido a
esse aspecto estrutural, eles sdo conhecidos como inibidores de uma cabeca
(“single headed”) (RICHARDSON, 1991). Entretanto, poucos representantes dessa
familia foram caracterizados como inibidores que possuem dois sitios reativos. O
inibidor Kunitz purificado de soja (G. max), denominado SKTI, apresentou forte
atividade inibit6ria sobre a tripsina, mas também foi capaz de suprimir, fracamente, a
atividade da quimotripsina, sugerindo a presenca de dois sitios reativos na estrutura
da proteina (BOSTERLING; QUAST, 1981). Valueva, Revina e Mosolov (1999)
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investigaram os efeitos das modificacées nos residuos de metionina, arginina e lisina
na atividade inibitéria do inibidor Kunitz de 21 kDa purificado de tubérculos de
batata, denominado PSPI-21. Os resultados indicaram a presenca de dois sitios
reativos; um para interacdo com a tripsina e outro para quimotripsina. Os residuos
de arginina e metionina nos sitios reativos desse inibidor foram responsaveis pela
interacdo com tripsina e quimotripsina, respectivamente, o que explicou a
capacidade do inibidor formar um triplo complexo, unindo-se simultaneamente a uma
molécula de tripsina e uma de quimotripsina. Resultado similar foi observado para o
inibidor de quimotripsina da familia Kunitz, purificado de sementes de feijao alado,
Psophocarpus tetragonolobus, denominado WCI, que possui em sua estrutura dois
sitios reativos para interacdo com quimotripsina (DATTAGUPTA et al.,, 1999;
DASGUPTA; SEN; DATTAGUPTA, 2003).

Esses inibidores podem ser constituidos por uma ou duas cadeias
polipeptidicas. Inibidores encontrados nas subfamilias Caesalpinoideae e
Papilionoideae, geralmente, tém uma cadeia polipeptidica enquanto que aqueles da
subfamilia Mimosoideae sao constituidos por inibidores com duas cadeias
polipeptidicas unidas por pontes dissulfetos, sendo caracterizados como proteinas
diméricas (RICHARDSON, 1991; BATISTA et al., 1996). Inibidores com uma cadeia
polipeptidica, possuindo cerca de 180 residuos de aminoacidos, deram origem
aqueles com duas cadeias polipeptidicas, ap6és clivagem nos residuos de
aminoacidos da posicdo 140 ou em sua vizinhanca, seguido de reducao de pontes
dissulfetos, originando, dessa forma, os inibidores com duas cadeias polipeptidicas
(RICHARDSON, 1991; BATISTA et al., 1996). A TABELA 6 mostra a distribui¢cao
botanica e propriedades de alguns inibidores Kunitz.

A presenca de carboidratos ndo é uma caracteristica comum para inibidores
da familia Kunitz. Todavia, existem poucos relatos sobre esse aspecto estrutural.
Bhat e Pattabiraman (1989) purificaram uma glicoproteina de sementes de jaca (A.
integrifolia) de 26 kDa, apresentando inibicdo sobre a atividade catalitica da tripsina
e quimotripsina, tendo sido caracterizada como um membro da familia Kunitz com
base na massa molecular e composicao de aminoacidos. A presenca de galactose,
glicose, manose, frutose, xilose e glicosamina foram identificados como unidades de
acucares constituintes do inibidor. A presenca de manose, xilose fucose e outros
acucares foram detectados na estrutura do inibidor Kunitz purificado do latex de
mamao (C. papaya), denominado PPI (ODANI et al., 1996). A presenca de acucares
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também foi detectada como um constituinte da estrutura de outros inibidores Kunitz,
incluindo o inibidor purificado de sementes de pata de cava (Bauhinia rufa)
(SUMIKAWA et al., 2006) e de sementes de jacaranda branco (Swartzia pickelli)
(CAVALCANTI et al., 2002). Entretanto, o papel desses carboidratos na estrutura de

inibidores da familia Kunitz nao foi esclarecido.



TABELA 6 - Distribuicdo botanica e propriedades de alguns inibidores da familia Kunitz (continua)

Fonte Familia  Abreviagbes MM AA Pi Especificidade Referéncias
(kDa)
Artocarpus integrifélia (*) M 26 T,Q BHAT; PATTABIRAMAN, 1989
Murraya koenigii R 27 SHEE; SHARMA, 2007
Colocasia esculenta A CETI-A 25 T,Q OLIVEIRA, 2001
Alocasia macrorrhiza A 19,7 184 2 T,Q ARGALL; BRADBURY; SHAW,1994
Brassica juncea B BjTI 20 178 2 MANDAL et al., 2002
Carica papaya (*) C PPI 24 184 2 T,Q ODANI et al., 1996
Solanum tuberosum S PSPI-21-5.2 21 186 2 5,2 T,Q VALUEVA et al., 1997, 1998
S. tuberosum S PSPI-21-6.3 21 186 2 63 T,Q VALUEVA et al., 1997, 1998
S. tuberosum S PSPI-22 22 188 T,Q VALUEVA et al., 1997, 1998
S. tuberosum S PKI-1 19,5 6,9 T,Q WALSH; TWITCHELL, 1991
S. tuberosum S PKI-2 20,5 8,6 T,QeP WALSH; TWITCHELL, 1991
Tamarindus indica L-Ce TTI 21 T ARAUJO et al., 2005a
Copaifera longsdorffii L-Ce TDI-I 24 167 70 2 T SILVA et al., 2001; KRAUCHENCO et al.,
2004

Delonix regia L-Ce DrTlI 22 185 1 T PANDO et al., 2001
Swartizia pickelli (*) L-Ce SWTI 20 174 1 T,Q CAVALCANTI et al., 2002
Peltophorum dubium L-Ce PDTI 20 185 54 1 Q MACEDO et al., 2003
Caesalpinia echinata L-Ce CeKil 20 1 T CRUZ-SILVA et al., 2004
Cassia obtusifolia L-Ce COTI 19,8 1 T LIAO et al., 2007
Bauhinia rufa (*) L-Ce BrEl 20 144 1 46 1 E SUMIKAWA et al., 2006
B. rufa L-Ce BrTI 18 164 0 1 T NAKAHATA et al., 2006
B. bauhinoides L-Ce BbKI 20 154 0 69 1 T OLIVA et al., 2001
B. variegata L-Ce BvITI-3 20 176 51 1 T DI CIERO et al., 1998
B. variegata L-Ce BvcTI-3 18,5 167 2 48 1 T DI CIERO et al., 1998
Schizolobium parahyba L-Ce SPCI 2 1 Q. E TELES et al., 2004; SOUZA et al., 2000
Caesalpinia bonduc L-Ce CbTI-2 20 2 2 T,Q BHATTACHARYYA; RUI; BABU, 2007
Enterolobium L-MI EcTI 22 174 2 2 T,Q BATISTA et al., 1996
contortisiliquum
Leucaena leucocephala L-MI LITI 20 174 2 2 T,Q OLIVA et al., 2000
Dimorphandra mollis L-MI DMTI 20 1 MACEDO et al., 2000

¥9 ogdnpouiuj



TABELA 6 - Distribuicdo botéanica e propriedades de alguns inibidores da familia Kunitz (continuagao)

Fonte Familia  Abreviagbes MM AA  PD Pi CP Especificidade Referencia
(kDa)
Dimorphandra mollis L-MI DMTI-II 23 1 T MELLO et al., 2002
Archidendron ellipticum L-MI AeTI 20 2 T,Q BHATTACHARYYA et al., 2006
Pithecellobium dulce L-MI PDTI 19,6 49 2 T DELGADO-VARGAS et al., 2004
Inga laurina L-MI ILTI 20 180 1 1 T MACEDO et al., 2007
Acacia confusa L-MI ACTI 194 175 2 2 T,Q HUNG; LEE; LIN, 1994
Adenanthera pavonina L-Mi ApTI 20 176 2 2 T,Q,P RICHARDSON et al., 1986; MACEDO et al.,
2004
Crotalaria paulina L-P CPTI 20 177 4,0 1 T PANDO et al., 1999
Poecilantha parviflora L-P PPTI 16 1 T,Q GARCIA et al., 2004
Crotalaria pallida L-P CpaTl 32,5 2 T,Q,EeP GOMES et al., 2005a
Erythrina variegata L-P ETla 19,2 172 2 1 T.,Q IWANAGA et al., 2005; KOUZUMA et al.,
2002
Erythrina variegata L-P ECI 19,8 179 2 1 Q KIMURA; KOUZUMA; YAMASAKA, 1993
Glycine max L-P SKTI 21 181 2 1 T,Q KOIDE; IKENAKA, 1973
Psophocarpus L-P WCI 20,2 183 2 1 Q KORTT, 1980
tetragonolobus
P. tetragonolobus L-P WBTI-2 20 182 2 51 1 T CALDWELL; STRIKE; KORTT, 1990
P. tetragonolobus L-P WBTI-2a 20 180 2 59 1 T KORTT et al., 1991

M, Moracea; R, Rutacea; B, Brassicacea; A, Aracea; C, Caricacea; S, Solanacea; L, leguminosa; L-Ce, leguminosa da subfamilia Caesalpinoideae; L-MI,
leguminosa da subfamilia Mimosoideae; L-P, leguminosa da subfamilia Papilionoideae; MM, massa molecular; AA, nimero de amino&cidos; PD, nimero de
pontes dissulfetos; Pi, ponto isoelétrico; CP, niumero de cadeias polipeptidicas; T, tripsina; Q, quimotripsina; E, elastase; P, papaina; (*) inibidores

glicosilados.
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1.7.2.1 Estrutura e mecanismo de inibicdo de inibidores da familia Kunitz

Inibidores da familia Kunitz sé@o referidos como proteinas betas. A estrutura
tridimensional dessa familia de inibidores € composta por 12 folhas betas
antiparalelas conectadas por longas alcas. A proteina pode ser dividida em trés
subunidades, cada subunidade consistindo de cerca de 60 residuos de aminoacidos
gue sao as unidades de repeticédo (A, B e C), cada unidade de repeticdo consiste de
guatro folhas betas conectadas por longas alcas, estruturalmente organizadas como
L-B1-L-B2-L-B3-L-f4, onde L denotam as alcas que conectam as folhas betas
(FIGURAS 9 e 10). A estabilidade da estrutura tridimensional de muitos inibidores da
familia Kunitz foi assumida pela presenca de inUmeras pontes de hidrogénio em
conjunto com as pontes dissulfetos presentes na estrutura do inibidor (SATTAR et
al., 2004, KRAUCHENCO et al., 2004, 2003, SONG; SHU, 1998, KHAMRUI et al.,
2005).

Na estrutura tridimensional, o sitio reativo desses inibidores esta presente em
uma alca exposta localizada entre as subunidades A (AB4) e B (BB1) (FIGURAS 9 e
10). A localizacdo e a conformacdo do sitio reativo proporcionam um ambiente
favoravel que permite interacdo direta do inibidor com o sitio ativo da enzima
(SATTAR et al.,, 2004, KRAUCHENCO et al., 2004, 2003, SONG; SHU, 1998,
KHAMRUI et al., 2005). A composicdo de aminoacidos do sitio reativo determina a
especificidade do inibidor. O residuo de aminoacido na posicdo P1 do inibidor
(FIGURA 9), que é o residuo de particular importancia na formagdo do complexo, é
particularmente acolhido pela bolsa de especificidade S1 da enzima. Quando P1 do
inibidor é ocupado por residuos de aminoacidos basicos como lisina ou arginina, ele
€ dito um inibidor de tripsina; quando residuos de triptofano, fenilalanina, tirosina,
leucina ou metionina ocupa essa posi¢cao, a proteina é um inibidor de quimotripsina
(DATTAGUPTA et al., 1999; DASGUPTA; SEN; DATTAGUPTA, 2003; SATTAR et
al.,2004; ).
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FIGURA 9: Estrutura tridimencional de inibidor de tripsina da familia Kunitz de Delonix regia (DrTI).
A proteina é formada por 12 folhas betas antiparalelas conectadas por longas alcas. As trés
subunidades que se repetem: subdominio A em azul, B em vermelho e C em amarelo. Cada
unidade de repeticdo (A, B e C) é composta por quatro folhas betas (A1l-A4, B1-B4 e C1-C4)

conectadas por longas algas.

Fonte: KRAUCHENCO et al., 2003.
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FIGURA 10: Alinhamento de inibidores da familia Kunitz: PjTI; inibidor de sementes de algaroba,
P. juflora, SKTI: inibidor de tripsina de soja, G. max, ECTI; inibidor de tripsina de Erithyna craffa,
DrTl; Inibidor de tripsina de D. regia, subfamilia de leguminosas: m; momosoideae, p;

papilionoideae, e c, caesalpinoideae.
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A comparacao estrutural do sitio reativo de muitos membros dessa familia de
inibidores mostra a mesma conformagdo conhecida como conformagdo candnica.
No entanto, em outros membros, essa conformagéo difere significativamente
(FIGURA 11). Elementos da estrutura secundaria e pontes dissulfetos podem
proteger o sitio reativo de alguns inibidores e, dessa forma, reduzir o grau de
afinidade do inibidor pela enzima (SATTAR et al., 2004). Por exemplo, o sitio reativo
do inibidor de sementes de flamboiante (Delonix regia), denominado DrTI, é
distorcido devido a insercao de um residuo de &cido glutdmico na posicéo 68 (E68)
carregado negativamente. Esse fato pode explicar a fraca atividade inibitéria de DrTI
sobre a tripsina. DrTl inativa a tripsina com valor de Ki da ordem de 21,9 nM,
enquanto que, inibidores apresentando conformacao candnica de sitio reativo, como
o inibidor de tripsina de soja (SKTI) e o inibidor de Erythrina caffra (ECTI),
apresentam valores de Ki para a tripsina na ordem de 1nM (KRAUCHENCO et al.,
2003, PANDO et al., 2001). Quanto mais proximo da conformacdo candnica for o
sitio reativo do inibidor, mais efetivo sera o inibidor (KRAUCHENCO et al., 2003).

FIGURA 11: Superposicdo estrutural do sitio reativo (residuos P4-P4") de inibidores da
familia Kunitz. Inibidor de D. regia, DrTI em vermelho; inibidor de soja (G. max, SKTI) em azul
escuro; inibidor de Erythrina caffra, ECTI, em amarelo; inibidor de quimotripsina de
Psophocarpus tetragonolobus (WCI) em verde; inibidor de Copaifera langsdorffii, CTI, em azul
claro; inibidor de amilase e subtilisina, BASI, em salm&o; e albumina de Psophocarpus

tetragonolobus, WBA, em preto.

Fonte: KRAUCHENCO et al., 2003.
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A interacdo direta do residuo do sitio reativo P1 do inibidor no sitio ativo da
enzima caracteriza um mecanismo de inibicdo competitivo, comum para muitos
inibidores de tripsina da familia Kunitz (BODE; HUBER, 1992, 2000; FRANCO et al.,
2002; MANDAL et al., 2002, BHATTACHARYYA et al., 2006).

Além da participagdo do sitio reativo desses inibidores na formacdo do
complexo enzima-inibidor, outros residuos foram considerados criticos. Para
inibidores da familia Kunitz, o residuo conservado de asparagina (N13 no inibidor de
tripsina de soja, SKTI), localizado na extremidade N-terminal, foi enfatizado como
elemento crucial na formacdo do complexo (ONESTI; BRICK; BLOW, 1991;
MEESTER et al., 1998; SONG; SHU, 1998; IWANAGA et al., 2005). Em adicéo,
residuos de &cido aspértico (D1), fenilalanina (F2) e triptofano (W117), em SKTI,
também fazem parte na formacdo do complexo (SONG; SHU, 1998). Residuos de
Asparagina (N136 e 139) foram encontrados envolvidos no complexo entre tripsina e
inibidor de tripsina de L. leucocephala (SATTAR et al., 2004). Em estudos de
modelagem molecular, foi observado que o residuo de asparagina (N13) presente na
estrutura do inibidor purificado de sementes de algaroba (P. juliflora) (FIGURA 12)
também participava na interacdo com a tripsina, além dos residuos de &cido
glutdmico (E2), prolina (P63), arginina (R64), alanina (A66), serina (S73), e &cido
aspartico (D171) (FRANCO et al., 2002)

FIGURA 12: Modelo de interagédo entre o inibidor da familia Kunitz de algaroba (Prosopis

juliflora) e a tripsina.
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1.7.2.1 — Efeito de inibidores da familia Kunitz sobre insetos

Muitos estudos mostraram os efeitos de inibidores da familia Kunitz para
muitos insetos que utilizam proteinases serinicas. Dentre esses estudos, Macedo e
colaboradores, relataram que DMTI-II purificado de sementes de falso-barbatiméo
(Dimorphandra mollis) causou, aproximadamente, 67% de mortalidade para larvas
de C. maculatus quando incorporados em um sistema de dieta artificial em niveis de
1%. A dose necesséaria para DMTI-II causar 50% de mortalidade (LDso) e para
reduzir o peso de larvas para 50% (EDsg) foi de 0,05 e 0,60%, respectivamente. O
mecanismo de acdo de DMTI-Il sobre C. maculatus pode envolver inibicdo de
atividade semelhante a tripsina presente no intestino das larvas e, devido ao fato de
qgue o inibidor apresentou capacidade de interacdo com coluna de quitina, também
foi sugerido que o inibidor poderia ter-se associado com estruturas quitinosas
presentes no intestino do inseto (MACEDO et al., 2002). O inibidor de sementes de
crotalaria (C. pallida), denominado CpaTl, inibiu enzimas digestivas de Coleopteras
como C. maculatus, Z. subfasciatus, A. argillacea em 74, 37 e 52%,
respectivamente. Enzimas digestivas de Lepidopteras como S. frugiperda, A. grandis
e P. interpunctella foram inibidas em 100, 98 e 67%, respectivamente. Experimentos
in vivo mostraram que, CpaTl, quando incorporado em sistema de dieta artificial
necessario para causar 50% de mortalidade (LDsy) € 50% de redugdo no peso
(EDso) de larvas de C. maculatus foi, respectivamente, 2,1 e 3,2%. (GOMES et al.,
2005a). Testes, in vitro, mostraram que TTI purificado de sementes de tamarindo
(Tamarindus indica), suprimiu fortemente a atividade de enzimas digestivas de
insetos coleoptera como C. maculatus (86,7%) Z. subfasciatus (51,6%), R. dominica
(88,2%), A grandi (29%) e Lepidopteras como S. frugiperda (75,5%), A. argilacea
(53,8%), e P. interpunctella (26,7%), e Diptera como C. capitata em 52,9%. A
concentracdo de TTI purificado de sementes de T. indica em dieta artificial
necessario para causar 50% de mortalidade (LDso) € 50% de redugdo no peso
(EDsp) de larvas de C. maculatus foram 3,6% e 3,2%, respectivamente.
Concentracao de 4,0% de TTI na dieta causou 53,2% de reducdo no peso das larvas
de C. capitata e 34% de mortalidade (ARAUJO et al., 2005a). Testes in vitro
mostraram que o inibidor de sementes de fedegoso-branco (Cassia obtusifolia),
denominado COTI, inibiu em 60% a atividade proteolitica de larvas de Pieris rapae e
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guando adicionado em um sistema de dietas artificiais, resultou em retardo no
crescimento de larvas de P. rapae e diminuicdo de, aproximadamente, 30% no peso
das larvas quando comparado ao grupo controle (LIAO et al., 2007). A incorporacéo
de PDTI de sementes de canafistula (Peltophorum dubium) (FIGURA 13), na
concentracdo de 1%, resultou em reducdo de peso de larvas de A. kuehniella em
50%, e na concentracdo de 1,6% causou atraso no desenvolvimento das larvas.
Esses resultados juntos com a descoberta de que PDTI liga-se a coluna de quitina
levou os autores a sugerirem que a acao de PDTI sobre larvas de A. Kuehniella
pode ocorrer via dois mecanismos: primeiro, a inibicdo de atividade enddgena
semelhante a tripsina presente no trato digestivo do inseto e; segundo, possivel
interacdo do inibidor com componentes quitinosos presentes no trato digestério do
inseto. (MACEDO et al., 2003). Franco et al. (2004) observaram que o inibidor de
tripsina de soja (SKTI) inibiu a atividade de enzimas digestérias de larvas de A.
grandis em mais de 50%. Diante desse resultado, experimentos in vivo foram
conduzidos para determinar o potencial inseticida de SKTI para o inseto. Como
resultado, foi observado que concentagdes de 1,15% do inibidor presente na dieta
foi capaz de reduzir em, aproximadamente, 75% o0 peso de larvas com quatro e dez
dias de desenvolvimento. Mortalidade de insetos adultos superior a 50%, também foi
observada. A presenca desse inibidor na dieta também foi capaz de causar 50 e
81% de deformidades em pupa e insetos adultos (FIGURA 14). SKTI, quando
incorporado em dieta artificial em concentragdo de 2%, reduziu o crescimento e a
sobrevivéncia de larvas em 33 e 40%, respectivamente (GATEHOUSE et al., 1999).
O peso de larvas de Diatraea saccharalis alimentadas com dieta artificial contendo
0,5% de SKTI foi significativamente reduzido (POMPERMAYER et al., 2001) e larvas
de S. litura foram significativamente menores apds ingestdo desse mesmo inibidor
(McMANUS; BURGESS, 1995). Ortego et al. (1998) também observaram que a
incorporacao de 0,2% de SKTI em dieta artificial resultou em 43% de mortalidade de
larvas de Aubeonymus mariaefranciscae, além de interferir no tempo de
desenvolvimento. Reducdo de 85% no peso de larvas de Cydia pomonella foi
observada apés ingestdo de SKTI (MARKWICK et al., 1995). Shade et al. (1986)
observaram atraso no tempo de desenvolvimento de larvas de C. maculatus apés
ingestdo de SKTI. O inibidor de meldo de Sao Caetano (Mormodica charantia),
denominado BGTI, quando incorporado em dieta artificial interferiu no crescimento e
desenvolvimento de larvas de H. armigera e S. litura (TELANG et al., 2003).
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FIGURA 13: Efeito de incorporacédo de inibidor de sementes de canafistula (Peltophorum dubium),
denominado PDTI, em dieta artificial para Anagasta kuenhiella. Variacdes no tamanho de larvas
de quarto instar alimentada sobre dieta controle (A), e dieta contendo 0,4%(B); 0,8%(C) e 16% de
PDTI (D).

Inseto

Controle

FIGURA 14: Larvas, pupas e insetos adultos de Anthonomus grandis alimentados sobre dieta

contendo 1,15% de SKTI.

Fonte: FRANCO et al., 2004.
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Em processo de transgenia, gene que codifica o inibidor de tripsina de soja foi
introduzido em varias plantas economicamente importantes. Plantas de arroz (O.
sativa) transgénicas expressando SKTI foram mais resistentes ao ataque de
Nilaparvata lugens, com aumento na taxa de mortalidade durante o desenvolvimento
do inseto (LEE et al., 1999). Larvas de S. litura, alimentadas com tecidos de folhas
de tabaco (N. tabacum) transformadas com SKTI, tiveram seus pesos reduzidos em,
aproximadamente, 6,5 vezes em relacdo ao controle, além de causar taxa de
mortalidade elevada (MCMANUS et al., 1999). A expressao de SKTI em plantas de
tabaco resultou em plantas resistentes ao ataque de larvas de H. virescens (KOO et
al., 1992), H. armigera (GAO et al., 1998) e S littoralis (MARCHETTI et al., 2000). A
expressdo de SKTI em plantas de batata (S. tuberosum) e batata doce (Ipomoea
batatas) mostrou se mais resistentes a predacdo de larvas de S. littoralis
(MARCHETTI et al., 2000) e Cylas spp (CIPRIANI et al., 1999). Plantas de cana-de-
acucar (S. officinarum) expressando o gene que codifica SKTI foram mais
resistentes ao ataque de larvas de D. saccharalis (FALCO; SILVA-FILHO, 2003). A
expressdo do inibidor de feijao alado (P. tetragonolobus), em plantas de arroz (O.
sativa) retardou o crescimento de larvas de Chilo suppressalis (MOCHIZUKI et al.,
1999). Larvas de H. armigera, alimentadas com plantas de tabaco transformadas
com um inibidor de Nicotiana alata, tiveram seus desenvolvimentos atrasados e taxa
de mortalidade aumentada (CHARITY et al., 1995). Resultado similar foi obtido por
Heath e colaboradores (1997) quando larvas de H. punctigera foram alimentadas
com plantas de ervilha (P. sativum) expressando esse mesmo inibidor.

A interferéncia do processo de digestdo de proteinas em pragas pela
transformacdo do genoma de plantas com proteinas vegetais téxicas representa
uma alternativa promissora para o controle dessas pragas. Dessa forma, a busca de
novos genes codificadores de proteinas de defesa tornou-se imprescindivel, e os
inibidores de enzimas digestérias vém recebendo atencdo especial como composto
de defesa enddgeno de plantas por interferir no crescimento e no desenvolvimento
de pragas.

A purificacdo e caracterizacdo de inibidores de proteinases presentes em
sementes e a determinacdo da especificidade de inibicdo € um passo importante
para a indicacdo desses inibidores para os programas de melhoramento genético.
Dentro desse contexto, nenhum estudo foi desenvolvido sobre proteinas de defesa
de sementes de Jurema Branca (Pithecellobium dumosum).
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2 OBJETIVOS

Os estudos de inibidores de enzimas digestérias de pragas tem tido grandes
avancgos no intuito de aumentar as fontes de genes que possam ser usados nos
programas de melhoramento que utilizam a tecnologia de DNA recombinante. Esse
trabalho, portanto, teve como objetivos:

e Purificar e caracterizar inibidores de tripsina presentes em sementes de

Jurema Branca (Pithecellobium dumosum).

e Determinar as atividades inibitorias, in vitro, desses inibidores sobre enzimas
digestérias de Lepidopteras (Plodia interpuncttela e Alabama argillacea),
Coleopteras (Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus) e Dipteras

(Ceratitis capitata).
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3 MATERIAL

3.1 Sementes

As sementes de Jurema Branca, Pithecellobium dumosum, foram gentilmente
fornecidas pela Divisdo Técnica do Setor de Sementeiras do Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), Natal-RN. P.
dumosum (FIGURA 15), pertencente a familia Fabaceae (leguminosae), € um
arbusto perene nativo da América do Sul, que se encontra amplamente distribuido
nos Estados da Bahia, Ceara, Minas Gerais, Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro.
A planta P. dumosum é conhecida popularmente como Arapiraca, Pau Résea,
Vinhatico de Espino, Olho-de-cachorro, além de Jurema Branca e, também, tem
recebido varios sinbnimos: Chloroleucon dumosum (Benth.) G. P. Lewis,
Chloroleucon glazioui (Benth.) G. P. Lewis, Chloroleucon vinhativo (Record) Record,
Feuilleea dumosa (Benth.) Kuntze, Feuilleea glazioui (Benth.) Kuntze, P. glazioui
Benth e P. vinhativo Record (BARNEBY; GRIMES, 1996).

FIGURA 15: Jurema Branca (Pithecellobium dumosum)

Fonte: http://www.arvores.brasil.nom.br/florin/popular.htm.
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Classificacdo Botanica de P. dumosum
Divisdo: Angiospermae
Classe: Dicotileddnea
Familia: Leguminosae (Fabaceae)
Subfamilia: Mimosoideae
Tribo: Ingeae
Género: Pithecellobium
Espécie: Pithecellobium dumosum

3.2 Insetos

Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus (Coleoptera: Bruchidae)

Espécimes de C. maculatus (gorgulho do feijao-de-corda) e Zabrotes
subfasciatus (gorgulho do feijao-de-corda e feijdo comum) foram coletadas da
criacdo mantida no Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas Bioativas
(LQFPB), do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte — UFRN. Os dois insetos foram mantidos em uma incubadora BOD a 28 + 1
°C, umidade relativa de 65-75%, fotoperiodo de 12 horas de luz e em sementes de
feijdo-de-corda (V. unguiculata) e feijjdo comum (Phaseolus vulgaris),

respectivamente, obtidas no comércio de Natal-RN.

Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae)

As larvas de C. capitata (moscas-das-frutas) foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Francisco Pepino de Macedo do Laboratério de Mosca-das-frutas do
Departamento de Biologia Celular e Genética da Universidade Federal do Rio

Grande do Norte — UFRN. As larvas foram mantidas a uma temperatura de 28 + 1
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°C, umidade relativa de 60-70%, fotoperiodo de 12 horas de luz e em uma dieta

artificial a base de cana-de acucar triturado.

Plodia interpunctela (Lepidoptera: Pyralidae)

As larvas de Plodia interpunctela (praga generalista) foram coletadas da
criacdo mantida no Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas Bioativas
(LQFPB), do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte — UFRN. As larvas foram mantidos em uma temperatura de 25 + 1 °C,
umidade relativa de 60-70%, fotoperiodo de 12 horas de luz e em uma dieta artificial
a base de cana-de acucar triturado.

Alabama argillacea (Lepidéptera: Noctuidae)

As larvas de A. argillacea (curuqueré, praga do algodoeiro) foram gentilmente
cedidas pela Dra. Marcia Vidal, do Centro Nacional de Pesquisa do Algodao
(Embrapa-CNPA), Municipio de Campina Grande, Paraiba-PB. As larvas foram
mantidas em uma temperatura de 25 = 1 °C, umidade relativa de 60-70%,

fotoperiodo de 12 horas de luz e em folhas de algodéo.

3.3 Enzimas comerciais

Proteinase serinica: Tripsina — pancreas bovino (Sigma)
Proteinase serinica: Quimotripsina - pancreas bovino (Sigma)
Proteinase serinica: Elastase - pancreas suino (Sigma)
Proteinase cisteinica: Papaina — latex de mamao (Sigma)
Proteinase cisteinica: Bromelaina do talo de abacaxi (Sigma)
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3.4 Substratos sintéticos

BApNA: a-N-benzoil-arginina-p-nitroanilida (Sigma)
BANA: a-N-benzoil-arginina-p-naftilamida (Sigma)

3.5 Substrato protéico

Azocaseina (Sigma)

3.6 Reagentes

Acetonitrila (ACN) — TEDIA Brazil
Acido etileno dianimotetracetico (EDTA) - Sigma
Acido tricloroacético (TCA) - VETEC Quimica Fina LTDA
Acido trifluoroacético (TFA) - Merck
Albumina sérica bovina (BSA) — Sigma
B-Mercaptoetanol (B-Me)— VETEC Quimica Fina LTDA
Dimetilsulfoxido (DMSO) - Sigma
Dimetilaminocinamaldeido (DMACA) — Sigma
Ditiotreitol (DTT) — Sigma
Dodecil sulfato de sédio (SDS) — Sigma
Fenilisocianato (PITC) — Sigma
n-Heptano - Sigma
Padréo de massa molecular (Fermantas life sciences):
B-galactosidase (116 kDa);
Albumina serica bovina (66,2 kDa);
Ovalbumina (45 kDa);

Lactato desidrogenase (35 kDa);
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Endonuclease de restricdo (25 kDa);
B-lactoglobulina (18,4 kDa);
Lisozima (14,4 kDa).

Sepharose-4B — Sigma

TEMED — N, N, N’,N’-tetrametiletilinodiamino - Sigma

Trimetilamina - Sigma

3.7 Equipamentos

Agitador Magnético Tecnal TE-081

Espectrofotometro Femto 700 plus

Espectrometro de massa Ultraflex Il MALDI-TOF - Bruker Daltonics
Banho — Maria Tecnal — Te 056

Balanca analitica eletrénica Tecnal classe Il

Bomba Pump-1 Amersham Biosciences

Centrifuga HITACHI CR 21

Coletor de fragbes Radifrac da Pharmacia Biotech

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)— Mod. LC-10A — Shimadzu
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (Wskosil-PTH) - Wako
Microcentrifuga Eppendorf 5410

Sequenciador PSSQ-21A - Shimadzu
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4 METODOS

4.1 Preparacgao do extrato protéico de sementes de Jurema Branca

As sementes de Jurema Branca (P. dumosum) foram moidas em um
processador até a formacdo de um p6 de granulagéo fina, em torno de 40 mesh. As
proteinas totais desta farinha foram extraidas em tampé&o tetraborato de sédio, 50
mM, pH 7,5, na proporgdo de 1:10 (farinha : meio de extragdo, m/v). O extrato
protéico foi submetido a agitacdo constante, por 3 horas em temperatura ambiente.
Decorrido esse tempo, o0 extrato protéico foi centrifugado a 12.000 x g por 30 min a 4
°C e o sobrenadante obtido foi denominado extrato bruto (EB).

4.2 Fracionamento protéico com acido tricloroacético (TCA)

O extrato bruto obtido foi submetido a precipitacdo com solucdo aquosa de
TCA 20% para remocao de proteinas de alto peso molecular. Aliquotas de 2 mL de
extrato bruto foram precipitadas com solu¢cdo aquosa de TCA 20%, em banho de
gelo, para obter fracBes protéicas com concentracéo final de 0,5; 1; 2; 6; 10 e 14%
de TCA. Decorridos 30 min da adicdo lenta de TCA em constante agitacdo, as
fragbes protéicas foram centrifugadas a 12.000 g por 30 minutos a 4 °C e os
sobrenadantes obtidos dialisados contra tampéo tetraborato de s6dio, 50 mM, pH
7,5, e submetidos a ensaio de atividade inibitéria sobre a atividade catalitica da
tripsina. ApGs essa primeira analise, a fracdo protéica obtida apds adicdo de TCA na
concentracao final de 14% apresentou maior atividade inibitéria e especifica. Tendo
em vista esse resultado, o restante do extrato bruto foi submetido ao mesmo
tratamento e a fracdo protéica, denominada JB14, foi utlizada nas etapas

subseqlentes de isolamento e purificacao protéica.
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4.3 Quantificacéo de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. Medidas de densidade Optica a 280 e

220 nm foram feitas para acompanhamento de corridas cromatogréficas.

4.4 Preparo das solugdes usadas como substrato

BApNA a 1,25 mM foi dissolvido em DMSO (Dimetilsulféxido 1% do volume
final) e o volume completado com tampao tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Para os ensaios
cinéticos também foram preparados BApNA a 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 2,0; e 2,5 mM,
utilizando o mesmo procedimento descrito anteriormente.

BANA a 1 mM foi dissolvido em DMSO (Dimetilsulfoxido 1% do volume final) e
o volume completado com tampédo fosfato 250 mM, pH 6,0. Para os ensaios
cinéticos também foram preparados BANA a 0,4; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; e 3,0 mM,
utilizando o mesmo procedimento.

Azocaseina 1% foi preparada pesando-se 1 grama de azocaseina que foi
dissolvido em 100 mL de tampé&o tris-HCI, 50 mM, pH 7,5. A suspenséao foi fervida
por cerca de 15 min, e apds resfriamento o volume foi completado com &agua
destilada. A solucéo foi reservada em congelador até sua utilizagdo. Outras solucdes
de azocaseina 1% também foram preparadas em tampéao tris-HCI, 50 mM, pH 8,5 e
pH 9,5, utilizando o mesmo procedimento.

4.5 Determinacgao da atividade anti-triptica

A atividade anti-triptica das frac6es foi determinada utilizando a seguinte
metodologia (ERLANGER; KOLOWSKY; COHEN, 1961): aliquota de 10 ul da

solucéo de tripsina bovina (0,3 mg/mL tampéao tris-HCI, 50 mM, pH 7,5, contendo
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CaCl, 20 mM) foi pré-incubada com 390 ul de tampéao tris-HClI 50 mM pH 7,5,
contendo CaCl, 20 mM e 100 pl do inibidor, por 10 min, a 37 °C. Apds esse periodo,
a reacao foi iniciada adicionando-se 250 ul de solucdo de substrato (BApNA 1,25
mM). A reag&o processou por mais 15 min nas mesmas condi¢gdes de incubacéo e,
em seguida, foi interrompida adicionando-se 60 ul de solugdo de acido acético 30%.
Todos os ensaios foram feitos em triplicatas e provas em branco foram realizadas. A
formacao de p-nitroanilina (FIGURA 16) foi monitorada em espectrofotdmetro a 410

nm.

Tripsina

p-nitroanilina
Positivo= amarelo

FIGURA 16: Esquema de hdrélise do BApNA.
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4.6 Isolamento e Purificacdo

4.6.1 Cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose

A cromatografia de afinidade foi feita através da ligacdo de tripsina bovina a
resina de Sepharose 4B ativada com brometo de cianogénio, seguindo as instrucdes
do fabricante. Para o seu preparo, pesou-se 1g da Sepharose para cada 3,5 mL de
volume final de gel. O po6 foi ressuspendido em 50 mL de HCI 1 mM e lavado por 15
min sendo filtrado véarias vezes com auxilio de bomba a vacuo. O gel foi retirado do
filtro, adicionou-se 15 mL de HCI 1mM e deixou-se em repouso por 15 min.

A tripsina utilizada para a ligagao (FIGURA 17) foi preparada dissolvendo-se
10 mg de enzima, por mL de gel, em tampao bicarbonato de sddio, 100 mM, pH 8,3,
contendo NaCl 500 mM. A solucéo de tripsina foi entdo adicionada ao gel e incubou-
se por 16h a 4 °C. Decorrido o tempo, lavou-se o excesso de ligante (tripsina) com 5
volumes de tampéo bicarbonato de sddio, 100 mM, contendo NaCl 500 mM. Em
seguida, o gel foi transferido para um recipiente contendo tampé&o tris-HCI, 100 mM,
pH 8,0 por duas horas, para bloquear quaisquer grupos ativos remanescentes na
resina. Decorrido esse tempo, o gel foi lavado com 5 volumes de tampéao acetato de
sédio, 100 mM, contendo NaCl 500 mM, pH 4,0, seguido por 5 volumes de tris-HCI,
100 mM, contendo NaCl 500 mM, pH 8,0. Apds esse procedimento, o gel foi
transferido para uma coluna (10 cm x 1,5 cm) e equilibrada com tampé&o tetraborato
de sodio, 50 mM, pH 7,5.
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O—C=N
OH

Sepharose ativada com
brometo de cianogénio

-

_|.

NH,

O—C— NH—
OH

Ligacgao isouréia

FIGURA 17: Esquema de tripsina bovina acoplada a Sepharose
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A fracdo JB14 (cerca de 13 mg de proteinas) dialisada contra tampéao
tetraborato de sédio, 50 mM, pH 7,5, proveniente da precipitacdo com solucdo
aquosa de TCA 20%, foi submetida a cromatografia de afinidade em Tripsina-
Sepharose (10 cm X 1,5 cm) equilibrada com tampéo tetraborato de s6dio, 50 mM,
pH 7,5. As proteinas adsorvidas na matriz foram eluidas com solucdo de HCI 1mM.
Fracbes de 2 mL foram coletadas em fluxo constante de 0,5 mL/min e o perfil
cromatografico das proteinas foi acompanhado por espectrofotometria a 280 nm. O
pico adsorvido na matriz de afinidade, denominado JB14Af, foi dialisado e submetido
a ensaio de atividade inibitoria para tripsina.

4.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A fracdo protéica de Jurema Branca obtida de coluna de afinidade em
Tripsina-Sepharose foi analisada por CLAE em um cromatégrafo liquido LC-10A da
Shimadzu constituido por um sistema binario de bombeamento de solvente, detector
espectrofotométrico UV-Vis, injetor Rheodyne e uma estacdo de trabalho com
aplicativo de controle do sistema (SCL — 10 Avp system controller) no Laboratorio de
Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sanidade Animal, Instituto Bioldgico, Sdo Paulo. Para a analise inicial da fracdo
protéica de Jurema Branca em CLAE, foram aplicados 5 yL de uma solugao
contendo 10 mg de proteina/mL. As condi¢fes analiticas iniciais consistiram, de uma
maneira geral, no emprego de: coluna analitica de fase reversa C-18 (0,46 x 25,0
cm), didmetro das particulas: 5 um, diametro dos poros de 300 angstons); sistemas
de solventes constituido por: Solvente A; TFA 0,1% / H,O e solvente B contendo,
ACN 60%/ TFA 0,09% /H,0 (sistema TFA); gradiente de 5 a 35% de solvente B por
10 min; 35 a 60% em 25 min; 60 a 68 % em 5 min; de 68 a 88% em 20 min; 88 a
95% em 10 min; 95 a 5% em 2 min e 5% de B em 1 min; detecgdo em 220 nm e
fluxo de 1 mL/min.

As condicbes experimentais determinadas nessas analises foram
extrapoladas para uma escala de isolamento (FIGURA 18) dos componentes
protéicos de Jurema Branca, utilizando uma coluna semi-preparativa de mesma

polaridade que a empregada na escala analitica, medindo (2,2 x 25,0 cm); deteccao
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em 220 nm e fluxo de 9 mL/min, onde foram aplicados cerca de 6 mg de proteina.
Os picos protéicos isolados nessa fase de purificacdo foram liofilizados. Os
liofilizados correspondentes aos picos protéicos foram denominados como JB1, JB2,
JB3 e JB4. Essas fracBes foram recromatografadas utilizando-se coluna analitica
(0,46 x 25,0 cm); deteccdo em 220 nm e fluxo de 1 mL/min; aplicagdo de volumes de
50 uL de cada fracdo contendo, aproximadamente, 50 ug de proteina. Para avaliar o
grau de pureza de cada um dos inibidores, os gradientes de acetonitrila com
variacao de 1% de solvente B por min foram os seguintes:

Para JB1: 5% de solvente B em 5 min; 5 a 45% de solvente B em 5 min; 45 a
62 % de solvente B em 17 min; 62 a 95% de solvente B em 2 min; 95% de solvente
B em 10 min; 95 a 5% de solvente B em 2 min e 5% de solvente B em 1 min.

Para a purificagdo de JB2: 5% de solvente B em 5 min; 5 a 55% de solvente B
em 5 min; 55 a 75% de solvente B em 20 min; 75 a 95% de solvente B em 2 min;
95% de solvente B em 10 min; 95 a 5% de solvente B em 2 min; 5% de solvente B
em 1 min.

Para JB3-1 e JB3-2: 5% de solvente B em 5 min; 5 a 62% de solvente B em 5
min; 62 a 77 % de solvente B em 15 min; 77 a 95% de solvente B em 2 min; 95% de
solvente B em 10 min; 95 a 5% de solvente B em 2 min e 5% de solvente B em 1
min.

Para JB4: 5% de solvente B em 5 min; 5 a 80% de solvente B em 5 min; 80 a
100 % de solvente B em 20 min; 100% de solvente B em 10 min; 100 a 5% de

solvente B em 2 min e 5% de solvente B em 1 min.
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Farinha de sementes
urema Branca

Extrato bruto (EB)

Extracdo: tampao tetraborato de s6dio, 50 mM, pH 7,5
Tempo de extragdo: 3 horas.
Proporcéo (1:10, m/v), farinha: meio de estra¢éo

Centrigufagdo: 12000 x g — 30 min, 4 °C.

v

Sobrenadante

v

Fracdo protéica
(JB14)

Precipitacéo protéica com solucédo aquosa de TCA

Adicdo de TCA aquoso para concentragdo final de 14% em banho de gelo,
reservado a 5 °C, por 30 min.
Centrigufagdo: 12000 x g — 30 min, 4 °C.

,i E L ?do |

S ]

Dialise contra tampé&o tetraborato de s6dio, 50 mM, pH 7,5

Coluna de afinidade em Tripsina-Sepharose (10 x 1,5 cm)

Fracéos de 2 mL em fluxo constante de 0,5 mL/min (D. O. 280 nm)
Tampaéo de equilibrio: tampao tetraborato de sédio, 50 mM, pH 7,5
FracGes adsorvidas eluidas com HCI 1 mM

Fracdo protéica

(JB14Af)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE
Coluna semi-preparativa (2,2 x 25,0 cm) para isolamento dos inibidores
(D. O. 220 nm), Solvente B (ACN 60%/ TFA 0,09% /H,0), Fluxo de 9 mL/min

A 4

'

| JB1

JB2

| JB3

Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

Coluna analitica (0,46 x 25,0 cm) para avaliar o grau de pureza dos inibidores

(D. O. 220 nm), Solvente B (ACN 60%/ TFA 0,09% /H,0), Fluxo de 1 mL/min

l

| JB1

|
[z

| JB3-1

|

| JB4

FIGURA 18: Esquema de isolamento e purificacdo dos inibidores de tripsina de sementes de

Jurema Branca
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4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

4.7.1 SDS-PAGE em condi¢fes desnaturantes e ndo redutoras

A eletroforese das amostras foi feita segundo o método desenvolvido por
Laemmli (1970). Foram utilizadas placas de vidro de dimensbes 10 x 14 cm,
espacadores de 0,75 mm e solucdo estoque de acrilamida/bisacrilamida (30/ 0,8%,
m/m) dissolvida em agua destilada para um volume final de 100 mL. Esta solu¢é&o foi
filtrada em papel de filtro Whatman n° 1 e estocada em frascos escuros a 5 °C. O gel
de separacao foi preparado numa concentracao de 15% contendo: 1,2 mL de agua
destilada, 1,3 mL de tampao tris-HCI, 1500 mM, pH 8,8, 50 ul de SDS 10%, 2,5 mL
de solucao estoque de acrilamida/bisacrilamida, 25 uL de persulfato de amonio e 2,5
uL de Temed. O gel de concentracdo foi preparado com 1,5 mL de agua destilada,
0,625 mL de tampéo tris-HCI, 1500 mM, pH 6,8, 25 uL de SDS 10%, 0,33 mL de
solucéo estoque de acrilamida/bisacrilamida, 12,5 uL de persulfato de aménio e 2,5
uL Temed. As frac6es protéicas contendo 15 pg de proteinas, foi adicionado tamp&o
de amostra constituido de tris-HCI, 62,5 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10% (v/v), e
azul de bromofenol 0,01%. O tamp&o de corrida continha trizma base 25 mM, glicina
192 mM e SDS 10%. A eletroforese foi realizada sob corrente constante de 20 mA
por, aproximadamente, 2 horas.

4.7.2 SDS-PAGE em condi¢cfes desnaturantee e redutoras

Essa eletroforese foi realizada com amostras tratadas com 3-Me 100 mM, a

100 °C, por 10 min. ApGs esse procedimento as amostras foram submetidas a

migracédo eletroforética como descrito no item anterior.
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4.7.3 Coramento com Comassie Blue

Apés a eletroforese, o gel foi corado segundo procedimento descrito por
Weber e Osborne (1969). A solucéo corante foi preparada usando-se Comassie Blue
R-250 1%, MeOH 40%, AcOH 10% em H,0 destilada. O descoloramento foi feito
com uma mistura de solventes contendo AcOH 10% e MeOH 30%.

4.7.4 Revelacdo com nitrato de prata

Para melhor visualizacdo das bandas protéicas, o gel foi submetido a
revelacdo com nitrato de prata, o qual foi desidratado, gradativamente, com uma
solucédo de EtOH 50%, submetendo-se a trés lavagens de 20 min cada. Em seguida,
foi adicionada uma solucao de tiossulfato de sédio (20 mg/100 mL H,0) e mantida
por 1 min sob leve agitacdo. Decorrido esse tempo, foram feitas trés lavagens
rapidas em agua destilada, sendo entdo adicionada a solucdo de nitrato de prata
(200 mg + 74 pL de formaldeido em 100 mL de H,0) mantendo-se por 20 min sob
leve agitacdo. ApOs esse tempo, o0 gel foi submetido a trés lavagens rapidas em
agua destilada e adicionou-se a solucao reveladora (carbonato de célcio 6 g + 50 uL
de formaldeido + 2 mL de tiossulfato de sédio em 100 mL de H,0). Para cessar a
revelacado, adicionou-se uma solucao de AcoH 13% (BLUM; BEIER; GROSS, 1987).
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4.8 Caracterizacao dos inibidores purificados

4.8.1 Determinacdo da massa molecular por espectrometria de massa

As massas moleculares dos inibidores purificados de sementes de Jurema
Branca, JB1, JB3-1 e JB3-2, foram determinadas no Departamento de Bioquimica e
Imunologia, ICB, da Universidade Federal de Minas Gerais aos cuidados do
Professor Dr. Marcelo Porto Bemquerer, usando um espectrdmetro de massa
Ultraflex Il MALDI-TOF (Bruker Daltonics). A matriz do MALDI-TOF foi preparada
pela adicdo de uma solugdo de matriz, contendo &cido a-ciano-4-hidroxi-cinamico
(5,0 mg) dissolvido em 300 uL de agua Milli-Q, 200 uL de ACN 50% e 50 ulL de
solugdo de TFA 3%. Para determinar as massas moleculares dos inibidores,
aliquotas de 3 uL de solugcdo de matriz, foram aplicadas na placa do MALDI

contendo na ordem de 10™*® mol de cada inibidor.

4.8.2 Sequénciamento da extremidade N-terminal

A sequéncia N-terminal dos inibidores purificados de sementes de Jurema
Branca, JB1, JB3-1 e JB3-2, com atividade para tripsina foram determinadas no
Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB, da Universidade Federal de Minas
Gerais aos cuidados do Professor Dr. Marcelo Porto Bemquerer, seguindo a
metodologia descrita por Matsudaira (1987) (FIGURA 19). As proteinas (cerca de
1000 pmol) foram dissolvidas em 100 uL de uma solugdo aquosa contendo ACN
50% e TFA 0,1%, e subsequentemente, colocadas sobre uma fibra de vidro
contendo o polimero sequa-brene (Sigma), previamente tratado de acordo com
procedimentos padronizados do equipamento PSSQ-21A (Shimadzu). A derivacao
foi feita com solucéo de fenilisocianato em n-heptano a 5% na presenca de solucéo
de TFA e trimetilamina a 12%. A derivagéo foi seguida de uma etapa de convencéao

do intermediario tiazolina em PTH-aminoacido (feniltiodantoina-aminoacido) por uma
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solucdo aquosa de TFA a 25%. A separacdo dos PTH-aminoacidos ocorreu em uma
coluna de fase reversa (Wakosil-PTH, 25 cm x 4,6 mm, Wako) com a eluicdo
conduzida em condicdes isocratica, detectados em comprimento de onda de 234 nm

e analisados em sequenciador Shimadzu PSSQ-21A.
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FIGURA 19: Esquema de sequenciamento de proteinas por degradacdo de Edman
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4.8.3 Analise e alinhamento da sequéncia N-terminal

A sequéncia N-terminal obtida de JB1, JB3-1 e JB3-2 foram analisadas e
comparadas com sequéncias existentes no banco de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias abaixo,
foram obtidas no formato FASTA para alinhamento no Programa Clustal W
(THOMPSON, HIGGINS, GIBSON, 1994): Acacia confusa (AcTI, gi: 166234);
Adenanthera pavonina (ApTI, gi: 225058); Erythrina caffra (ECTI, gi: 124154),
Leucaena leucocephala (LITI, gi: 18202442), Prosopis juliflora (PjTI, gi: 243386),
Copaifera langsdorffii (CITI, gi 49258682, NCBI), Psophocarpus tetragonolobus
(PtTI, gi 124938, NCBI).
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4.9 Estabilidade dos inibidores em variacdes de pHs e temperaturas

4.9.1 Estabilidade dos inibidores em variagcao de pHs

Para avaliar a estabilidade dos inibidores a variacdo de pHs, seguiu-se a
metodologia como descrita em Gomes e colaboradores (2005a), onde cerca de 100
ug de liofilizado correspondente a cada inibidor foram ressuspensos em 100 uL de
tampé&o com o pH desejado. Esses tampdes foram, glicina-HCI pH 2,0-3,0; fosfato de
sédio pH 6,0 e 8,0; e glicina-NaOH pH 11,0-12,0, nos quais a concentracdo de
soluto foi de 100 mM. Apés 30 min de incubacdo a 37 °C nos referidos tampdes, as
amostras foram dialisadas por cerca de 4 horas em tris-HCI, 50 mM, pH 7,5. Os
ensaios de atividade inibitoria para tripsina foram feitos em triplicata utilizando-se 10
uL da solucéo dos inibidores contendo 10 ug de proteina. Provas em branco também

foram realizadas.

4.9.2 Estabilidade térmica dos inibidores

Para determinar a estabilidade térmica dos inibidores seguiu-se a metodologia
como descrita em Gomes e colaboradores (2005a), onde cerca de 100 ug dos
inibidores liofilizados foram ressuspensos em 100 uL de tampé&o tris-HCI, 50 mM, pH
7,5 e incubados por 30 min, a 37, 40, 60, 70, 90 e 100 °C. Decorrido o tempo de
incubacao, as amostras foram resfriadas a 4 °C e ap6s esse procedimento, aliquotas
de 10 uL dos inibidores contendo 10 ug de proteinas foram utilizadas nos ensaios de
atividade inibitéria sobre a tripsina. Os ensaios foram realizados em triplicata e

provas em branco foram realizadas.
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4.10 Especificidade dos inibidores para proteinases serinicas e cisteinicas

4.10.1 Inibicdo da elastase

Nos ensaios de inibicdo da atividade catalitica da elastase, 30 uL da enzima
(0,1 mg/mL em tris-HCI, 50 mM, pH 7,5) foram incubados com 310 uL de tampéo
tris- HCI, 50 mM, pH 7,5, em presenca de 20 uL dos inibidores por, 15 min, a 37 °C.
Apébs esse tempo, foram acrescentados 500uL de azocaseina 1%. Apés 30 min, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 150 uL de TCA 20%. A mistura de reacao foi
centrifugada por 10 min a 12000 x g. Aliquotas de 500 uL dos sobrenadantes foram
adicionadas a 500 uL de NaOH 2 N, e a absorbancia foi medida a 440 nm. Provas

em branco foram realizadas e os ensaios foram feitos em triplicata.

4.10.2 Inibigdo da quimotripsina

Para verificar a atividade inibitéria sobre a atividade catalitica da
quimotripsina, 20uL da enzima (0,1 mg/mL de tris-HCIl, 50mM, pH 7,5) foram
incubados com 320 uL de tampéo tris-HCI, 50mM, pH 7,5 e 20 uL dos inibidores
purificados por 15 min a 37 °C. Apés esse tempo, foram acrescentados 500 ulL de
azocaseina 1%. Decorridos 30 min de incubacao a 37 °C, a reacao foi parada pela
adicdo de 150 uL de TCA 20%. A mistura de reacao foi centrifugada por 10 min a
12000 x g. Aliquotas de 500 uL dos sobrenadantes foram adicionadas a 500 uL de
NaOH 2 N, e a absorbancia foi medida a 440 nm. Provas em branco foram

realizadas e os ensaios foram feitos em triplicata.
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4.10.3 Inibicdo da bromelaina

Para a determinacdo da atividade inibitéria sobre a atividade catalitica da
bromelaina, 30 uL de solucdo de bromaleina (1 mg/ mL de tamp&o acetato de sédio,
300 mM, pH 5,5) foi pré-incubada com 310 uL de tampé&o acetato de sédio, 300 mM,
pH 5,5 ,contendo DTT 3 mM e EDTA 2 mM , e 20 ulL dos inibidores por um periodo
de 20 min a 45 °C. Apés esse tempo, foram acrescentados 500 L de azocaseina
1%. Decorridos 30 min de incubacéo, a reacao foi parada pela adicdo de 150 uL de
TCA 20%. A mistura de reacao foi centrifugada por 10 min a 12000 x g. Aliquotas de
500 uL dos sobrenadantes foram adicionadas a 500 uL de NaOH 2 N, e a
absorbancia foi medida a 440 nm. Provas em branco foram realizadas e os ensaios

foram feitos em triplicata.

4.10.4 Inibicao da papaina

Para avaliar a atividade inibitéria sobre a atividade catalitica da papaina
(FIGURA 20), seguiu-se a metodologia descrita por ZHAO e colaboradores (1996).
Aliguotas de 10 uL de solucdo de papaina (0,1 mg/mL de tampéo fosfato de sédio,
250 mM, pH 6,0) foram incubadas com 20 uL de tampao fosfato de sédio, 250 mM,
pH 6,0, contendo DTT 3 mM e EDTA 2 mM, 200 uL de tampao fosfato de sédio, 250
mM, pH 6,0 e 20 uL dos inibidores por um periodo de 10 minutos a 37 °C. Decorrido
esse tempo, foram adicionados 100 uL de BANA 1 mM e a mistura de reacéo
permaneceu por mais 20 minutos nas mesmas condi¢des. A reacao foi parada pela
adicdo de 250 uL de HCI 2% em EtOH, e em seguida, foram adicionados 250 uL do
reagente de cor (DMACA 0,06 % em 100 mL de EtOH). Decorridos 20 min, a

absorbancia foi medida a 540 nm.
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Papaina >
64:7

H.0

B-naftilamina

p-Dimetilaminociannamaldeido
(DMACA)

FIGURA 20: Esquema de hidrélise do BANA pela papaina.
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4.11 Determinag&o do mecanismo e da constante de inibic&o

4.11.1 Sistema enzimatico tripsina x BApNA

Para determinacdo do mecanismo de inibicdo sobre a atividade catalitica da
tripsina, os ensaios foram realizados como descrito no item 4.5. Para o controle
positivo, aliquotas de 10 ul de solucdo de tripsina (0,3 mg/mL tampé&o tris-HCI, 50
mM, pH 7,5 contendo CaCl, 20 mM ) foram incubadas por 15 min, a 37 ° C com
concentragdes crescentes de solucao de substrato BApNA (0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 2,0
e 2,5 mM) em volumes de 250 uL na auséncia de inibidor. Para a andlise das
fracOes inibidoras, aliquotas de 10 uL de cada inibidor, contendo 2, 3, 4, e 5 ug de
proteinas, respectivamente, foram incubadas com 10 uL de solugéo de tripsina e 250

ul da solucéo de BApNA nas concentragfes acima referidas.

Os valores de Ki foram calculados como descrito por Cheng e Prusoff (1973),

usando as seguintes formulas:

Onde:
Ki app = constante de inibicdo aparente;
Ki app = [1]
Vo - Vi [I] = concentragéo protéica do inibidor (ug/mL);
Vi
Vo = velocidade inicial (Vmax/2) na auséncia do
inibidor (umol.L™*. min *ou mmol.L™". min ™;
Vi = velocidade da enzima na presenca do
Ki= _Kiapp inibidor (umol.L™. min “*ou mmol.L™*. min *);
KT(—'S Ki = constante de inibicdo (ung/mL);
m

[S] = concentracao do substrato utilizada no
ensaio de inibicdo (mmol.L™ ou %);

Km = constante de Michaelis-Menten
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4.11.2 Sistema enzimatido papaina x BANA

Para determinacdo dos mecanismos de inibicdo sobre a atividade catalitica da
papaina, os ensaios foram realizados como descrito no item 4.10.4. Para o controle
positivo, aliquotas de 10 uL de solucdo de papaina (0,1 mg/mL de tampao fosfato de
s6dio, 250 mM, pH 6,0) foram incubadas por 20 min, a 37 °C com concentracdes
crescentes de BANA (0,4; 0,8; 1,0; 1,5; 2,0 e 3,0 mM) em volumes de 100 nl, na
auséncia de inibidor. Para a andlise da fracado inibidora, aliquotas de 10, 20, 30 e 40
uL de cada inibidor, correspondendo a 10 ug, 20 ug, 30 ug, e 40 pug de proteina,
respectivamente, foram incubadas com 10 uL de solucdo de papaina e 100 pul das

solucdes de BANA acima referidas.

Os valores de Ki foram determinados com base nos dados do grafico de
Lineweaver-Burk. Os valores do intercepto correspondem aos valores obtidos no
eixo X (1/V (D.O.sso/h/mL)™) e os valores para a inclinacdo das retas foram obtidos

pela formula abaixo:

A 1/V (DO s40.h.mL)™
A 1/[S]

Inclinagéo =
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4.12 Preparo das enzimas digestorias de Insetos

Larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus, coletadas entre 17 e 20 dias de
vida p6s-eclosédo (3° instar), de A. argillacea e P. interpunctella, 5° instar, e larvas de
C. capitata, de 5 dias de idade, foram mergulhadas em solucdo de NaCl 150 mM e
dissecadas com auxilio de pincas de relojoeiro e lupa estereoscépica, para retirada
de todos os tecidos estranhos as paredes intestinais. Cerca de 100 intestinos médios
assim obtidos foram, imediatamente, colocados em tubos para microcentrifuga
contendo 100 pL de tampéo. Intestinos de C. maculatus, Z. subfasciatus e de A.
argillacea foram colocados em tampao tris-HCI, 50 mM, pH 7,5, e intestinos de P.
interpunctella e C. capitata foram colocados em tampao tris-HCI, 50 mM em pH 9,5 e
8,5, respectivamente, e estocados a -20 °C. O homogenato intestinal das larvas foi
preparado seguindo a metodologia estabelecida por Terra, Ferreira e Bianchi (1977).
Os intestinos das larvas dos insetos foram homogeneizados com auxilio de um
“potter”, em banho de gelo, por aproximadamente 10 min, usando-se como extrator 1
mL de seus respectivos tampdes. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados
a 12.000 x g, por 10 min, a 4 °C e os sobrenadantes obtidos foram imediatamente

utilizados para ensaios de atividade enzimatica e inibitéria como descrito abaixo.

4.12.1 Ensaio in vitro com estratos intestinais de C. maculatus e Z.

subfasciatus

Nos ensaios, in vitro, aliquotas de 50 uL de extrato intestinal de C. maculatus
e Z. subfasciatus, foram incubadas em 290 uL de tampao tris-HCI, 50 mM, pH 7,5, e
20 uL dos inibidores por 15 min, a 37 °C. Ap0s este periodo de incubacédo, foram
adicionados 500 puL de Azocaseina 1% e a mistura de reacao foi incubada por mais
30 min, na mesma temperatura. Decorrido esse tempo, a reacao foi parada pela
adicdo de 150 uL de TCA 20%. A mistura de reagéo foi entdo centrifugada por 10
minutos a 12000 x g. Aliquotas de 500 uL dos sobrenadantes foram adicionadas a
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500 uL de NaOH 2 N, e a absorbancia foi medida a 440 nm. Provas em branco

foram realizadas e os ensaios foram feitos em triplicata.

4.12.2 Ensaio in vitro com extratos intestinais de C. capitata, A. argillacea e P.

interpunctela.

Para determinar a atividade inibitoria, in vitro, sobre os extratos intestinais de
C. capitata, A. argillacea e de P. interpunctela, aliquotas de 20 uL de cada extrato
foram incubadas com 290 uL de tampéo tris-HCI, 50 mM, em pH 8,5, 7,5 e 9,5,
respectivamente, em presenca de 20 ulL dos inibidores por 15 min, a 37 °C. A seguir,
foram adicionados 500 uL de azocaseina 1% e a incubacdo procedeu-se por mais
30 min, a 37 °C. Decorrido esse tempo, a reacao foi parada pela adicdo de 150 uL
de TCA 20%. A mistura de reacdo foi entdo centrifugada por 10 min a 12000 x g.
Aliquotas de 500 uL dos sobrenadantes foram adicionados a 500 uL de NaOH 2 N, e
a absorbancia foi medida a 440 nm. Provas em branco foram realizadas e o0s

ensaios foram feitos em triplicata.
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5 RESULTADOS

5.1 Deteccéao, isolamento e purificagao

5.1.1 Deteccdo de atividade inibitoria nos extratos protéicos de Jurema Branca

A FIGURA 21 mostra as atividades inibitérias sobre a atividade catalitica da
tripsina presente no extrato bruto (EB) e nas fracBes protéicas de sementes de
Jurema Branca obtidas apés tratamento do EB com &cido tricloroacético (TCA) em
concentragdo final de 0,5%, 1%, 2%, 6%, 10% e 14%. Essas fracoes foram
denominadas de acordo com a concentracdo final de &cido tricloroacético como
JBO,5, JB1, JB2, JB6, JB10 e JB14. A atividade catalitica da tripsina foi inibida em
53,49%, 52,73%, 60,15%, 64,09%, 65,30%, 70,76% e 82,87%, respectivamente, e
suas unidades de inibicdo por miligrama de proteinas (Ul/mg de proteina) foram 54,
138, 227, 287, 480, 577 e 867, respectivamente. A fracdo protéica, denominada
JB14%, apresentou maior atividade especifica e foi submetida aos procedimentos

subsequentes de purificacao.
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FIGURA 21: Atividade anti-triptica e especifica (Ul/mg proteina) de fracbes protéicas de

sementes de Jurema Branca: Nos ensaios de atividades inibitérias das fracdes protéicas sobre

a atividade catalitica da tripsina foi utilizado 100 uL de cada fracdo. EB, extrato bruto; fracdes

protéicas de sementes de Jurema Branca obtidas apos tratamento do EB com TCA em
concentracao final de 0,5% (JBO,5), 1% (JB1), 2% (JB2), 6% (JB6), 10% (JB10) e 14% (JB14).
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5.1.2 Cromatogréfia de afinidade de JB14 em Tripsina-Sepharose

A fracdo protéica de sementes de Jurema Branca, denominada de JB14,
proveniente do fracionamento do extrato bruto de sementes com TCA, na
concentracdo final de 14%, apresentando cerca de 80% de inibicdo sobre a
atividade catalitica da tripsina, foi submetida a cromatografia de afinidade em
Tripsina-Sepharose (FIGURA 22). As fragbes ndo adsorvidas na matriz foram
eluidas com tampdao tetraborato de sédio, 50 mM, pH 7,5, as fracbes protéicas
adsorvidas foram eluidas com HClI 1 Mm, em fluxo constante de 2 mL/min, e a
densidade O6ptica foi monitorada a 280 nm. As fragbes protéicas foram
subsequentemente dialisadas contra tamp&o tetraborato de sodio, 50 mM, pH 7,5, e
submetidas aos ensaios para determinacdo da atividade inibitéria sobre a atividade
catalitica da tripsina, onde foi detectado, aproximadamente, 100 % de inibicdo. As

fracOes ativas foram reunidas e, denominada JB14Af.
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FIGURA 22: Perfil de eluicdo de JB14 em Tripsina-Sepharose: JB14 (13 mg de proteinas) foi
aplicada a coluna de afinidade previamente equilibrada com tampao tetraborato de sédio, 50 Mm,
pH 7,5. As fragBes protéicas de 2 mL foram eluidas em fluxo constante de 0,5 mL/min, e a
densidade optica medida a (-) 280 nm. As fracdes adsorvidas a matriz foram eluidas com HCI 1
mM e a atividade anti-triptica (-) foi determinada usando 100 uL de cada fragdo. A hidrélise do

BApNA foi monitorada a 410 nm. As fragBes com atividade antriptica foram reunidas e

denominadas de JB14Af.
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5.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de JB14Af

A fracdo protéica, denominada JB14Af, proveniente de cromatografia de
afinidade em Tripsina-Sepharose, foi submetida a purificagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em coluna semi-preparativa de fase reversa C-18. Quatro
fracOes protéicas foram observadas (FIGURA 23) e denominadas de JB1, JB2, JB3
e JB4. A fracdo protéica, denominado JB1, mostrou-se mais hidrofilica em
comparacao com JB2, JB3 e JB4. JB1 foi eluido aos 18 min quando a concentragdo
do solvente B atingiu 43,00 % e 25,00 % de acetonitrila, JB2 aos 40 min, quando a
concentragdo do solvente B atingiu 68,00% e 40,80 % de acetonitrila, JB3 e JB4
foram eluidos aos 43 e 47 min com 71,00 e 78,00% do solvente B, correspondendo
a 42,60 e 46,80% de acetonitrila, respectivamente. As fracBes protéicas obtidas
foram liofilizadas e, subsequentemente, submetidas a ensaios para a determinagéao
da atividade inibitéria sobre a atividade catalitica da tripsina, onde foi observado que

essas fracdes inibiram a tripsina em mais de 80%.
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FIGURA 23: Perfil cromatografico de JB14Af em CLAE (coluna semi-preparativa C18 Vydac - 2,2 x
25,0 cm): Solvente A (TFA 0,1%/H,0) e B (ACN 60%/TFA 0,09%/H,0); Cerca de 6 mg de proteinas
(JB14AF) foram aplicadas em gradiente de: 5 a 35% B — 10 min; 35 a 60% B — 25 min; 60 a 68%
B — 5 min; 68 a 88%B — 20 min; 88 a 95%B — 2 min; 95%B — 10 min; 95 a 5% B — 2 min e 5% B —
1 min. Fluxo: 9 mL/min; Densidade 6ptica 220. nm. Fragdes protéicas obtidas de CLAE (JB1, JB2,
JB3 e JB4) com atividade anti-triptica, eluidas com 25,00, 40,80, 42,60 e 46,80% de ACN,

respectivamente.
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5.1.4 Determinacao do grau de pureza

As fragBes purificadas foram analisadas em coluna analitica de fase reversa
C-18 (0,46 x 25,0 cm) para determinacdo de seus graus de pureza. JB1 foi eluido
como um pico predominante aos 17 min (FIGURA 24) com, aproximadamente,
52,00% do solvente B e 31,20% de ACN com grau de pureza de 89,61%. A FIGURA
25 mostra o perfil de eluicdo de JB2 aos 16 min de cromatografia quando a
concentracdo do solvente B atingiu 61,00% com 36,60% de ACN e o grau de
pureza, correspondente, ao pico majoritario foi avaliado em 86,35%. A analise
cromatografica de JB3 (FIGURA 26) mostrou a presenca de duas fracBes protéicas
gue foram denominadas JB3-1 e JB3-2. JB3-1 foi eluido aos 16 min quando a
concentracdo do solvente B atingiu 68,00% com 40,80% de ACN e JB3-2 foi eluido
aos 19 min quando a concentragédo do solvente B atingiu aproximadamente 70,00%
com 42,00% de ACN. O grau de purificacdo determinado para essas fragcdes foram
60% para JB3-1 e 40% para JB3-2. A FIGURA 27 mostra o perfil de eluicdo da
fracdo JB4. JB4 foi eluido aos 17 min quando a concentracdo do solvente B atingiu
87,00% com 52,2% de ACN. O grau de purificacdo determinado para essa fracéo foi
98,82%. A atividade catalitica da tripsina foi inibida em 88,00%, 97,00%, 84,00%,
89,00% e 97,00% por JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4, respectivamente.
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FIGURA 24: Andlise de JB1 em CLAE (coluna analitica C18 Vydac - 0,46 x 25,0 cm): Solvente A
(TFA 0,1%/ H,0) e B (ACN 60%/TFA 0,09%/H,0); cerca de 250 ug de proteinas foram aplicadas
em gradiente de: 5% B — 5 min; 5 a 45% B — 5 min; 45 a 65% B — 20 min; 65 a 95% B — 2 min;
95%B — 10 min; 95 a 5% B — 2 min e 5% B — 1 min. Fluxo: 1 mL/min; Densidade 6ptica 220 nm.
JB1 foi eluido aos 17 min com 31,20% de ACN e pureza de 89,61%.
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FIGURA 25: Andlise de JB2 em CLAE (coluna analitica C18 Vydac - 0,46 x 25,0 cm): Solvente A
(TFA 0,1%/H,0) e B (ACN 60%/TFA 0,09%/H,0); cerca de 250 pg de proteinas foram aplicadas
em gradiente: 5% B — 5 min; 5 a 55% B — 5 min; 55 a 75% B — 20 min; 75 a 95% B — 2 min; 95% B
— 10 min; 95 a 5% B — 2 min e 5% B — 1 min. Fluxo: 1 mL/min; Densidade 6ptica 220 nm. JB2 foi
eluido aos 16 min com 36,60% de ACN e pureza de 86,35%.
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FIGURA 26: Andlise de JB3 em CLAE (coluna analitica C18 Vydac - 0,46 x 25,0 cm): Solvente A
(TFA 0,1%/H,0) e B (ACN 60%/TFA 0,09%/H,0); cerca de 250 pg de proteinas foram aplicadas
em gradiente: 5% B — 5 min; 5 a 62% B — 5 min; 62 a 77% B — 15 min; 77 a 95% B — 2 min; 95%B
—10 min; 95 a 5% B — 2 min e 5% B — 1 min. Fluxo: 1 mL/min; Densidade 6ptica 220 nm. JB3-1 foi
eluido aos 16 min com 40,08% de ACN e pureza de 60,00%. JB3-2 foi eluido aos 19 min com
42,00% ACN e pureza de 40,00%.
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FIGURA 27: Andlise de JB4 em CLAE (coluna analitica C18 Vydac - 0,46 x 25,0 cm): Solvente A
(TFA 0,1%/H,0) e B (ACN 60%/TFA 0,09%/H,0); cerca de 250 pg de proteinas foram aplicadas
em gradiente: 5% B — 5 min; 5 a 80% B — 5 min; 80 a 100% B — 20 min; 100% B - 10 min; 100 a
5% B — 2 min e 5% B — 1 min. Fluxo: 1 mL/min; Densidade éptica 220 nm. JB4 foi eluido aos 17

min com 52,20% ACN e pureza de 98,82%.
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5.1.5 Analise dos inibidores purificados por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Com o intuido de monitorar a purificacdo dos inibidores de sementes de
Jurema Branca foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%
contendo SDS (FIGURA 28). A andlise do extrato bruto (EB) e da fracdo JB14
mostrou a presenca de inumeras bandas protéicas com massas moleculares
aparentes variando entre 10,00 e 116,00 kDa. Na fracdo protéica obtida por
cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose (JB14Af) foi observada a
presenca de um menor niamero de bandas protéicas com massas moleculares
aparentes variando entre 19,00 e 24,00 kDa, sendo que a banda protéica mais
abundante migrou como uma proteina de cerca de 19,00 kDa. A analise da fracdo
JB1 em gel de poliacrilamida na auséncia de agente redutor revelou a presenca de
uma Unica banda protéica com massa molecular aparente de 19,00 kDa. Resultado
similar foi observado para as fracées JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4 (FIGURA 29) que
migraram como proteinas com massas moleculares aparente entre 18,00 e 20,00
kDa.
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FIGURA 28: Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) das frac6es protéicas de Jurema Branca.
M — padrao de massa molecular: galactosidase (116,00 kDa), albumina sérica bovina (66,20 kDa),
ovalbumina (45,00 kDa), lactato desidrogenase (35,00 kDa), endonuclease de restricdo (25,00
kDa), lactoalbumina (18,40 kDa), e lisozima (14,40 kDa). Cerca de 10 pg de proteinas de cada
fracdo foram aplicadas no gel: 1, EB, extrato bruto; 2, JB14 (fracdo protéica proveniente do
tratamento do EB com TCA); 3, JB14Af (fracdo de Tripsina-Sepharose); 4, JB1 sem 3-Me e 5, JB1

com B-Me.
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FIGURA 29: SDS-PAGE (15%) de JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4 de sementes de Jurema Branca. M —
padrdo de massa molecular: galactosidase (116,00 kDa), albumina serica bovina (66,20 kDa),
ovalbumina (45,00 kDa), lactato desidrogenase (35,00 kDa), endonuclease de restricdo (25,00
kDa), lactoalbumina (18,40 kDa), e lisozima (14,40 kDa). Cerca de 10 pg de proteinas de cada
fracdo foram aplicadas no gel: 1, JB14 (fracdo protéica proveniente do tratamento do EB com

TCA); 2,JB2; 3, JB3-1; 4, JB3-2 e 5, JB4 sem -Me.
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5.2 Avaliacédo do grau de pureza das fracées cromatogréficas

As etapas utilizadas no processo de purificagdo dos inibidores de sementes
de Jurema Branca estdo sumarizadas na TABELA 7. Analisando-se esta tabela
observou-se que as estratégias utilizadas para purificacdo dos inibidores foram
bastante eficientes. O extrato bruto (EB), obtido na primeira etapa do processo de
purificacdo dos inibidores de sementes de Jurema Branca, serviu como referéncia
para as demais fracdes protéicas. O valor de purificacdo 1 e um rendimento de
100% foram atribuidos ao EB. A purificacdo das demais fracfes foi calculada como
sendo a razdo entre sua atividade especifica e a atividade especifica do EB. A
percentagem de rendimento das demais fragbes foi calculada com base na razéo
entre a sua atividade inibitéria e a atividade inibitéria do extrato bruto multiplicado
por 100. A atividade especifica foi calculada com base na razdo entre a atividade
inibitéria da fracao obtida e proteina total da mesma fracdo. A tabela de purificacdo
mostra que JB1 foi purificado 217,62 vezes com recuperacédo de 4,66%, JB2 foi
purificado 176,49 vezes com rendimento de 3,65%, JB3-1 foi purificado 106,51
vezes com recuperacdo de 1,84%, JB3-2 foi purificado 156,10 vezes com
rendimento de 1,79% e JB4 foi purificado 139,21 vezes com rendimento de 2,07%.
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TABELA 7 - Tabela de purificacédo

Atividade
especifica
Atividade Proteina total (Ul/mg Purificagdo  Rendimento
Fracoes inibitéria total (mg) proteina) (x) (%)

118560 1041, 113,8

EB ,00 20 7 1 100
80800, 4488, 39,4 68,1

JB14 00 18,00 89 25
8190,0 4653, 40,8

JB14Af 0 1,76 41 7 6,91
5526,0 24780 217,

JB1 0 0,22 27 62 4,66
4321,0 20097 176,

JB2 0 0,21 ,67 49 3,65
2183,0 12127 106,

JB3-1 0 0,18 ,78 51 1,84
2133,0 17775 156,

JB3-2 0 0,12 ,00 10 1,79
2133,0 15851 139,

JB4 0 0,15 ,61 21 2,07

EB, extrato bruto; JB14, fracdo protéica proveniente do tratamento do EB com TCA 14%; JB14Af,
fracdo protéica obtida de afinidade em Tripsina-Sepharose; JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4,
inibidores purificados de sementes de Jurema Branca em CLAE.

Uma unidade de inibidor foi definida como a quantidade de inibidor que diminui a atividade da

enzima em 0,01 da absorbancia a 410 nm.
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5.3 Caracterizacao bioquimica dos inibidores de sementes de Jurema Branca

5.3.1 Analise dos inibidores purificados por eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de agente redutor

Com o intuito de determinar a presenca ou nao de subunidades nos inibidores
purificados de sementes de Jurema Branca, foi realizada eletroforese em gel de
poliacrilamida a 15%, em condicbes desnaturantes, na presenca de beta-
mercaptoetanol. De acordo com a FIGURA 26, foi possivel visualizar a presenca de
uma Unica banda protéica correspondente a cada inibidor purificado (JB2, JB3-1,
JB3-2 e JB4) com massas moleculares aparentes entre 19,00 e 20,00 kDa similar ao
observado na FIGURA 30. Esses resultados sugerem que os inibidores purificados
de sementes de Jurema Branca sdo proteinas constituidas por uma cadeia

polipeptidica.
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FIGURA 30: Eletroforese em gel de Poliacrilamida (15%) dos inibidores purificados de sementes
de Jurema Branca na presenca de p-Me. M — padrdo de massa molecular: galactosidase (116,00
kDa), albumina serica bovina (66,20 kDa), ovalbumina (45,00 kDa), lactato desidrogenase (35,00
kDa), endonuclease de restricdo (25,00 kDa), lactoalbumina (18,40 kDa), e lisozima (14,40 kDa).
Cerca de 10 ug de proteinas de cada fracdo foram aplicadas no gel: 1, JB14 (fracdo protéica
proveniente do tratamento do EB com TCA 14%); 2, JB2; 3, JB3-1; 4 JB3-2 e 5, JB4 obtidas de

CLAE e tratadas com beta-mercaptoetanol.
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5.3.2 Determinagdo das massas moleculars dos inibidores purificados de
sementes de Jurema Branca por MALDI-TOF e eletroforese em gel de

poliacrilamida

Com objetivo de determinar as massas moleculares dos inibidores purificados
de sementes de Jurema Branca, as fracdes protéicas correspondentes aos
inibidores JB1, JB3-1 e JB3-2 foram submetidas a andlise por espectrometria de
massa. Os resultados obtidos mostraram massas moleculares de 19.70 kDa para
JB1 e 19.69 kDa para JB3-1 e JB3-2 como observados nas FIGURAS 31 e 32. Os
trés picos observados em cada gréafico representam trés diferentes cargas da
mesma proteina e o fato de todas apresentaram o pico de dupla carga mais intenso
gue o de carga Unica, sugere que elas sdo proteinas catibnicas com pl bastante
bésico.

As FIGURAS 33 e 34 mostram a determinacdo das massas moleculares de
JB2 e JB4, respectivamente, pela mobilidade eletroforética indicando que JB2 e JB4

tém massas moleculares de 18,08 e 20,85 kDa, respectivamente
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FIGURA 31: Analise da massa molecular de JB1 por MALDI-TOF. Os trés picos representam trés
diferentes cargas de JB1: uma carga (6,56 kDa), duas cargas (9,84 kDa) e trés cargas (19,70

kDa). A massa molecular determinada para JB1 foi 19,70 kDa.
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FIGURA 32: Andlise da massa molecular de JB3-1 JB3-2 por MALDI-TOF. (A) Os trés picos
representam trés diferentes cargas de JB3-1: Uma carga (6,56 kDa), duas cargas (9,84 kDa) e
trés cargas (19,69 kDa) e (B) . Os trés picos representam trés diferentes cargas de JB3-2: Uma
carga (6,56 kDa), duas cargas (9,85 kDa) e trés cargas (19,69 kDa).



Resultados 124

18,08 kDa

0,2 0,4
Rf

FIGURA 33: Determinagdo da massa molecular de JB2 por SDS-PAGE. Curva de calibracdo dos
padrbes eletroforéticos: 1, B-galactosidase (116,00 kDa); 2, albumina de soro bovino (66,20 kDa);
3, ovalbumina (45,00 kDa); 4, lactato desidrogenase (35,00 kDa); 5, enzima de restricdo de E. coli
(25,00 kDa); 6, B-lactoglobulina (18,4 kDa); 7, JB2 (18,08 kDa) e 8, lisozima (14,40 kDa).
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FIGURA 34: Determinagcdo da massa molecular de JB4 por SDS-PAGE. Curva de calibracdo dos
padrbes eletroforéticos: 1, B-galactosidase (116,00 kDa); 2, albumina de soro bovino (66,20 kDa);
3, ovalbumina (45,00 kDa); 4, lactato desidrogenase (35,00 kDa); 5, enzima de restricdo de E. coli
(25,00 kDa); 6, JB4 (20,80 kDa); 7, B-lactoglobulina (18,40 kDa); e 8, lisozima (14,40 kDa).
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5.4 Alinhamento e analise da seqiiéncia N-terminal

As sequéncias N-terminal dos inibidores de sementes de Jurema Branca, JB1
(20 aminoécidos), JB3-1 (15 aminoéacidos) e JB3-2 (14 aminoacidos) apresentaram
cerca de 35% de similaridade (FIGURA 35) e a andalise comparativa das seqtiéncia
N-terminal de JB3-1 e JB3-2 apresentou aproximadamente 87% de similaridade
diferindo apenas em um residuo de aminoacido na posicéo 5. Os residuos de valina
(V2 e V3), leucina (L4), serina (S5) e glutamina (Q9) encontram-se conservados nas
sequéncias dos trés inibidores.

A FIGURA 35 mostra o alinhamento de JB1 com inibidores de tripsina da
familia Kunitz de sementes de leguminosas. A sequéncia N-terminal de JB1
apresentou 40% de similaridade com o inibidor de tripsina de sementes de leucena,
Leucaena leucocephala (LITI) e feijao alado, P. tetragonolobus (PtTI), e 60% de
similaridade com a seqUéncia do inibidor de tripsina de sementes de copaiba-
verdadeira, Copaifera langsdorffii (CITI). De acordo com o alinhamento, pode se
observar a presengca de um residuo de tirosina (Y16) e um de leucina (L19)
conservado em todas as sequUéncias N-terminal neste trabalho analisadas. O
alinhamento comparativo de JB3-1 e JB3-2 com outros inibidores de tripsina da
familia Kunitz de sementes de outras leguminosas da subfamilia Mimosoideae. A
sequéncia N-terminal de JB3-1 mostrou similaridade de 80% com inibidor de tripsina
de sementes de acacia, Acacia confusa (AcTl) e tamboril, Enterolobium
contortisiliquum (EcTI), 73% de similaridade com inibidores de sementes de P.
juliflora (PjTI), A. pavonina (ApTlI), e L. leucocephala (LITI). Similaridade de 80% foi
observada entre a sequiéncia de JB3-2 e as de AcTlI, EcTlI, LITI, e de 73% com PjTI e
ApTI. De acordo com o alinhamento na FIGURA 35, foi observado a presenca de
residuos de aminoacidos fortemente conservados em todas as sequéncias
analisadas como glicina (G8), asparagina (N13) e glicina (G14).

Os resultados dos alinhamentos das sequéncias N-terminal obtidos de JB1,
JB3-1 e JB3-2 com inibidores de tripsina de sementes de leguminosas, da familia
Kunitz, confirmam que os inibidores de tripsina aqui purificados, sdo 0s mais novos

membros de inibidores de tripsina da familia Kunitz.
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FIGURA 35: Alinhamento das sequéncias N-terminal. (A) inibidores de tripsina purificados de
sementes de Jurema Branca, (B) alinhamento de JB1 com inibidores da familia Kunitz das trés
subfamilias de leguminosas e (C) alinhamento de JB3-1 e JB3-2 com inibidores da familia Kunitz
de leguminosas da subfamilia mimosoideae. (*), Residuos de aminoacidos conservados;
(:),residuos com forte similaridade e (.) residuos com fraca similaridade. Acacia confusa (AcTl, gi:
166234, NCBI), Enterolobium contortisiliquum (EcTI, Batista et al., 1996), Prosopis juliflora (PjTI,
gi: 243386, NCBI), Adenanthera pavonina (ApTI, gi: 225058, NCBI) Leucaena leucocephala (LITI,
gi: 18202442, NCBI), Copaifera langsdorffii (CITI, gi: 49258682, NCBI), e Psophocarpus
tetragonolobus (PtTI, gi: 124938, NCBI). m, Mimosoideae; ¢, Caesalpinoideae; p, Papilionoideae.
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5.5 Estabilidade em diferentes pHs

A resisténcia dos inibidores purificados de Jurema Branca em diferentes pHs
foi testada incubando-se o inibidor em solugcbes tamp&o com pHs variando de 2 a
12, por 30 min, a 37 °C. Nesses ensaios, verificou-se que a atividade de JB1
permaneceu praticamente inalterada quando testado na faixa de pH entre 2-8. No
entanto, cerca de 20,00% de sua capacidade inibitoria foi perdida em pH alcalino
(pH 11 e 12). A estabilidade de JB2 em diferentes pHs. A resisténcia de JB2 em
diferentes pHs foi similar ao observado para JB1. Praticamente ndo houve perda de
atividade inibitéria na faixa de pH entre 2-8. No entanto, reducdo de cerca de
10,00% de sua capacidade inibitéria foi observado em pH alcalino (pH 11-12) como
mostrado na FIGURA 36.

A FIGURA 37 mostra que JB3-1 manteve sua atividade inibitéria maxima
guando testado em variacado de pH entre 2-8, mas em pH alcalino sua capacidade
inibitéria foi reduzida em cerca de 30,00%. A resisténcia de JB3-2 quando testados,
em diferentes pHs foi similar a JB1 e JB2. JB3-2 manteve sua capacidade inibitoria
maxima (85,00% de inibicdo), havendo uma reducdo em cerca de 10,00% em pH
alcalino, como mostrado na FIGURA 37.

Na FIGURA 38, observa-se que JB4 manteve sua capacidade inibitéria sobre
a atividade catalitica de tripsina apds pré-incubacéo por 30 min, a 37 °C, na faixa de
pHs testados.
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FIGURA 36: Estabilidade de JB1 (A) e JB2 (B) em diferentes pHs. Os inibidores (10 ug de
proteina) purificados foram pré-incubados por 30 min, a 37 °C, em diferentes intervalos de pH. A

atividade inibitoria sobre a tripsina foi determinada usando BApNA como substrato.
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FIGURA 37: Estabilidade de JB3-1 (A) e JB3-2 (B) em diferentes pHs. Os inibidores (10 ug de
proteina) purificados foram pré-incubados por 30 min a 37 °C em diferentes intervalos de pH. A

atividade inibitoria sobre a tripsina foi determinada usando BApNA como substrato.
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Figura 38: Estabilidade de JB4 em diferentes pHs. O inibidor purificado (10 ug de proteina) foi pré-
incubado por 30 min a 37 °C em diferentes intervalos de pH. A atividade inibitéria sobre a tripsina

foi determinada usando BApNA como substrato.
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5.6 Estabilidade térmica

Os inibidores purificados de sementes de Jurema Branca também foram
avaliados quanto a sua resisténcia em diferentes temperaturas (37 a 100 °C). Na
FIGURA 39, observa-se que JB1 manteve sua atividade maxima de inibicdo sobre a
atividade catalitica da tripsina (90,00% de inibi¢cdo) quando testado em temperaturas
de 37 e 40 °C. Cerca de 10,00% dessa atividade foi perdida em temperaturas de 60
e 70 °C. A pré-incubacao desse inibidor em temperaturas de 90 e 100 °C, por 30 min
reduziu sua capacidade inibitéria em cerca de 40,00%. A FIGURA 39 mostra
também que JB2 manteve sua estabilidade apds pré-incubagcdo nas temperaturas
testadas, mantendo sua atividade inibitéria maxima em mais de 90,00%. A FIGURA
40 mostra a estabilidade térmica de JB3-1 e JB3-2, onde, JB3-1 manteve sua
atividade inibitéria quando testado em temperaturas de 37, 40, 60, 70 e 90 °C, mas
foi observado que a 100 °C sua atividade foi reduzida em cerca de 20,00%, em
comparacdo com sua atividade observada a 37 °C. JB3-2, manteve-se estavel em
temperaturas de 37, 40, 60 e 70 °C, mas em temperaturas de 90 e 100 °C sua
capacidade inibitéria foi reduzida em aproximadamente 25,00%. A FIGURA 41
mostra que JB4 manteve sua atividade maxima de inibicdo sobre a atividade

catalitica da tripsina em todas as temperaturas testadas.
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FIGURA 39: Estabilidade térmica de JB1 (A) e JB2 (B). Os inibidores (10 pg de proteina) foram

pré-incubados por 30 min em diferentes temperaturas. A atividade inibitéria sobre a tripsina foi

determinada usando BApNA como substrato.
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FIGURA 40: Estabilidade térmica de JB3-1 (A) e JB3-2 (B). Os inibidores (10 ug de proteina)

foram pré-incubados por 30 min em diferentes temperaturas. A atividade inibitoria sobre a tripsina
foi determinada usando BApNA como substrato.
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FIGURA 41: Estabilidade térmica de JB4. O inibidor (10 pg de proteina) foi pré-incubado por 30
min em diferentes temperaturas. A atividade inibitéria sobre a tripsina foi determinada usando

BApNA como substrato.
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5.7 Especificidade para proteinases serinicas e cisteinicas

Para determinar a especificidade de inibicdo dos inibidores purificados de
sementes de Jurema Branca (JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4), foram realizados
ensaios utilizando-se proteinases serinicas e cisteinicas. Como pode ser observado
na TABELA 8, com relacdo as proteinases serinicas, todos os inibidores purificados
tiveram acao sobre a tripsina, suprimindo quase completamente sua atividade, cujos
percentuais de inibicdo variaram entre 84,30 a 97,57%. Entre os inibidores
purificados, apenas JB4 inibiu a atividade catalitica da quimotripsina em mais de
50%, enquanto que os demais inibidores suprimiram fracamente essa atividade. A
atividade catalitica da elastase foi fracamente inibida por todos os inibidores. Em
relacdo as proteinases cisteinicas testadas, a atividade catalitica da papaina foi
inibida por JB1, JB2, JB3-1 e JB3-2 com percentual de inibicdo variando entre 32,93
a 48,82%, enquanto que JB4 suprimiu fracamente essa atividade. A atividade
catalitica da bromelaina foi fracamente inibida por todos os inibidores purificados.
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TABELA 8 - Especificidade de JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4 para proteinases serinicas e cisteinicas

Enzimas
Inibidores : - . L
Proteinases serinicas Proteinases cisteinicas

Tripsina ® Quimotripsina®  Elastase ” Papaina ° Bromelaina "

%I + DP %I + DP %I + DP %I + DP %I + DP
JB1 88,69 + 0,86 5,04 +0,11 4,03+0,04 34,01 £1,44 1,10 £ 0,05
JB2 97,08 £ 0,34 10,20 + 0,51 1,26 + 0,08 48,82 + 1,43 0,61 + 0,07
JB3-1 84,30 +£ 0,86 8,38 + 0,54 1,53+0,18 35,86 £ 0,24 1,24 + 0,29
JB3-2 89,17 +£1,89 15,33+ 0,62 2,36 + 0,28 32,93+0,10 1,16 £ 0,23
JB4 97,57 £ 0,35 55,12 £ 0,93 2,28 + 0,09 9,93+1,18 1,21+ 0,04

2 Atividade inibitéria usando BApNA como substrato. ° Atividade inibitéria usando azocasefna

como substrato. ¢ Atividade inibitéria usando BANA como substrato.

Os valores da tabela correspondem ao percentual de inibicdo (%l) e desvio padrdo (DP) de

experimentos realizados em triplicata.

A atividade inibitéria foi determinada usando cerca de 20 ug de proteina de cada inibidor.



Resultados 138

5.8 Mecanismo de inibicdo e valores de Ki

Os inibidores JB1, JB2 e JB4 foram avaliados quanto ao seu mecanismo de
inibicho sobre a atividade catalitica da tripsina e os valores de Kis foram
determinados. Tendo em vista que alguns inibidores mostraram acdo sobre a
papaina, também foram analisados 0 mecanismo de inibicdo desses inibidores, bem

como seus respectivos valores de Kis.

5.8.1 Mecanismo de inibicdo sobre a tripsina

Apos a realizacdo de ensaios utilizando concentragfes variadas de inibidor e
substrato (BApNA), foram construidos um grafico duplo reciproco de Lineweaver-
Burk, para determinacéo do tipo de mecanismo de inibicdo de JB1, JB2 e JB4 para
tripsina. Na FIGURA 45, é mostrado que JB1 suprimiu a atividade catalitica da
tripsina de modo competitivo, caracterizado pela variagdo do valor de Km (constante
de Michaelis-Menten) e inalteracdo da velocidade maxima de reacdo. A FIGURA 45
mostra o mecanismo de inibicdo de JB2 sobre a atividade catalitica da tripsina, onde
€ observado que o mecanismo de inibicdo também foi do tipo competitivo.

Os estudos cinéticos realizados para determinar o mecanismo de inibicdo de
JB4 sobre a atividade catalitica da tripsina mostraram que JB4 suprimiu a atividade
da enzima de modo competitivo (FIGURA 46), similar ao mecanismo de acao
observado para JB1 e JB2.
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FIGURA 42: Mecanismo de inibicdo de JB1(A) e JB2 (B) sobre a atividade catalitica da tripsina. A
atividade inibitdria foi determinada usando varias concentrac6es de BApNA (0,4; 0,5; 0,8; 1; 1,33 e

2 mM). &, controle positivo; B, 2 ug; |, 3 ug; 4, 4 ug e >k, 5 ug dos inibidores.
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FIGURA 43: Mecanismo de inibicdo de JB4 sobre a atividade catalitica da tripsina. A atividade

inibitéria foi determinada usando varias concentracées de BApNA (0,4; 0,5; 0,8; 1; 1,33 € 2 mM).

<, controle positivo; ®, 2 ug; |, 3 ug; 4, 4 ug e >, 5 ug dos inibidores.

A TABELA 9 sumariza os valores determinados para as constantes de

inibicdo (Ki) dos inibidores purificados de sementes de Jurema Branca.

TABELA 9 - Constante de inibicdo

Inibidores  Ki app (ug/mL)  Ki (ug/mL) Ki (M)
JB1 0,841 0,702 3,56 x 10 ®
JB2 0,395 0,330 1,65x 10 ®

JB3-1 0,989 0,829 4,20x10°8
JB3-2 0,677 0,567 2,88x10°
JB4 0,0149 0,0125 5,70x 10 *°
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5.8.2 Mecanismo de inibi¢c&o para a papaina

Apos realizagdo dos ensaios com concentragdes variadas de inibidores e
substrato (BANA), foram construidos graficos de duplo reciproco de Lineweaver-
Burk, para determinagdo do mecanismo de inibicdo de JB1 e JB2 sobre a atividade
catalitica da papaina. A FIGURA 44 mostra os gréaficos duplos reciprocos obtidos
para JB1 e JB2, respectivamente, sendo observado que esses inibidores suprimiram
a atividade catalitica da papaina de modo ndo competitivo, caracterizado pela
diminuic@o da velocidade méxima e néo alteragéo do valor de Km.

Com base nos dados obtidos, foram calculados os valores de Ki para JB1 e
JB2, respectivamente (FIGURA 45). Os valores de Ki aparente foram 14 ug ou 7,60
x 10 " M para JB1, e 9 ug ou 5,10 x 10’ M para JB2.
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FIGURA 48: Mecanismo de inibicao de JB1(A) e JB2 (B) sobre a atividade catalitica da papaina.
Dados da cinética de inibicdo foram ilustrados pelo grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk. A
atividade inibitéria foi determinada usando vérias concentragdes de BANA (0,3, 0,5, 0,66, 1, 1,25,
e 2,5 mM). @, controle positivo; , 10 ug; 4, 20 ug; *, 30 ug e #, 40 ug de JB1 e JB2.
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FIGURA 45: Valor de Ki de JB1 (A) e JB2 (B) sobre a papaina. O valor de Ki aparente foi de
aproximadamente 14 ug ou 7,60 x 10°" M e 9 ug ou 5,10 x 107 M para JB1 e JB2,

respectivamente. @, intercepto e ®, inclinag&o.
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5.9 Especificidade dos inibidores para enzimas digestérias de insetos

A atividade in vitro dos inibidores purificados de sementes de Jurema Branca
para enzimas digestorias de diversos insetos-praga foi testada (TABELA 10). JB1
inibiu a atividade de enzimas digestérias de C. maculatus, Z. subfasciatus, A.
argillaceae, P. interpunctella e C. capitata em 29,18; 68,87; 38,36; 44,35 e 65,53%
de inibicdo, respectivamente. JB2 foi efetivo sobre as enzimas desses insetos
inibindo suas atividades cataliticas em 70,04; 74,54; 13,58; 48,67 e 70,30%,
respectivamente. As atividades digestérias de C. maculatus, Z. subfasciatus, A.
argillaceae, P. interpunctella e C. capitata foram inibidas por JB3-1 em 7,98; 67,33;
15,52; 49,00 e 36,11% de inibicdo, respectivamente. JB3-2, foi capaz de inibir essas
atividades em 5,17; 56,93; 10,15; 37,59 e 29,22% respectivamente. O percentual de
inibicdo de JB4 sobre as enzimas digestérias de C. maculatus, Z. subfasciatus, A.
argillaceae, P. interpunctella e C. capitata foram respectivamente, de 66,15; 60,12;
54,53; 8,97 e 37,47%.
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TABELA 10 - Especificidade JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4 para enzimas digestorias de insetos.

Enzimas (homogenato intestinal)

Inibidores

C. maculatus Z. subfasciatus A. argillaceae P. interpunctella C. capitata

%I + DP %I + DP %I + DP %I + DP %I + DP

JB1 29,18 +1,10 68,87 + 2,38 38,36 + 1,22 44,35 + 1,64 65,53 + 0,58
JB2 70,04 +£1,10 74,54 + 0,86 13,58 + 2,14 48,67 £ 0,71 70,30 £ 0,07
JB3-1 7,98 + 1,93 67,33+ 1,51 15,52 + 1,83 49,00+ 0,71 36,11+ 1,35
JB3-2 5,17 £ 0,39 56,93 + 1,33 10,15+ 1,53 37,59 + 1,33 29,44 + 1,39
JB4 66,15 + 1,65 60,12 + 1,74 54,53 + 0,91 8,97 £ 0,47 37,47 £ 0,58

Os ensaios inibitorios sobre a atividade catalitica de enzimas digestorias de insetos praga foram

realizados em triplicata usando azocaseina como substrato e os valores apresentados na tabela

corresponde a média do percentual de inibicdo (%l) e seus respectivos desvios padroes (DP).

Para os ensaios inibitorios foram utilizados cerca de 20 ug de cada inibidor.
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6 DISCUSSAO

Inibidores de tripsina sdo extensivamente estudados sob os mais diversos
aspectos, tais como: caracterizacdo bioquimica, estrutura tridimensional,
especificidade de inibicdo para diversas classes de proteinases e efeito in vitro e in
vivo sobre pragas e patdogenos (RYAN, 1990; JONGSMA; BOLTER, 1997
OLIVEIRA et al., 2002; FRANCO et al., 2002; KRAUCHENCO et al., 2003; GARCIA
et al., 2004). Além disso, eles sao excelentes candidatos aos programas de
melhoramento de plantas via transgenia, onde séo utilizados na producédo de plantas
resistentes a pragas (FALCO; SILVA-FILHO, 2003; DE LEO et al., 2001; MASOUD
et al., 1993). Para muitos desses estudos, a etapa de isolamento e purificacdo dos
inibidores é imprescindivel, onde a utilizacdo de técnicas cromatograficas que
empregam coluna de afinidade em Tripsina-Sepharose e coluna de fase reversa em
sistema de CLAE para a purificacdo de inibidores de tripsina de sementes. Por
exemplo, de D. mollis (MACEDO et al., 2000; MELLO et al., 2002), de sementes de
copaiba (C. langsdorfii) (SILVA et al., 2001), P. dubium (MACEDO et al., 2003) e T.
indica (ARAUJO et al., 2005a) foram purificados inibidores com elevado grau de
pureza que, subsequentemente, foram caracterizadas (MACEDO et al., 2000; SILVA
et al., 2001; MACEDO et al., 2003; ARAUJO et al., 2005a). Neste estudo, cinco
inibidores de tripsina detectados em sementes de Jurema Branca (P. dumosum)
foram purificados, sendo denominados de JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4. A analise
desses inibidores em gel de poliacrilamida e a auséncia de contaminantes revelaram
que a utilizacdo sequencial dessas técnicas cromatograficas foram estratégias
eficientes para o processo de purificagdo, onde os inibidores de Jurema Branca
foram purificados na ordem de 100 a 217 vezes, com rendimentos variando em torno
de 1,79-4,66% em comparacdo com O extrato bruto. Esses resultados foram
similares a outros inibidores de tripsina purificados de varias sementes, dentre estes,
dois de sementes de D. mollis: o inibidor denominado DMTI, purificado 116 vezes
com indice de recuperacdo de 7,60% (MACEDO et al., 2000); e outro, chamado
DMTI-II, purificado 12,00 vezes, com percentual de recuperacdo calculado em
0,46% (MELLO et al., 2002). Das sementes de feijao guandu (Cajanus cajan), um
inibidor de tripsina foi purificado 1,89 vezes apresentando rendimento de 1,20%
(HAQ; KHAN, 2003). Recuperacdo de 14,00 vezes foi obtido para um inibidor de



Discussao 147

tripsina de sementes de mata-fome (Pithecellobium dulce), denominado PDTI
(DELGADO-VARGAS et al., 2004). GOMES et al. (2005a) obtiveram de sementes de
C. pallida, denominado CapTl, um inibidor purificado 180 vezes com recuperacao de
0,50%. Ja o inibidor de tripsina de sementes de A. ellipticum (AeTl) foi purificado
124,00 vezes com recuperacao de, aproximadamente, 0,80% (BHATTACHARYYA
et al., 2006). Para um inibidor de sementes de T. indica, denominado TTI, foi obtido
rendimento de 2,00% que foi purificado, aproximadamente, 127,00 vezes (ARAUJO
et al., 2005a). A metodologia empregada por Cavalcanti e colaboradores (2002)
permitiu a obtencdo de um rendimento de 66,00% para um inibidor existente em
sementes de S. pickellii (SWTI) que foi purificado em 5 vezes. Mais recentemente,
outro inibidor de tripsina foi obtido de sementes de B. rufa, denominado BrTIl, com
rendimento de 15,00% e grau de purificacdo de 225,00 vezes (NAKAHATA et al.,
2006).

Os inibidores da familia Kunitz caracterizam-se por apresentar massas
moleculares em torno de 19 a 26 kDa (RICHARDSON, 1991; RYAN, 1990, BHAT,;
PATTABIRAMAN, 1989, OLIVEIRA, 2001). A analise eletroforética dos inibidores
purificados de sementes de Jurema Branca revelou a presenca de bandas protéicas
com massas moleculares aparentes entre 19,69 e 20,00 kDa. As massas
moleculares de JB1, JB3-1 e JB3-2 determinadas por MALDI-TOF foi de,
aproximadamente, 19,69 kDa e as massas moleculares de JB2 e JB4, determinada
pela mobilidade eletroforética, foram de aproximadamente 18,08 e 20,85 kDa,
respectivamente. As massas moleculares obtidas para os inibidores de tripsina
purificados de Jurema Branca estdo de acordo com aquelas determinadas para os
seguintes inibidores da familia Kunitz: os purificados de tubérculos de batata
(WALSH; TWITCHELL, 1991, VALUEVA et al., 1997, 1998) e sementes leguminosas
da subfamilia Caesalpinoidea como determinado para TTI (ARAUJO et al., 2005a);
BvcTI de sementes de B. variegata (DI CIERO et al., 1998); BuXI de B. bauhinoides
(DE OLIVEIRA et al., 2001, OLIVA et al., 2001); BrTI de B. rufa (NAKAHATA et al.,
2006); DrTl de sementes de D. regia (PANDO et al., 2001); SWTI de sementes de S.
pickellii (CAVALCANTI et al., 2002); PDTI de sementes de P. dubium (MACEDO et
al., 2003); CeKIl de pau-brasil, Caesalpinia echinata (CRUZ-SILVA et al., 2004);
COTI de sementes de fedegoso-branco (C. obtusifolia) (LIAO et al., 2007); da

subfamilia  Mimosoideae, como encontrado em sementes de Acacia confusa,
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denominado AcTI (LIN et al., 1991, HUNG et al., 1994); EcTl de sementes de
tamboriu, E. contortisiliquum (BATISTA et al.,, 1996); LITI de sementes de L.
leucocephala (OLIVA et al., 2000); DMTI e DMTI-II (MACEDO et al., 2000, MELLO et
al., 2002); AeTIl de sementes de A. ellipticum (BHATTACHARYYA et al., 2006), PDTI
(DELGADO-VARGAS et al., 2004), bem como, para aqueles inibidores da subfamilia
Papilionoideae como os inibidores purificados de sementes de C. paulina (PANDO et
al.,, 1999) e o PPTI purificado de sementes de coracdo-de-negro, P. parviflora
(GARCIA et al., 2004).

Inibidores de tripsina da familia Kunitz foram encontrados em muitas espécies
de plantas e em todas as subfamilias de leguminosas: Caesalpinoideae,
Papilionoideae e Mimosoideae. Os inibidores de tripsina encontrados nas
subfamilias Caesalpinoideae (OLIVA et al., 1996; DI CIERO et al., 1998; MACEDO
et al., 2003; CRUZ-SILVA et al., 2004; NAKAHATA et al., 2006; LIAO et al., 2007) e
Papilionoideae (PANDO et al.,, 1999; GARCIA et al., 2004), geralmente sé&o
constituidos por uma Unica cadeia polipeptidica, diferindo assim, dos inibidores
purificados de sementes de leguminosas da subfamilia Mimosoideae, que,
geralmente, sdo formados por duas cadeias polipeptidicas unidas por pontes
dissulfetos (NEGREIROS et al., 1991; LIN et al., 1991, HUNG; LEE; LIN, 1994,
BATISTA et al., 1996; OLIVA et al.,, 2000; DELGADO-VERGAS et al.,, 2004;
MACEDO et al.,, 2004; BHATACHARYYA et al., 2006). Entretanto, algumas
excegOes ja foram documentadas. Neste trabalho, a analise em gel de poliacrilamida
dos inibidores (JB1, JB2, JB3-1, JB3-2 e JB4) purificados de sementes de Jurema
Branca, uma leguminosa da subfamilia Mimosoideae, apds tratamento com agente
redutor (B-Me) revelou que todos eles, sédo inibidores com massa molecular entre
18,08 e 20,85 kDa, compostos por uma Unica cadeia polipeptidica. Esses resultados
foram similares aos observados para os dois inibidores de tripsina, DMTI e DMTI-II,
isolados de sementes de D. mollis, com massas moleculares de 20,00 e 23,00 kDa,
respectivamente (MACEDO et al., 2000, MELLO et al., 2002) e o inibidor ILTI isolado
de sementes de inga-branco (Inga laurina) com massa molecular de 20,00 kDa
distribuidos em uma cadeia polipeptidica (MACEDO et al., 2007), que constituem as
excecgOes de inibidores da familia Kunitz de leguminosas da subfamilia Mimosoideae
sendo compostos por uma Unica cadeia polipeptidica em contraste com a grande
maioria que é constituida por duas cadeias polipeptidicas.
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A comparagdo das seqiéncias N-terminais de JB1, JB3-1 e JB3-2 mostrou
fraca similaridade entre elas, e forte similaridade entre as sequéncias de JB3-1 e
JB3-2. Em adigdo, o alinhamento das sequéncias N-terminais desses inibidores
mostrou grau variado de similaridade com as sequéncias N-terminais de outros
inibidores de tripsina da familia Kunitz de sementes de leguminosas, sugerindo que
os inibidores de tripsina purificados de sementes de Jurema Branca sao 0s mais

novos membros de inibidores da familia Kunitz.

Nas sequéncias N-terminais de JB3-1 e JB3-2 foi observada a presenca de
um residuo de asparagina (N13), conservado em muitos inibidores de tripsina da
familia Kunitz (BATISTA et al., 1996, BHATTACHARYYA et al., 2006, IWANAGA et
al., 1998, MACEDO et al., 2003), que esta envolvido na interacdo entre tripsina-
inibidor (IWANAGA et al., 1998, MEESTER et al., 1998, ONESTI et al., 1991, SONG
e SHU, 1998). A presenca desse residuo em JB3-1 e JB3-2 sugere também o seu
envolvimento na interacdo com tripsina. Por outro lado, na seqiéncia N-terminal de
JB1 foi observado auséncia desse residuo de aminoacido. Esse resultado corrobora
com aquele observado para DrTl de sementes de D. regia, que mesmo na auséncia
do residuo de asparagina na sua extremidade N-terminal foi capaz de suprimir,
eficientemente, a atividade da tripsina (PANDO et al., 2001, KRAUCHENCO et al.,
2003). A auséncia desse residuo de asparagina também foi observada em outros
membros da familia Kunitz que inibem eficientemente a tripsina, como os dois
inibidores de tripsina purificados de tubérculos de batata, PSPI-21 e PSPI-22
(VALUEVA et al., 1998). Em estudos realizados para determinar o mecanismo de
inibicdo e o padrdo de interagdo entre LITI e a tripsina, ndo foi observada uma
interacdo entre o residuo de asparagina do inibidor com a tripsina. Assim, a
atividade inibitéria de LITI sobre a atividade catalitica da tripsina foi atribuida,
particularmente, a sua interacdo com os residuos de aminoacidos presentes no seu
sitio reativo (SATTAR et al., 2004). Do mesmo modo, a auséncia desse residuo de
aminoécido, em particular, ndo interferiu na atividade inibitéria de JB1 sobre a
tripsina, 0 que sugere que outros residuos de aminoacidos estejam envolvidos na
formacdo do complexo (enzima-inibidor) como aqueles presentes em seu sitio
reativo. Contudo, para se ter uma confirmacdo destas suposicbes, faz-se
necessario, estudos mais aprofundados que incluem a modelagem molecular e a

obtencao da sequéncia completa desses inibidores.
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As pontes dissulfetos presentes na estrutura de inibidores de proteinases,
incluindo os inibidores da familia Kunitz sdo, presumivelmente, responsaveis pela
estabilidade funcional dessas proteinas na presenca de agentes desnaturantes
fisicos e quimicos como temperatura, pH e agentes redutores (BROZE; GIRARD;
NOVOTNY, 1990, GARCIA et al., 2004). Baseado nessas observacoes, os inibidores
purificados neste trabalho foram avaliados quanto a sua capacidade de inibir a
atividade catalitica da tripsina apds tratamento térmico e variacbes de pH. Como
resultado foi observado que a atividade inibitéria dos inibidores de sementes de
Jurema Branca néo era alterada quando eles foram submetidos as variacées de pH
(2 a 12), por 30 min. Somente JB3-1 mostrou uma sensivel perda de sua capacidade
inibitéria. Esses resultados foram similares aos observados para outros inibidores
Kunitz (BHATTACHARYYA et al., 2006, GRUEN; TAO; KORTT, 1984; HAQ); KLAN,
2003). A pré-incubacao de EcTl, com massa molecular de 22,00 kDa distribuidos em
duas cadeias polipeptidicas unidas por duas pontes dissulfetos, quando submetido a
variagfes de pH entre 2-12, por 10 min, ndo teve a sua capacidade inibitéria sobre a
atividade catalitica da tripsina afetada (BATISTA et al., 1996). A estabilidade
funcional de outros inibidores também foi avaliada nessas mesmas condi¢cdes de
ensaio. Os resultados mostraram que esses inibidores mantiveram inalterada sua
capacidade de inibir a atividade catalitica da tripsina como relatado para BrTl de
sementes de B. rufa, que foi caracterizado como uma proteina consistindo de 18
kDa distribuidos em uma cadeia polipeptidica, onde foi observado auséncia de
pontes dissulfetos (NAKAHATA et al., 2006) e para BjTI de sementes de B. juncea,
que foi caracterizado como um inibidor da familia Kunitz de 20,00 kDa, distribuidos
em uma cadeia polipeptidica contendo duas pontes dissulfetos (MANDAL et al.,
2002). A capacidade inibitéria de outros inibidores de tripsina foi mantida apés pré-
incubacdo em pHs variados, por um periodo de 30 min, como observado para:
DMTI-II de 20,00 kDa distribuidos em uma Unica cadeia polipeptidica (MELLO et al.,
2002); PDTI de sementes de P. dubium, um kunitz de 19,60 kDa, contendo duas
pontes dissulfeto em sua estrutura (MACEDO et al., 2003); CpaTl, composto de
32,50 kDa com duas cadeias polipeptidicas (GOMES et al.,, 2005a); ILTI de
sementes de |. laurina, caracterizado com um inibidor Kunitz de 20,00 kDa com duas
cadeias polipeptidicas e uma unica ponte dissulfeto (MACEDO et al., 2007) e o de
sementes de Caesalpinia bonduc, denominado CbTl (BHATTACHARYYA; RAI;
BABU, 2007).
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Em adicdo, os inibidores de Jurema Branca foram estaveis as variagbes de
pH quando comparados ao inibidor de sementes de P. parviflora, denominado PPTI,
gue manteve sua atividade maxima de inibicdo sobre a tripsina ap6s pré-incubacao
em intervalo de pH de 2 a 10, também por 60 min (GARCIA et al., 2004).

Alguns inibidores mostraram uma estabilidade a variacdo de pH ainda maior,
como observado para o inibidor de tripsina purificado de tubérculo de inhame-
selvagem (Colocasia esculenta) que manteve sua atividade inibitéria maxima sobre
a atividade catalitica da tripsina tanto em pH acido (1-4) como em basico (12-13),
mesmo apds pré-incubacdo por, aproximadamente, 17 horas (OLIVEIRA, 2001).
Outro inibidor que também manteve sua estabilidade funcional quando pré-incubado
por 16 horas, nesse mesmo intervalo de pH, foi aquele purificado do latex de C.
papaya, denominado PPI, que ap0s esse tratamento ainda inibiu a atividade
catalitica da tripsina em 95% (AZARKAN et al., 2006). Liao e colaboradores (2007)
relataram que COTI, um inibidor com massa molecular de 19,80 kDa e por uma
Unica cadeia polipeptidica, manteve-se estavel apdés 24 horas de incubagdo no
intervalo de pH de 2 a 12.

A andlise da estabilidade térmica dos inibidores purificados de sementes de
Jurema Branca revelou que JB2, JB3-1 e JB4 foram mais resistentes ao tratamento
térmico, mantendo sua atividade inibitéria maxima sobre a atividade catalitica da
tripsina, mesmo apds pré-incubacao por 30 min, a 100 °C. JB1 e JB3-2 submetidos a
essa mesma temperatura perderam, aproximadamente, 60,00% de sua capacidade
de inibicao sobre a atividade catalitica da tripsina sendo, dessa forma, os inibidores
menos resistentes ao tratamento térmico quando comparado a JB2, JB3-1 e JB4. Os
inibidores de sementes de Jurema Branca apresentaram maior estabilidade térmica
do que os outros inibidores de tripsina da familia Kunitz que foram mais sensiveis ao
tratamento térmico, como observado para EcTl que manteve sua atividade inibitéria
somente em temperaturas até 60 °C, por 10 min, mas ndo a 100 °C (BATISTA et
al.,1996). Resultado similar foi observado também para BjTI (MANDAL et al., 2002),
BrTl (NAKAHATA et al., 2006), PPl (AZARKAN et al., 2006), e COTI (LIAO et al.,
2007) os quais perderam drasticamente sua capacidade de inibicdo, apds pré-
incubacdo em temperatura de 90 °C, por 10 min. A estabilidade térmica de outros
inibidores foi avaliada ap6s pré-incubacdo em diferentes temperaturas por 30 min.
Contudo, para alguns desses inibidores, foi observado um declinio gradativo em sua
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capacidade inibitéria, resultando em perda de, aproximadamente, 80,00% de
atividade, em temperaturas entre 80 e 100 °C, como observado para CbTI de
sementes de C. bonduc (BHATTACHARYYA; RAI; BABU, 2007) e DMTI-Il (MELLO
et al. 2002). Por outro lado, a estabilidade térmica observada para os inibidores de
Jurema Branca foi concordante com os resultados obtidos para outros inibidores que
foram resistentes ao tratamento térmico, mantendo mais de 55,00% de sua atividade
inibitéria, a 100 °C, como observado para CpaTl (GOMES et al., 2005a), PDTI
(MACEDO et al., 2003), ILTI (MACEDO et al., 2007), AeTl (BHATTACHARYYA et
al., 2006), inibidor de quimotripsina, denominado SPCI, purificado de sementes de
guapuruva, Schizolobium parahyba (SOUZA et al., 1995, 2000; TELES et al., 2004),
inibidor Kunitz purificado de folhas de Azolla pinnata que manteve,
aproximadamente, 80% de sua atividade inibitéria, apds pré-incubacdo por 30 ou 60
min, a 90 °C (MAITY; PATRA, 2003); inibidor de tripsina purificado de sementes de
C. cajan (HAQ; KHAN, 2003), e PPTI de sementes de P. parviflora, que manteve sua
capacidade maxima de inibicdo sobre a tripsina, apds tratamento a 100 °C (GARCIA
et al., 2004)

Os inibidores, purificados neste trabalho foram caracterizados como proteinas
constituidas por uma Unica cadeia polipeptidica, e embora nao tenha sido observada
a presenca de residuos de cisteina em suas sequUéncias N-terminais, presumimos
gue esses inibidores possuam, em suas estruturas, pontes dissulfetos
intramoleculares, semelhante a outros inibidores Kunitz de cadeia polipeptidica Unica
(SOUZA et al., 1995, 2000; MACEDO et al., 2003; GARCIA et al., 2004; TELES et
al., 2004; NAKAHATA et al.,, 2006; MACEDO et al.,, 2007). Partindo desse
pressuposto, a elevada estabilidade funcional desses inibidores diante da variagéo
de temperatura e pH poderia ser explicada, em parte, devido a presenca de pontes
dissulfeto intramolecular em concordancia com os ja referidos autores (SOUZA et al.,
1995, 2000; MACEDO et al., 2003; GARCIA et al.,, 2004; TELES et al.,, 2004;
NAKAHATA et al.,, 2006; MACEDO et al., 2007). Por outro lado, alguns autores
sugerem que a estabilidade funcional de alguns inibidores Kunitz ndo esta
relacionada com a presenca de pontes dissulfeto e isso pode ser comprovado pelo
tratamento desses inibidores com agentes redutores como, o DTT.

Macedo e colaboradores (2007) relataram que a atividade inibitéria de ILTI foi
mantida ap6s reducdo de pontes dissulfeto com DTT (MACEDO et al.,, 2007).



Discussao 153

Resultados similares foram observados para ETI, um inibidor Kunitz de Erythrina
caffra (LEHLE et al., 1994), DMTI-Il (MACEDO et al., 2003) e SPCI (SOUZA et al.,
2000; TELES et al., 2004). Souza e colaboradores (2000) sugeriram que a reducéo
de pontes dissulfeto resulta na mudanca conformacional de SPCI de sementes de S.
parahyba. Dessa forma, as pontes dissulfeto sdo necessarias apenas para a
estabilidade estrutural da proteina, mas ndo para sua estabilidade funcional, tendo
em vista que o tratamento com DTT n&o alterou o sitio reativo do inibidor, mantendo,
assim, sua capacidade inibitéria. Resultado similar foi obtido por Lehle e
colaboradores (1994) que relataram que o sitio reativo de ETI era, principalmente,
estabilizado por pontes de hidrogénio. A auséncia de pontes dissulfetos foi descrita
também para alguns inibidores Kunitz isolados de espécies de Bauhinia
(NAKAHATA et al., 2006; OLIVA et al.,, 2001). Em adicdo, a auséncia de pontes
dissulfeto € uma caracteristica marcante das fitocistatinas que, também, séo
conhecidas pela sua estabilidade estrutural e funcional em temperaturas e pHs
variados (ABE et al., 1987; ABE; WHITAKER, 1988; WALSH; STRICKLAND, 1993;
ROGELJ et al., 1998; WU; HAARD, 2000; LAWRENCE; NIELSEN, 2001). Essa
estabilidade das fitocistatinas € assumida pela presenca de inlUmeras pontes de
hidrogénio (SEEMULER et al., 1980; NAGATA et al., 2000). Com base nessas
observacdes, se a auséncia de pontes dissulfeto for confirmada para os inibidores
purificados de sementes de Jurema Branca, podemos inferir que a estabilidade
funcional desses inibidores seja devido a presenca de pontes de hidrogénio.

Nos estudos para determinar a especificidade dos inibidores purificados de
sementes de Jurema Branca sobre a atividade catalitica de proteinases serinicas, foi
observado que todos eles sé@o potentes inibidores de tripsina sendo capazes de
suprimir sua atividade em mais de 87,00%. Entretanto, nenhum deles foi capaz de
suprimir significativamente a atividade catalitica da elastase ou quimotripsina, com
excegcao de JB4 que reduziu a atividade da quimotripsina em 55,00%. Esses
resultados corroboram com a especificidade determinada para muitos inibidores

Kunitz, entretanto, algumas excec¢des foram observadas.

Poucos inibidores Kunitz sdo potentes inibidores de elastase pancreatica
como relatado para BrEI, uma glicoproteina purificada de sementes de Bauhinia rufa
com massa molecular de 20,00 kDa, que apresentou um valor de Ki de 6.18 x 108 M
frente a esta enzima (SUMIKAWA et al., 2006). Um valor de ki de 4,0 x 10® M foi
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descrito para um inibidor de cruzipaina purificado de sementes de B. baunhinoides,
denominado BbCl (ARAUJO et al., 2005 b). Outros inibidores, entretanto, foram
menos efetivos frente a elastase como é o caso de SPCI de sementes de S.
parahyba que suprimiu a atividade catalitica dessa enzima em, aproximadamente,
15,00% (SOUZA et al., 1995; TELES et al., 2004); isso foi observado também para
CpaTl (GOMES et al.,, 2005a). Por outro lado, a atividade catalitica da elastase
pancreética nao foi significativamente inibida por TTI (ARAUJO et al., 2005a), DMTI-
Il (MELLO et al., 2002), BrTlI (NAKAHATA et al., 2006) nem por PSPI-22 (VALEUVA
et al., 1998), como é o caso dos inibidores purificados de Jurema Branca.

Alguns inibidores dessa familia inibem a atividade catalitica de tripsina e
quimotripsina apresentando valores de Ki na mesma ordem de grandeza. Valores de
Ki na ordem de 10" M foi determinado para PPI de C. papaya (ODANI et al., 1996),
na ordem de 10® M para LITI (OLIVA et al., 2000) e AiTI de sementes de A.
ellipticum (BHAT; PATTABIRAMAN, 1989), e na ordem de 10™° M para CbTI-2 de
sementes de C. bonduc (BHATTACHARYYA; RAI; BABU, 2007) e ApTlI (MACEDO
et al., 2004). Por outro lado, poucos sao especificos para quimotripsina e nao inibem
a tripsina como o inibidor de quimotripsina, denominado ECI, de sementes de
Erythina variegata (IWANAGA et al., 2005), WCI2 de sementes de P. tetragonolobus
(IWANAGA et al., 2005) e o SPCI de sementes de S. parahyba (SOUZA et al., 1995;
2000). Esses efeitos contrastam com os observados para JB1, JB2, JB3-1 e JB3-2
qgue inibiram, eficientemente, a atividade catalitica da tripsina, mas apresentaram
baixa percentagem de inibicdo sobre a quimotripsina. Esses resultados séao
concordantes com os observados para WTI-1 de P. tetragonolobus (YAMAMOTO,;
HARA; IKENAKA, 1983), ILTI (MACEDO et al., 2007), TTI (ARAUJO et al., 2005a),
BrTlI (NAKAHATA et al., 2006), DMTI (MACEDO et al., 2000), DMTI-II (MELLO et al.,
2002), e para o inibidor purificado de sementes de P. dulce (DELGADO-VARGAS et

al., 2004), que inibem eficientemente a tripsina, mas nao inibem a quimotripsina.

Os testes para determinar a especificidade de JB4 mostraram que esse
inibidor suprimiu, efetivamente, a atividade catalitica da tripsina em 97,00% e a da
quimotripsina em 55,00%. Esses resultados s&o concordantes com os descritos para
PPTI que inibiu completamente a atividade catalitica da tripsina (65%) e, em menor
extensdo, também foi efetivo sobre a quimotripsina (GARCIA et al., 2004). Resultado
similar foi observado para CpaTl que foi caracterizado como um potente inibidor de
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tripsina, mas também inibiu a atividade catalitica da quimotripsina em 36,00%
(GOMES et al., 2005a). Isso foi observado também para SWTI de sementes de S.
pickelli (CAVALCANTI et al., 2002), ECTI (BATISTA et al., 1996), PDTI (MACEDO et
al., 2003) e para os inibidores purificados de Bauhinia forficata e B. pentandra que
suprimiram com maior eficiéncia a atividade da tripsina do que a quimotripsina
(SAMPAIO et al., 1996).

O teste de especificidade dos inibidores purificados de sementes de Jurema
Branca sobre a bromelaina mostrou que esses inibidores ndo possuem capacidade
para suprimir essa atividade, concordando com os relatos da falta de atividade
inibitéria sobre outros inibidores Kunitz (ARAUJO et al., 2005a; GOMES et al.,
2005a; OLIVEIRA et al., 2000). A inibicdo da atividade catalitica da bromelaina sé foi
relatada para poucos inibidores, como os inibidores de proteinases cisteinicas
purificados de caule de abacaxi que apresentam similaridade estrutural com
inibidores de tripsina da familia Bowman-Birk (HEINRIKSON; KEZDY, 1976;
LENARCIC et al.,, 1992; ZIMACHEVA; MOSOLOV, 1995; HATANO et al., 1996;
1998).

Dos cinco inibidores purificados de Jurema Branca, quatro deles inibiram,
moderadamente, a atividade catalitica da papaina (32,93 a 48,82%), com excecao
da JB4 que inibiu essa atividade em apenas 9,93%. Os elevados percentuais de
inibicdo exibidos por JB1, JB2, JB3-1 e JB3-2 sobre a atividade catalitica da tripsina
e a inibicdo moderada sobre a atividade catalitica da papaina foram indicativos da
bifuncionalidade desses inibidores. Entretanto, essa caracteristica tem sido pouco
observada nos inibidores da familia Kunitz. O primeiro relato da bifuncionalidade de
um inibidor Kunitz foi descrito por Oliveira e colaboradores (2002) para um inibidor
purificado de sementes de algaroba, Prosopis juliflora, e essa caracteristica foi
comprovada por estudos de modelagem de proteinas feitos por Franco e
colaboradores (2002) que mostraram que esse inibidor possuia sitios reativos de
inibicdo tanto para tripsina como para papaina. Outro inibidor purificado de sementes
de A. pavonina, denominado ApTI, inibiu a atividade catalitica da papaina em,
aproximadamente, 52,00%, além de inibir as atividades da tripsina e quimotripsina,
em 63,40 e 62,00%, respectivamente. (MACEDO et al., 2004). Outro inibidor que
apresentou essa caracteristica foi purificado de sementes de C pallida, CpaTl, que
inibiu a atividade catalitica da papaina em 43,90% além de reduzir a atividade da
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quimotripsina em 36,20% e suprimir, completamente, a atividade catalitica da
tripsina (GOMES et al., 2005a).

Lakowski e Kato (1980), Fushiki e Kazuo (1989), bem como, Lakowski e
Sealock (1971) afirmaram que os inibidores de proteinases serinicas sdo inibidores
competitivos e reversiveis, e interagem com sua proteinase alvo de modo
semelhante a interacdo da enzima com o substrato. O mecanismo de inibicdo de
JB1, JB2 e JB4 para a tripsina foram avaliados como sendo o mecanismo de
interacdo do tipo competitivo. No entanto, nossos resultados contrastam com o0s
relatos de inibidores que interagem com a tripsina de modo ndo competitivo, como
observado com aqueles um inibidor de tripsina purificado de tubérculo de C.
esculenta (OLIVEIRA, 2001) e C. antiquorum (SUMAHI; PATTABIRAMAN, 1979), e
de sementes de leguminosas como CpaTl (GOMES et al., 2005a), ApTI (MACEDO
et al., 2004), TTlI (ARAUJO et al., 2005a), e uma fitocistatina purificada de
castanheira (Castanea sativa), denominada CsC, que inibiu ndo competitivamente a
tripsina exibindo um Ki de 3,49 x 10° M (PERNAS et al., 1998). Em adicao, foi
descrito também que a tripsina foi inibida de modo incompetitivo pelos inibidores
purificados de sementes de Caesalpinia pulcherima (HASE; KOYAMA; DAIYASU,
1986) e A. integrifolia (BHAT; PATTABIRAMAN, 1989).

Os valores de Ki determinados para os inibidores purificados de sementes de
Jurema Branca revelaram que, dentre eles, o JB4 demonstrou ser o mais potente
inibidor de tripsina com valor de Ki de 5,7 x 10"° M, enquanto que, JB1, JB2, JB3-1
e JB3-2 inibiram a tripsina com valores de Ki ha mesma ordem de grandeza, isto é,
10® M, o que sugere maior compatibilidade estrutural entre o sitio reativo de JB4 e o
sitio ativo da tripsina. JB2 foi o segundo inibidor mais potente para a tripsina com
valor de Ki de 1,65 x 10 M, seguido de JB3-2 (2.88 x 10°® M), JB1 (3,56 x 10 M), e
JB3-1 (4,20 x 10® M). Comparando-se os valores de Ki dos inibidores de sementes
de Jurema Branca com outros inibidores da familia Kunitz, foi observado que esses
inibidores sdo mais potentes inibidores de tripsina do que o inibidor de C. esculenta
(OLIVEIRA, 2001) e ETla (IWANAGA et al., 2005; KOUZUMA et al., 2002) que
apresentaram valor de Ki da ordem de 10° M; CpaTl (GOMES et al., 2005a), PPTI
(GARCIA et al., 2004), PPl (ODANI et al., 1996), e COTI (LIAO et al., 2007) que
tiveram os Kis determinados da ordem de 107 M. Os valores de Ki determinados

para JB1, JB2, JB3-1 e JB3-2 foram similares, em ordem de grandeza, aqueles
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determinados para os inibidor de sementes de C. paulina (PANDO et al., 1999), LITI
(OLIVA et al., 2000), DrTl (PANDO et al 2001), BuXl de sementes de B. ungulata
(OLIVA et al., 1996) e BpTI de sementes de B. pentandra (SAMPAIO et al., 1996).

Os inibidores de Jurema Branca (JB1, JB2, JB3-1 e JB3-2) apresentaram
valores de Ki menores do que TTI (ARAUJO et al., 2005a), BrTI (NAKAHATA et al.,
2006), SWTI (CAVALCANTI et al., 2002), ECTI (BATISTA et al., 1996), DMTI-II
(MELLO et al., 2002), DMTI (MACEDO et al., 2000), AeTl (BHATTACHARYYA et al.,
2006), BbKI (OLIVA et al., 2001), PDTI (MACEDO et al., 2003), ILTI (MACEDO et al.,
2007), CbTI-2 (BHATTACHARYYA, RAI; BABU, 2007), e os inibidores de sementes
de M. koenigii (SHEE; SHARMA, 2007) que apresentaram valores de Ki da ordem
de 10° e 10 M.

Em adicdo, o valor de Ki determinado para JB4 foi similar, em ordem de
magnitude (10*° M), aqueles determinados para DMTI (MACEDO et al., 2000), AeTlI
(BHATTACHARYYA et al., 2006), BbKI (OLIVA et al., 2001), PDTI (MACEDO et al.,
2003), CbTI-2 (BHATTACHARYYA, RAI; BABU, 2007), BjTI (MANDAL et al., 2002),
ApTI (MACEDO et al., 2004), e AcTIl de sementes de Acacia confusa (HUNG et al.,
1994; WU; LIN, 1993). Esses dados confirmam que os valores de Ki determinados
para os inibidores de Jurema Branca encontram-se dentro dos padrbes de Ki de
outros inibidores Kunitz.

O mecanismo de inibicdo ndo competitivo é frequentemente observado para
as fitocistatinas frente a proteinases cisteinicas semelhantes a papaina (ABE et al.,
1987; 1994; FERNANDES et al., 1991; ZHAO et al., 1996; PERNAS et al., 1998;
JACINTO et al., 1998; WU; HAARD, 2000). Esse mecanismo de inibicdo também foi
observado para JB1 e JB2 que nos estudos cinéticos, causaram uma diminui¢do da
velocidade maxima sem alterar o Km da enzima. Resultados similares foram
observados para os inibidores da familia Kunitz purificados de Prosopis juliflora
(OLIVEIRA et al., 2002) e ApTI (MACEDO et al., 2004).

Os valores de Ki determinados para JB1 e JB2 sobre a papaina foram de 7,60
x 107 e 510 x 107 M, respectivamente, que foram maiores do que o valor
determinado para ApTI (1,0 x 10 M) (MACEDO et al., 2004), e menores do que 0
encontrado para P. juliflora (Ki = 0,59 x 10° M) (OLIVEIRA et al., 2002).

Proteinases digestivas predominantes em insetos da ordem Lepidéptera e

Diptera pertencem a classe mecanistica de proteinases serinicas, como tripsina,
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qguimotripsina e elastase (TERRA; FERREIRA, 1994, HAQ; ATIF; KHAN, 2004,
GATEHOUSE et al., 1999, SILVA et al., 2006). Por isso, os inibidores de proteinases
serinicas foram considerados como agentes naturais de controle contra estes
insetos herbivoros, devido a capacidade de suprimir a atividade dessas enzimas
proteoliticas in vitro (HARSULKAR et al., 1999; REED; CHANDLER; SANDEMAN,
1999; DE LEO et al.,, 2001; MACEDO et al.,, 2003; TELANG et al., 2003, 2005;
TAMHANE et al., 2005; GARCIA et al., 2004; GOMES et al., 2005b; SRINIVANSAN
et al., 2005; LIAO et al., 2007); de retardar o crescimento e desenvolvimento larval
(GATEHOUSE et al., 1999); de diminuir a fertilidade e fecundidade de fémeas (DE
LEO; GALLERANI, 2002; TELANG et al., 2003; TAMHANE et al., 2005); de causar
deformidades (FRANCO et al., 2004; GOMES et al., 2005b) e de aumentar a taxa de
mortalidade dessas familias de insetos pragas (MACEDO et al., 2002; GOMES et al.,
2005a; ARAUJO et al., 2005a). O primeiro passo para a escolha de um inibidor,
como ferramenta para o controle de um determinado organismo, é baseado em
ensaios in vitro onde se determina o grau de especificidade do inibidor pela enzima
alvo (JONGSMA; BOLTER, 1997; DE LEO et al., 2001; MACEDO et al., 2003). A
eficacia de um inibidor especifico é dependente da compatibilidade estrutural do sitio
reativo do inibidor com o sitio de especificidade das proteinases no organismo alvo
(BROADWAY, 1996, 1997; JONGSMA et al., 1995; GARCIA et al., 2004). Neste
sentido, varios inibidores purificados de sementes foram testados in vitro, como o
inibidor de tripsina de sementes de P. dubium, denominado PDTI, que foi capaz de
suprimir diferencialmente a atividade catalitica de enzimas digestérias semelhante a
tripsina de vérios lepidopteras. PDTI foi ineficiente para enzimas de Sitotroga
cereallela e Anticarsia gemmatalis, inibiu moderadamente (60,00% de inibicdo) as
enzimas de D. saccharalis, e inibiu as enzimas de A. Kuehniella em 95,00%. Apés
esta analise preliminar, foi feita uma avaliacdo in vivo deste inibidor. Quando
incorporado em sistema de dieta artificial, esse inibidor reduziu em 66,00% o peso
de larvas de A. Kuehniella provocando 56% de reducao na sobrevivéncia de adultos
(MACEDO et al., 2003). Outro inibidor purificado de sementes de grédo-de-bico (Cicer
arientinum), denominado CaTl, apresentou atividade inibitéria de 73,00 e 51,00%
sobre proteinases digestorias de A. grandis e S. frugiperda, respectivamente.
Quando esse inibidor foi incorporado em dieta artificial para A. gandis, foi observado
retardo no desenvolvimento larval, além de mortalidade, de aproximadamente, 43%

(GOMES et al., 2005b). Proteinases serinicas de larvas de L. oleraceae foram
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inibidas em 50,00% por SKTI. Estudos in vivo, mostraram que SKTI reduziu o
crescimento e sobrevivéncia de larvas de L. oleraceae em 33,00 e 40,00%,
respectivamente (GATEHOUSE et al., 1999).

Ensaios de inibicdo in vitro para determinar a atividade dos inibidores
purificados de sementes de Jurema Branca sobre proteinases serinicas presentes
no homogenato intestinal de larvas de insetos Lepidopteras (A. argillaceae e P.
interpuctella) e Diptera (C. capitata) foram realizados. Proteinases serinicas
presentes no homogenato intestinal de larvas de A. argillacea foi fracamente inibida
por JB2, JB3-1 e JB3-2 com percentual de inibicdo menor que 16,00%. Em adicao,
JB1 e JB4 inibiram essa atividade em 38,36 e 54,53%, respectivamente. Resultado
similar foi observado para o inibidor de tripsina de sementes de T. indica,
denominado TTI. Esse inibidor suprimiu a atividade de proteinases serinicas de A.
argillacea, em aproximadamente, 54,00% (ARAUJO et al., 2005a). Proteinases
serinicas de A. argillacea foram inibidas em 98% pelo inibidor de tripsina purificado
de sementes de C. pallida, denominado CpaTl, (GOMES et al., 2005a). Enzimas
digestérias semelhantes a tripsina presente no homogenato intestinal de larvas de P.
interpuctella foram inibidas por JB3-2 e JB4 com percentual de inibicdo inferior a
38%, no entanto, essa atividade foi inibida entre 44,35 e 49,00% por JB1, JB2 e JB3-
1. TTI suprimiu em, aproximadamente, 27,00% a atividade de proteinases serinicas
de larvas de P. interpuctella (ARAUJO et al., 2005a). Por outro lado, CapTI suprimiu
essa atividade em 67,00% (GOMES et al., 2005a). Proteinases serinicas presentes
no homogenato intestinal de larvas de C. capitata foram inibidas em cerca de 66,00
e 70,00% por JB1 e JB2, respectivamente. O JB3-1, JB3-2 e JB4 foram menos
efetivos para enzimas digestivas desse inseto inibindo essa atividade entre 29,44 e
37,47%. TTI suprimiu as enzimas digestérias desse inseto em 53,00% (ARAUJO et
al., 2005a). Entretanto, CapTI causou inibicdo maxima dessa atividade (GOMES et
al., 2005a).

Esses resultados mostraram maior interacdo entre o sitio ativo de proteinases
serinicas presentes no homogenato intestinal de larvas de A. argillacea com o sitio
reativo de JB4, e de proteinases serinicas de C. capitata com o sitio reativo de JB1 e
JB2. Em adicdo, também foi observada uma compatibilidade estrutural moderada
entre os sitios ativos de enzimas digestérias de P. interpuctella e os sitios reativos
de JB1, JB2 e JB3-1. Desta maneira, a inibicdo substancial das proteinases
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serinicas desses insetos in vitro sugerem que esses inibidores podem interferir no
crescimento e desenvolvimento desses insetos quando incorporados em um sistema

de dieta artificial.

Proteinases digestivas predominantes em insetos da ordem coledptera da
familia bruquideos pertencem a classe mecanistica de proteinases asparticas e
cisteinicas (KITCH; MURDOCK, 1986; XAVIER-FILHO; COELHO, 1980; WIEMAN;
NIELSEN, 1988; CAMPOS et al., 1989; SILVA; XAVIER-FILHO, 1991). No entanto,
no homogenato intestinal de larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus, foi detectada
a presenca de proteinases serinicas envolvidas na digestdo de proteinas da dieta
(KITCH; MURDOCK, 1986; CAMPOS et al., 1989; ISHIMOTO; CHRISPEELS, 1996;
SILVA; TERRA; LIMA, 2001), sendo essa atividade no homogenato intestinal de
larvas de Z. subfasciatus duas vezes mais ativa em comparagdo com essa mesma
atividade no homogenato intestinal de C. maculatus (SILVA; TERRA; LIMA, 2001). A
presenca de proteinase serinica no homogenato intestinal desses bruquideos indica
gue essa atividade pode ser efetivamente suprimida por inibidores de proteinases
serinicas de plantas (MACEDO et al., 2002; 2004; ARAUJO et al., 2005a; GOMES et
al., 2005a). Neste sentido, foram realizados experimentos in vitro com o objetivo de
determinar a especificidade dos inibidores de tripsina purificados de sementes de
Jurema Branca sobre enzimas digestorias de C. maculatus e Z. subfasciatus. JB1,
JB3-1 e JB3-2 ndo inibiram, eficientemente, as proteinases serinicas presentes no
homogenato intestinal de larvas de C. maculatus. Por outro lado, foi observado que
JB2 e JB4 inibiram, eficientemente, as proteinases serinicas de C. maculatus com
70,04 e 66,15% de inibicdo, respectivamente, sugerindo maior compatibilidade
estrutural entre os sitios reativos desses inibidores com o sitio de especificidade das
proteinases serinicas do inseto. Esses resultados foram similares aos observados
em outros estudos. Recentemente, foi investigado o efeito de um inibidor de
proteinase serinica da familia Kunitz, denominado DMTI-II, sobre a atividade de
enzimas digestodrias de C. maculatus. Nesse estudo, foi observado que DMTI-II inibiu
em 80,00% a atividade semelhante a proteinase serinica presente no homogenato
intestinal de larvas de C. maculatus (MACEDO et al., 2002). Outro inibidor de tripsina
(CpaTl) eficientemente inibiu a atividade de proteinase serinica de C. maculatus em
75,00% (GOMES et al., 2005a). O inibidor de tripsina purificado de sementes de T.
indica, denominado TTI, suprimiu essa atividade em 87,00% (ARAUJO et al.,
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2005a). Similarmente, Macedo e colaboradores (2004) observaram que o inibidor de
sementes de A. pavonina, denominado ApTI, inibiu essa atividade em 75,00%. Os
inibidores de tripsina purificados de Jurema Branca inibiram as proteinases serinicas
presentes no homogenato intestinal de larvas de Z. subfasciatus com percentual de
inibicdo entre 56,93 e 74,54%, sendo que JB2 foi o mais efetivo, inibindo essa
atividade em, aproximadamente, 74,54%. Proteinases serinicas presentes no
homogenato intestinal de larvas de Z. subfasciatus foram inibidas em 52,00%
guando testadas in vitro com o inibidor de tripsina de sementes de T. indica,
denominado TTI (ARAUJO et al., 2005a), em 37,00% com o inibidor de sementes de
C. pallida (GOMES et al., 2005a), e em 60,00% com o inibidor de sementes de A.
pavonina, denominado ApTIl. O ApTI também foi efetivo sobre enzimas digestorias
de A. obtectus (MACEDO et al., 2004). Valores de inibicdo similares aos obtidos com
os inibidores de sementes de Jurema Branca sobre as enzimas digestérias de
coledpteras foram observados para outros inibidores Kunitz e proteinases serinicas
de lepiddpteras. Testes in vitro mostraram que o inibidor purificado de sementes de
C. obtusifolia, denominado COTI, inibiu em 60,00% a atividade proteolitica
semelhante a tripsina de larvas de Pieris rapae (LIAO et al., 2007). O inibidor de
sementes de P. parviflora, denominado PPTI, inibiu em 63,00, 57,00 e 42,00% as
enzimas digestérias de S. frugiperda, Corcyra cephalonica e A. kuehniella,
respectivamente (GARCIA et al., 2004). O inibidor da familia Kunitz, purificado de
sementes de soja, denominado SKTI, suprimiu a atividade de proteinases serinicas
de S. litura em 55,00%, similar ao efeito causado pelo inibidor purificado de
sementes de C. bonduc sobre o mesmo inseto (BHATTACHARYYA; RAI; BABU,
2007), SKTI também inibiu em 61,00% enzimas semelhantes a tripsina de S. exigua
(JONGSMA et al., 1995).

As atividades inibitérias observadas para os inibidores purificados de
sementes de Jurema Branca sobre enzimas digestérias de Z. subfasciatus foram
maiores em comparagdo com as obtidas sobre C. maculatus. Esses resultados
mostraram maior compatibilidade estrutural entre os sitios reativos dos inibidores
com o sitio ativo de proteinases serinicas semelhantes a tripsina, presentes no
homogenato intestinal de larvas de Z. subfasciatus. A compatibilidade estrutural
também pode explicar a maior especificidade de JB2 e JB4 sobre as proteinases

serinicas existentes no homogenato intestinal de larvas de C. maculatus. Em adicao,
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o fato de que as atividades sobre as proteinases serinicas serem mais ativas no
homogenato intestinal de larvas de Z. subfasciatus, em comparacdo com as
existentes no homogenato intestinal de larvas de C. maculatus (Silva; Terra; Lima,
2001), pode explicar a maior especificidade dos inibidores de sementes de Jurema
Branca sobre as proteinases serinicas do intestino de larvas de Z. subfasciatus.
Diferente das lepidopteras e dipteras, o0s insetos da ordem coleoptera,
particularmente os bruquideos (A. obtectus, C. maculatus e Z. subfasciatus)
expressam, preferencialmente, proteinases cisteinicas para a digestdo de proteinas
da dieta (MURDOCK et al.,, 1987; LEMOS et al.,, 1990; SILVA; XAVIER-FILHO,
1991). Por outro lado, os inibidores de tripsina purificados de sementes de Jurema
Branca suprimiram a atividade catalitica da papaina, com excecao de JB4, indicando
a bifuncionalidade desses inibidores. Essa bifuncionalidade também pode ser
responsavel pelos efeitos inibitérios observados sobre enzimas intestinais de larvas

de C. maculatus e Z. subfasciatus.
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7 CONCLUSOES

As massas moleculares, as potentes atividades inibitérias sobre a atividade
catalitica da tripsina, bem como, as similaridades estruturais dos inibidores
purificados de sementes de Jurema Branca, P. dumosum, com outros inibidores de
sementes de leguminosas da familia Kunitz séo indicativos de que esses sdo 0s

mais novos membros de inibidores de tripsina da familia Kunitz;

A estabilidade dos inibidores purificados de sementes de Jurema Branca as
variagcbes de temperaturas e pHs pode sugerir a presenca de pontes dissulfeto
intramoleculares ou a presenca de inimeras pontes de hidrogénio;

Os inibidores purificados neste trabalho inibiram, in vitro, diferencialmente,
enzimas proteoliticas pertencentes as classes mecanisticas das proteinases

serinicas e cisteinicas;

A capacidade de inibir a atividade catalitica da tripsina e papaina revelou a
bifuncionalidade de alguns desses inibidores;

Os inibidores purificados de sementes de Jurema Branca exibiram
capacidade de inibir diferencialmente, in vitro, as enzimas digestorias de insetos

pragas pertencentes a diferentes ordens;

A perspectiva que se abre em relacdo aos resultados dos ensaios in vitro
obtidos com os inibidores de sementes de Jurema Branca é que estes possam
afetar o crescimento e desenvolvimento de insetos quando forem incorporados em
um sistema de dieta artificial e serem fortes candidatos aos programas de

melhoramento via transgenia;
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9 APENDICES

9.1 APENDICE A - Identification of a Kunitz-Type Proteinase Inhibitor from
Pithecellobium dumosum Seeds with Insecticidal Properties and Double Activity
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A trypsin inhibitor, PdKI, was purified from Pithecellobium dumosum seeds by TCA precipitation,
trypsin—sepharose chromatography, and reversed-phase-HPLC. PdKI was purified 217.6-fold and
recovered 4.7%. SDS-PAGE showed that PdKI is a single polypeptide chain of 18.9 kDa and 19.7
kDa by MALDI-TOF. The inhibition on trypsin was stable in the pH range 2—10 and at a temperature
of 50 °C. The K; values were 3.56 x 1078 and 7.61 x 10~7 M with competitive and noncompetitive
inhibition mechanisms for trypsin and papain, respectively. The N-terminal sequence identified with
members of Kunitz-type inhibitors from the Mimosoideae and Caesalpinoideae subfamilies. PdKI
was effective against digestive proteinase from Zabrotes subfasciatus, Ceratitis capitata, Plodia
interpunctella, Alabama argillaceae, and Callosobruchus maculatus, with 69, 66, 44, 38, and 29%
inhibition, respectively. Results support that PdKI is a member of the Kunitz inhibitor family and its
insecticidal properties indicate a potent insect antifeedant.

KEYWORDS: Pithecellobium dumosum ; plant defense; Kunitz type inhibitor; insect pests

1. INTRODUCTION inhibitors, those belonging to the Kunitz family and Bowrman
Beginning in 1980 . fi | h Birk members in particular are abundant in the Leguminosae,
.etglnnlr:gdm ' » New strategzlelspc')\/l msec;[ stt (ijort'ltgro » SuC fWhere they are presumed to serve in seed defense against insect
?S integrated pest managemen (IPM) control an € use o predation, as well as simple seed stordgeThe Kunitz trypsin
ransgenic crops, have been proposed_and tested to avoid thesl hibitors in general are small, stable, and abundant proteins
crop production Ios_,ses. These strategies haye been employe 10) that are found in plant storage tissues, such as seeds, tubers,
because of worldwide crop loss that was estimated at 70% of leaves, and fruits (1, 12). Most of these inhibitors bind to

production without the use of pesticide,(and despite of the ognate enzymes according to a common substrate-like canoni-
use of pesticides, preharvest losses had reached 15% of the tot al mechanismg, 13). The use of Kunitz trypsin inhibitors as

crop pro_duction HZ)' Dburing th%l pagt depade,_ ;hﬁ l:f’es of candidates in control strategies of insects has good potential,
transgenic crops have been rapidly advancing with the discoveryp . e insect digestive proteinases are promising targets in the
of _effect|ve plant genes tha_t can be transferred and offer control of lepidopteran, such dseliothis zea(Boddie) (L4),
reS|sta!wc§ t.o crop plants against .pests a.md pathogens. ~_ Spodoptera litura(Boisd.) (5), Agrotis ipsilon (Hufnagel),

The inhibitors are known for their roles in response to abiotic Heliothis zeaand Heliothis virescens(Fab.), Choristoneura
(3, 4) and biotic stresses, especially in plant defense processesyccidentalis Manduca sextdl.) (16); dipteranLucilia cuprina
against insect pest attack)( where they are effective against  (wjied.) (17); coleopteran such as the cotton boll weeih{ho-
insect digestive enzymes$€9). Among the proteinaceous  nomus grandis(18) and others coleopterans, (18—21).

Several plants have been screened to isolate and characterize

o * Qorresgonding author.dAdg_rgss_: LagdrmOdg Qg_m[c_a e FUSE% ’o\lle such proteinase inhibitors, among them the speRitecello-
rotenas, Departamento de Bioguica, Centro de BioCrecias- , H H H _
Natal-RN, Brazil 59072-970. Fax; 558432119208. E-mail: msales@ufrnet br. IUM dumosuntjurema Branca), a member of the family Mimo
fUniversidade Federal do Rio Grande de Norte. soideae, which are tropical and subtropical trees and shrubs. In
ggﬂ!vgg!gggg Eg?;dfagld\e ;I?:féf:Acéra this study, we have reported on the purification, characterization,
\Y I u u . : . . . s
Il Universidade Federal de Minas Gerais. and amino acid sequence analysis of a related Kunitz inhibitor
#|nstituto Biolagico. from Jurema Branca tree seeds. We have also tested its effect

10.1021/jf071107+ CCC: $37.00  © 2007 American Chemical Society
Published on Web 08/02/2007
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in vitro toward digestive enzymes from insect pests of different 1/V (ODuoh™ mL™), and theK; value was determined using a double-
orders, which use as major digestive proteinases the cysteingeciprocal plot of data.

and serine enzyme classes. The purified protein could help the 2.4.2. Papain Inhibition AssayThe papain inhibitory assay was
search for indication of active inhibitors toward insect pests that determined essentially as described by Zhao etd). sing BANA

: : . o as substrate. Ten microliters of papain (0.1 mg/mL in 25 mM sodium
may provide new potential bioinsecticides to pest control. phosphate buffer, pH 6.0) solution was incubated for 10 min &7

with 20 uL of an activation solution containing 2 mM EDTA and 3
2. MATERIALS AND METHODS mM DTT in pH 6.0, 20uL of PdKI (1 ug/uL), and 250uL of 25 mM
sodium phosphate buffer, pH 6.0. Reaction were started with the of

2.1. Reagents.Trypsin (bovine pancreas), chymotrypsin (bovine  1004L of 1 mM BANA solution, prepared in 1% (v/v) DMSO and 25
pancreas), elastase (porcine pancreas), papain (papaya latex) anghy sodium phosphate buffer, pH 6.0. After 20 min at 32, the
bromelain (pineapple steamNo-benzoyleL-argininep-nitroanilide reaction was stopped by adding 280 of 2% HCI in ethanol. Blanks
(BAPNA), No-benzoyloL-Arg f-naphthylamide (BANA), trichloro-  were prepared in same conditions as the tests, without addition of
acetic acid (TCA), and protein molecular weight markers were gypstrate, which was added after the addition of Bl in ethanol.
purchased from Fermentas Life Science. The color product was developed by the addition of 26(f 0.06%

2.2. Isolation and Purification of P. dumosumTrypsin Inhibitor p-dimethylaminocinnamaldehyde in ethanol and measured by absor-
(PdKI). P. dumosunseeds were obtained from the seed bank from bance at 540 nm. The constant of dissociati¢i (as determined for
IBAMA (Brazilian Environmental Institute of natural and renewable papain by preincubating the enzyme with increasing concentrations of
resources) in Natal-RN, Brazil. The crude protein extract was obtained purified inhibitor (5, 10, 20, 30, and 4@) in 25 mM sodium phosphate
from 100 g of seeds by continuous stirring with 50 mM sodium buffer, pH 6.0 at 37°C, followed by measurement of the residual
tetraborate buffer, pH 7.5 (1:10, w/v), at room temperature for about 3 activity using the synthetic substrate BANA (0.4, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0,
h. After centrifugation for 30 min at 120@@at 4 °C, the proteins of and 3.0 mM in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5. The velocity rate of this
the supernatant (crude extract) were precipitated by adding 20% TCA reaction was expressed as 1/V (Goh™* mL™%) and thekK; value
solution to a final concentration of 14%. After 30 min centrifugation was determined using a double-reciprocal plot of the data.
at 1200@ at 4°C, the supernatant was dialyzed against 50 mM sodium  2.4.3. Thermal and pH Stability of PdKThe thermal stability of
tetraborate buffer, pH 7.5. This sample, with anti-tryptic activity, PdKI (1 ug/uL) was tested by incubation of protein at different
denoted JB14 (13 mg mt) was applied to a trypsinsepharose affinity  temperatures (37, 40, 60, 70, 90, and £@) for 30 min. After the
column (10 cmx 1.5 cm) equilibrated with 50 mM Tris-HCI buffer, ~ samples were cooled at°€ for 10 min, the inhibitory assays against
pH 7.5. The retained proteins were eluted with 1 mM HCI solution at  trypsin were performed. The stability in a broad range of pH was also
flow rate of 30 mL/h. The anti-tryptic peak, denoted JBAf, was pooled checked. Samples of PdKI (ig/uL) were prepared with 100 mM
and submitted to a reverse-phase HPLC column (Vydac C-18), glycine-HCI (pH 2-3), 100 mM sodium phosphate (pH-8), and 100
connected to LC-10A Shimadzu HPLC, and equilibrated with 0.1% mM glycine-HCI (pH 1112). After incubation in each buffer for 30
trifluoroacetic acid (TFA) solution with a gradient of solvent B (60%  min at 37°C, the samples was dialyzed against 50 mM Tris-HCI buffer,
acetonitrile/0.1% TFA/RD); the chromatography was monitored at 220  pH 7.5, and the inhibitory activity assays against trypsin were performed

nm. The proteins were separated in semipreparative x225.0 cm, using BApNA as substrate. All assays were done in triplicate. The
Vydac C-18 TP 1022) column at a flow rate of 9 mL/min with a  results of each series were expressed as the mean ¥a8[2.

gradient of 5-35% solution B for 10 min, followed by 3560%, 2.4.4. Specificity of PdKI toward Serine and Cysteine Proteinases.
solution B for 25 min, 66-68% solution B for 5 min, 6888% solution The ability of PdKI to inhibit other serine (bovine chymotrypsin and

B for 20 min, 88-95% solution B for 10 min, 955% solution B for porcine elastase) proteinases and bromelain, a cysteine proteinase, was

2 min, and finally 5% solution B for 1 min. Four anti-tryptic peaks assayed using azocasein as substrate, as described by Xavier-Filho et
were obtained (JB1, JB2, JB3, and JB4), and JB1 was then againa|. (25).

subjected to analytical reverse-phase (0:4&5.0 cm, Vydac C-18 2.4.5. Polyacrylamide Gel Electrophores&dium dodecyl sulfate
TP 104) column at a flow rate of 1 mL/min with a gradient of 5%  polyacrylamide gel electrophoresis (15% SDS-PAGE) was conducted
solution B by 5 min follwed 545% solution B for 5 min, 4562 as described by LaemmiIR6) at room temperature in the absence or

solution B for 17 min, 62-95% solution B for 2 min, and 5% solution  presence g-mercaptoethanol (0.1 M). For protein detection, gels were
for 1 min. The purified Kunitz-type trypsin inhibitor, PdKI, was  stained with 0.1% Coomassie brilliant blue R-250 followed by

subjected to further analysis. revelation with silver.

2.3. Protein Concentration.Protein concentrations were determined 2.5. N-Terminal Sequencing.N-terminal amino acid sequence
by the dye-binding method of Bradford3), with bovine serum albumin analysis of PdKI was determined at the Departamento de Biugal
as the standard. e Imunologia, ICB, UFMG, Brazil, using an automated protein

2.4. Characterization of the Kunitz Inhibitor from P. dumosum sequencer from Shimadzu PSSQ-21A.

Seeds (PdKI).2.4.1. Trypsin Inhibition Assayhe inhibition of trypsin 2.6. Mass Spectrometry. The molecular mass of PdKI was

was determined by measuring the residual enzymatic activity toward determined at the Departamento de Bionica e Imunologia, ICB,

the substrate BApNA at pH 7.5 as describe by Erlanger et28). ( UFMG, Brazil using an Ultraflex Il Matrix-assisted laser desorption-
Ten microliters of trypsin (0.3 mg/mL in 50 mM Tris-HCI buffer, pH  time-of-flight (MALDI-TOF/TOF) from Bruker Daltonics, Billerica,
7.5, containing 20 mM Cag)l solution was preincubated for 10 minat MA. The sample was dissolved in a solution containing 5.0 mg of
37 °C with 100uL of each retained fraction (inhibitor) obtained from  a-ciano-4-hidroxi-cifianico, 300 L of Milli-Q water, 200 uL of
trypsin—sepharose affinity column and 39Q of 50 mM Tris-HCI acetonitrile, and 5QiL of 3% TFA. The solution was then vortex-
buffer, pH 7.5. The reaction was started with the addition of 20 mixed and 1uL was applied onto the sample plate.

of 1.25 mM BApNA solution, prepared in 1% (v/v) DMSO and 50 2.7. In vitro Effects of PdKI toward Digestive Enzymes from

mM Tris-HCI buffer, pH 7.5. After 15 min at 37C, the reaction was Insect Pests2.7.1. Preparation of Insect Gut Proteinases. C. maculatus
stopped by adding 6@L of 30% acetic acid solution. Blanks were  Z. subfasciatusandP. interpunctellavere supplied by the Laborato
prepared in the same conditions as the tests, without addition of de Qumica e Funéo de Prot&nas from Departamento de Bidquica,
substrate, which was added after the addition of 30% acetic acid UFRN, Brazil. A. argillaceawas obtained of the Centro de Pesquisa
solution. The enzymatic hydrolysis of the substrate was evaluated by do Algoda (CNPA/EMBRAPA), Campina Grande, Brazil, ar@l
recording the absorbance at 410 nm. The constant of dissoci&tjpn (  capitatawas obtained from the Laborfato de Mosca das Frutas of
was determined for bovine trypsin enzyme by preincubating the enzyme the Departamento de Biologia Celular e Girgge UFRN, Brazil. Insect
with increasing concentrations of purified inhibitor (2, 3, 4, andg) colonies were maintained at 282 °C, 60-80% RH, and photoperiod

in 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 37C, followed by measurement of the  of 12 h. Insect larvae proteinases were obtained after dissection and
residual activity using the synthetic substrate BApNA (0.5, 0.75, 1.0, extraction of the guts. The guts were surgically removed from the animal
1.25, 2.0, and 2.5 mM). The velocity of the reaction was expressed as and placed into an iso-osmotic saline (0.15 M NaCl) solution. Gut tissue
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Figure 2. (A) SDS-PAGE (15%) of purified PdKI from P. dumosum seeds,
2 PAKI stained with Coomassie followed by revelation with silver. (M) Protein

molecular weight markers: S-galactosidase (116 kDa), bovine serum
albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), lactate degydrogenase (35 kDa),
restriction endonuclease Bsp981 (25 kDa), S-lactoglobulin (18.4 kDa),
and lysozyme (14.4 kDa). (1) Crude extract; (2) fraction treated with TCA
(JB14); (3) trypsin—sepharose retained peak (JBAf); (4) PdKI; (5), PdKI

treated with 3-mercaptoethanol. (B) MALDI-TOF/TOF spectrum of PdKI.

v was stopped by adding 150 of 20% TCA solution. The samples
were centrifuged for 30 min at 1200@t room temperature, and the
supernatants alkalinized wit2 N NaOH solution. The residual

0.D. 220 nm

0 5 10 15 N % Ky ) LY ) -
Time (min) proteolytical activity was measured by absorbance at 440 nm. All assays
. . ) . were done in triplicate. The results of each series were expressed as
Figure 1. (A) Elution profile of JB_1_4 ona trypsm—sepha_rose column. the mean value: SD.
Column (10 cm x 1.5 cm) was equilibrated with 50 mM Tris-HCI buffer,
pH 7.5, and the retained proteins were eluted with 1 mM HCI solution. 3. RESULTS

The fractions of 2 mL were obtained and monitored at (M) 280 nm and
(A) assayed against trypsin. (B) Elution profile of JBAf on HPLC (Vydac
C-18) column. The fractions obtained from the trypsin—sepharose column
were separated by a semipreparative reverse-phase HPLC column at a
flow rate of 9 mL/min. The elution of the JBAf fraction revealed four peaks
named JB1, JB2, JB3, and JB4. (C) The JB1 fraction was then subjected
to another analytical reverse-phase HPLC column at a flow rate of 1
mL/min, and the single peak obtained was named of PdKI.

3.1. Purification of PdKI. The soluble protein fraction
obtained from 14% TCA precipitation showed strong inhibitory
activity against trypsin and was applied to a trypséepharose
affinity column; the retained peak obtained had high antitryptic
activity (Figure 1A). The anti-tryptic peak was then submitted
to a reverse-phase high performance liquid chromatography
(HPLC), and the elution profileRigure 1B) showed separation
of four protein peaks (named JB1, JB2, JB3, and JB4) with
was homogenized in a potter at°@ for 10 min and centrifuged at  strong inhibitory activity against trypsin. The JB1 protein frac-
1200@ at 4 °C for 10 min, and the supernatants were then recovered tion was rechromatographed by reversed phase HFigLi(e
and used for in vitro assays. 1C), and a single peak with anti-tryptic activity (PdKI) was

2.7.2. PdKI Inhibitory Assay against Proteinases from Insect Pests. nyrified. SDS-PAGE Figure 2A) in the absence and presence
PdKI effects on the proteolytical activity of whole gut extracts were of B-mercaptoethanol showed that PdKI consisted of a single
measured by using 1% azocasein as substrate. The assays were run iﬁolypeptide chain with a molecular mass of 18.9 kDa and by
50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.5, forC. maculatusZ. subfasciatus MALDLTOE analvsis with molecular mass of 19 7 KDRigure
andA. argillaceae and 50 mM Tris-HCI buffer in pH 8.5 and 9.5 for Y . ’

2B). The three peaks in the MALDI-TOF graphs represent

C. capitataandP. interpunctelaAliquots of 290uL of the respective h ' : i
buffers were incubated with 50L gut extracts and 2@L (1 ug/uL) different charged variants of the same protein, with charges of

of PdKI at 37°C for 15 min. Reactions were started with the addition 1+, 2+, and 3+. The methodological procedure resulted in a
of 500uL of 1% azocasein solution. After 30 min at 3¢, the reaction high purification of 217.6-fold with a 4.7% yieldT@ble 1).
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Table 1. Purification Steps of Kunitz Inhibitor from P. dumosum
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steps total inhibitory units (IU) total protein (mg) specific activity (Ul mg ~1)2 purification (fold) yield (%)
crude extract 118560 1041.20 113.87 1.0 100
JB14 80800 18.00 4438.88 394 68
JBAf 8190 1.76 4653.40 40.9 6.9
PdKI 5526 0.223 24780.26 217.6 4.7

20ne trypsin protein inhibitor unit (1 Ul) was defined as the inhibitor amount that decreased the absorbance at 410 nm by 0.1 O.D. in the trypsin assay conditions.
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Figure 3. (A) Temperature stability of PdKI. (B) pH stability of PdKI. The
residual trypsin inhibitory activity was measured using BApNA as substrate

in 50 mM Tris-HCL buffer, pH 7.5, after incubation for 30 min at 37 °C.
Each mean represent three replicates (+SE).

3.2. Characterization of PdKI. 3.2.1. Thermal and pH
Stabilities.The study of the temperature effect on PdKI showed
that the inhibitory activity was stable at 5@, losing only
40% of activity at 100°C. (Figure 3A). Preincubation of the
inhibitor in the pH range (2:612.0) did not affect trypsin
activity (Figure 3B).

Residual activity (%)

13

Table 2. Inhibitory Effect of PdKI toward Serine and Cysteine
Proteinases

enzymes? inhibition (%)?
serine proteinases
bovine trypsin 88.69 + 0.86
porcine elastase 4.03+0.04
bovine chymotrypsin 5.04+£0.11
cysteine proteinases
bromelain 1.10 £ 0.05
papain 34.01+1.44

2 Assays against elastase, chymotrypsin and bromelain, measured using 1%
azocasein as substrate; the inhibitory activity against trypsin and papain was
measured using BApNA and BANA as substrate, respectively. © Values are mean
+ standard error, and each mean represents three replicates.

5). The similarity of alignment of the PdKI with Kunitz
inhibitors from Leucaena leucocephalé.ITKI), Copaifera
langsdorffii(CITKI), and Psophocarpus tetragonolob(BtTKI)
were 40, 60, and 40%, respectively.

3.3. In Vitro Effect of PdKI on Digestive Proteinases from
Different Orders of Insect Pests.The digestive proteinases
from ColeopteranZ. subfasciatus, C. maculajusepidopteran
(P. interpunctellaA. argillaceag, and Dipteran €. capitatg
pests were tested éble 3). Among the different gut proteinases
tested, PdKI showed high in vitro inhibitory effect oa
subfasciatus(68.87%) andC. capitata (65.53%). Moderate
inhibitory activity was observed for gut proteinases Ff
interpunctella(44.35%), andA. argillaceae(38.36%), and low
inhibitory activity was observed against gut proteinase fom
maculatus(29.18%).

4. DISCUSSION

Proteinaceous inhibitors have been purified and characterized
from a variety of seed plant sourc&{-33). The role of these
inhibitors as defensive compounds against predators was studied
as early as 1947, when Mickel and Standi3#) observed that
larvae of certain insects were unable to develop on soybean

3.2.2. Specificity of PdKI to Serine and Cysteine Proteinases. products. A later report showed that trypsin inhibitors were toxic
PdKI weakly inhibited elastase and chymotrypsin, two serine to Tribolium confusunflour beetle) larvae3s). Following these
proteinases of the same class of trypsin that was strongly studies, several research groups have investigated these proteins
inhibited (88.69% of inhibition). Cysteine proteinases were also as candidates for developing new pest control strategies. Various
tested, and it was observed that 34.01% of inhibition to papain proteinase inhibitors such as trypsin and/or chymotrypsin

and inhibition to bromelain was weakly detectd@kle 2).
3.2.3. Kinetics of PdKITo determine the inhibition mech-

inhibitors 36, 37), subtilisin inhibitor 88), cathepsin D inhibitor
(39, 40), and papain and/or cathepsin L inhibitdd) have been

anism of PdKI against trypsin and papain, we analyzed the purified from legume, cereal seeds, and tuber@6s40). These

inhibition kinetic data by LineweaveiBurk plots (panel#\ and
B of Figure 4). The analysis showed noncompetitive type
kinetic of inhibition to papain and competitive to trypsin. The
Ki value of trypsin was 3.56 1078 M and that of papain was
5.1x 1077 M.

3.2.4. N-Terminal Amino Acid Sequence Analysite

alignment of the N-terminal amino acid sequence of the protein

PdKI with other proteinase inhibitors showed similarity with
N-terminal sequences of the Kunitz inhibitor familidagure

proteinaceous inhibitors have molecular masses-220kDa)
and primary structures similar to those @thain of soybean
Kunitz-trypsin inhibitor family @9, 39) and are reunited in a
Kunitz-type proteinase inhibitors superfamily. They play a
significant role in the defense mechanism of plant against insect
and phytopathogen attack3% 36, 38, 41).

In this study, a related Kunitz inhibitor froR. domusum
seeds was purified and characterized and its effects on digestive
proteinsases from insect pests were examined in vitro. The PdKI
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Figure 4. Kinetic analysis of trypsin and papain inhibition by PdKI activity.
(A) Inhibition of trypsin activity by PdKI was competitive. Inhibition kinetic
data are illustrated in Lineweaver—Burk double-reciprocal plots. PdKI
activity was determined using various concentrations of BApNA as
substrate. <, No inhibitor in the assay mixture; B, 2 ug of PdKI; O, 3 ug
of PdKI; A, 4 ug of PdKI; *, 5 ug of PdKI. (B) Inhibition of papain activity
by PdKI was noncompetitive. Inhibition kinetic data are illustrated in
Lineweaver—Burk double-reciprocal plots. PdKI activity was determined
using various concentrations of BANA as substrate. <, No inhibitor in
the assay mixture; M, 5 ug of PdKI; O, 10 ug of PdKI; A, 20 ug of
PdKI; *, 30 ug of PdKl; O, 40 ug of PdKI.

purified is a protein with a unique polypeptide chain of

Oliveira et al.

Table 3. Inhibitory Effect of PdKI toward Gut Insect Proteinases

digestive enzymes? inhibition (%)
coleopteran

C. maculatus 29.18+1.10

Z. subfasciatus 68.87 +2.38
lepidopteran

A. argillaceae 38.36 £ 1.22

P. interpunctella 4435+ 1.64
dipteran

C. capitata 65.53 £ 0.58

@ Assays against insect proteinases were measured using 1% Azocasein as
substrate. ? Values are mean + standard error, and each mean represents three
replicates.

physical and chemical denaturants such as temperature and pH.
PdKI, belonging to the Mimosoideae subfamily, weakly inhib-
ited other serine proteinases, such as elastase and chymotrypsin,
and was active against papain, a cysteine proteinase. Until now,
only three related Kunitz-type inhibitors, all belonging to the
Mimosoideae subfamily, were found to be active against papain-
like enzymes, and were strongly active against enzymes from
the midgut of bruchid larvaed( 9, 51), suggesting that Kunitz-
type inhibitors from this family are bifunctional inhibitors. The
specificity of the Kunitz inhibitors varies among the subfamilies
of the Fabaceae family. Some Kunitz-type inhibitors isolated
from the most primitive species of the Caesalpinioideae subfam-
ily have only activity for trypsin 42, 43, 46, 48), and others
from the Papilionoideae or Faboideae subfamily contain chy-
motrypsin inhibitors and are known as BowmaBirk type
inhibitors (, 5, 54), but Kunitz-type inhibitors are also found
(33, 51, 52). The K; for trypsin and papain of PdKI showed
patterns similar to those of trypsipapain Kunitz inhibitors,
with higherK; for trypsin than for papair®( 51) and competitive
to trypsin and noncompetitive to papain. Additional study using
molecular modeling and docking experiments with PTPKI,
another trypsirpapain Kunitz inhibitor, showed that the
bifunctionality was due to the presence of two binding sites for
the enzymes and that these sites were overlappihgThis
combination of activity against both serine and cysteine pro-
teinases is highly attractive for the development of transgenic
crops expressing these inhibitors.

The amino acid alignment analysis of the N-terminal sequence

molecular mass of 19.7 kDa, in agreement with the molecular of PdKI with the Kunitz inhibitors from Mimosoideaé.

mass of other trypsin inhibitorgl2—49). Thermal inactivation

leucocephala(55), Caesalpinioidea€. langsdorffij (56) and

of PdKI at different temperatures resulted in a progressive loss Papilionoidead. tetragonolobu$57) seeds showed similarities

of trypsin-inhibiting activity at temperatures40 °C and an
~40% decrease at 10C. This property was similar to other
trypsin inhibitors 80, 43, 49—52). The inhibitory activity of
PdKI was not sensitive to pH in the range- 22, as reported
for ACTI (53), DMTI—II (49), PPTI @47), and PDTI @3). This
relative stability of PdKI was possible due to intramolecular
disulfide bridges, which are presumably responsible for the
functional stability of Kunitz-type inhibitors in the presence of

of 40, 60, and 40%, respectively. The relation between amino
acid sequence similarities and enzyme specificities of Kunitz
inhibitors could suggest that there is some relationship between
this inhibitor family found in Fabaceae seeds and the evolution
of these plants, but analysis of the complete amino acid sequence
and comparative protein modeling could support this suggestion.
To effectively establish a novel insect control strategy, based
on proteinaceous inhibitors, two initial steps are necessary, first

10 20 % Similarity
LITKI m QVLVDLDGDPLYN-GMSYYIL- 40
ClTKI c -RLVDTDGKPIENDGAEYYTIL- 60
PtTKI p EPLLDSEGELVRN-GGTYYLL- 40
PAKI_m

-GVVLYSVTQVQY-RARYILLG

* .k

Figure 5. Partial sequence of the trypsin inhibitor (PdKI) aligned with other Kunitz family inhibitors. L. leucocephala, LITKI, gi: 18202442, NCBI (55). C.
langsdorffii, CITKI, gi: 49258682, NCBI (56). P. tetragonolobus, PtTKI, gi: 124938, NCBI (57).
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purification of the inhibitor and second the knowledge of the  (6) Bode, W.; Huber, R. Structural basis of the endoproteinase-
digestive system of target insects. The digestive system of protein inhibitor interactionBiochim. Biophys. Acta00Q 1477
phytophagous pests is based mainly on serine and cysteine (1-2), 241-252.

proteinase classes, where serine proteinases are the major (7) Franco, O. L.; de Sa, M. F. G.; Sales, M. P.; Mello, L. V.;
enzymes found in Lepidoptera and Diptera orders and acid and Oliveira, A. S.; Rigden, D. J. Overlapping binding sites for
cysteine proteinases are predominant in Coleopterans of the trypsin and papain on a Kunitz-type proteinase inhibitor from
Bruchidae family $8—61). To verify the activity of purified g;sggéféZTlora Proteins: Struct., Funct., Gene2002 49
PdKI, _the digestive proteinases of Coleopteran, Lepd_opteran, ®) OIi’veira, A. S.: Pereira, R. A Lima, L. M. Morais, A. H. A.
and Dipteran pests were extracted and assayed against PdKI.

R | h d hiah in vi inhibi ff. | Melo, F. R.; Franco, O. L.; Bloch, C.; Grossi-de-Sa, M. F.; Sales,
esults showed high in vitro inhibitory effect on colepterans M. P. Activity toward bruchid pest of a Kunitz-type inhibitor

Z. subfasciatug68.87%) and diptera€. capitata(65.53%). from seeds of the algaroba treRr¢sopis julifioraDC). Pestic.
Moderate inhibitory activity was also observed for gut protein- Biochem. Physiol2002 72 (2), 122-132.

ases of lepidopteran. interpunctella44.35%) and Aargillace- (9) Macedo, M. L. R.; De Sa, C. M.; Freire, M. D. M.; Parra, J. R.
ae (38.36%); low inhibitory activity was observed against gut P. A Kunitz-type inhibitor of coleopteran proteases, isolated from
proteinase from coleopterd@ maculatug29.18%). A number Adenanthera peoninaL. seeds and its effect dballosobruchus

of Kunitz-related inhibitors from plants were evaluated in vitro maculatus J. Agric. Food Chem2004 52, (9), 2533-2540.

for their potential of decreasing the activity of Lepidopteran/ (10) Walker, A. J.; Ford, L.; Majerus, M. E. N.; Geoghegan, I. E.;
Coleopteran larvae digestive enzymes. SKTI showed a potent Birch, N.; Gatehouse, J. A.; Gatehouse, A. M. R. Characterization
in vitro inhibitory activity againstA. grandisgut proteinases of the mid-gut digestive proteinase activity of the two-spot
(21). SKTI and CpTI were shown to be active against tomato !adylc_)ird (Adalia bipunctataL.) and _its sensitivity to proteinase
moth larvae (. oleraced. Serine proteinase$2) acted onH. inhibitors. Insect Biochem. Mol. Bioll998 28, (3), 173-180.

(11) Melo, F. R.; Rigden, D. J.; Franco, O. L.; Mello, L. V.; Ary, M.
B.; de Sa, M. F. G.; Bloch, C. Inhibition of trypsin by cowpea
thionin: Characterization, molecular modeling, and docking.
Proteins: Struct., Funct., Gene2002 48 (2), 311-319.

armigera, H.virescens andL. cupring in which SKTI was
the most effective among the inhibitors testé8-(68). ApTI
and DMTI-II inhibited 84% @) and 80% 69) of the digestive
tryps!n-llke enzymes of Coleopteran (Bruchid@e)maculatus (12) Xavier-Filho, J. The Biological Roles of Serine and Cysteine
Inhlbltqrs of prqtelnases have been used successfglly for Proteinase Inhibitors in PlantRev. Bras. Fisiol. Veg1992 4,
protection of engineered plants. In many cases, transgenic plants (1), 1-6.

containing genes encoding only serine proteinase inhibitors have (13) Bode, W.; Huber, R. Natural Protein Proteinase-Inhibitors and

shown enhanced resistance toward insect p&ét$@, 68), but Their Interaction with ProteinaseBur. J. Biochem1992 204,
this effect is lost when insect pests develop escape mechanisms. (2), 433-451.

This work shows a trypsiapapain Kunitz inhibitor active (14) Broadway, R. M.; Duffey, S. S. Plant proteinase inhibitor:
in vitro toward insect pests. These results could indicate that mechanism of action and effect on the growth and digestive
transgenic plants expressing the PdKI gene could probably physiology of larvalHeliothis zeaand Spodoptera exiqual.

enhance resistance against potential predators that utilize serine _Insect Physiol1986 32, 827-833. - o _
proteinase and cysteine proteinases or might be unable to expresst®) Yeh. K-W. Lin, M. I.; Tuan, S. J.; Chen, Y. M.; Lin, C. Y]

cysteine proteinases after exposition at proteinase inhibitors. Kao, S.'S. Sweet potatdpomoea batatgstrypsin inhibitors
expressed in transgenic tobacco plants confer resistance against

Spodoptera lituraPlant Cell Rep.1997, 16 (10), 696-699.

ABBREVIATIONS USED (16) Johnson, R.; Narvaez, J.; An, G. H.; Ryan, C. Expression of
. o . Proteinase Inhibitor-1 and Inhibitor-li in Transgenic Tobacco
ApTI, Adenanthera peoninatrypsin inhibitor; ACTI,Acacia Plants-Effects on Natural Defense againManduca-Sexta
confusarypsin inhibitor; CITKI, Copaifera langsdorffitrypsin Larvae.Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A989 86 (24), 9871-9875.
Kunitz inhibitor; CpTI, cowpea trypsin inhibitor; DM I, (17) Reed, B. J.; Chandler, D. S.; Sandeman, R. M. Aminopeptidases
Dimorphandra mollistrypsin inhibitor; LITKI, Leucaena leu- as potential targets for the control of the Australian sheep
cocephaldrypsin Kunitz inhibitor; PDTI Peltophorum dubium blowfly, Lucilia cuprina Int. J. Parasitol.1999 29 (6), 839-
trypsin inhibitor; PPTIPoecilanthe pasiflora trypsin inhibitor; 850.
PTPKI, Prosopistrypsin-papain Kunitz inhibitor; PtTKIPso- (18) Franco, O. L.; dos Santo, R. C.; Batista, J. A. N.; Mendes, A.
phocarpus tetragonolobusrypsin Kunitz inhibitor; SKTI, C. M.; de Araujo, M. A. M.; Monnerat, R. G.; Grossi-de-Sa, M.
soybean Kunitz trypsin inhibitor. F., de Freitas, S. M. Effects of black-eyed pea trypsin/
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ment ofAnthonomus grandi®hytochemistr2003 63 (3), 343~
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Abstract

A novel trypsin—papain inhibitor, named PdKI-2, was purified from the seeds of Pithecelobium dumosum seeds by TCA precipitation, Tryp-
sin—Sepharose chromatography and reversed-phase HPLC. PdKI-2 had an M, of 18.1 kDa as determined by SDS—PAGE and was composed of
a single polypeptide chain. The inhibition on trypsin was stable at pH range 2—10, temperature of 50 °C and had a K; value of 1.65 x 1078 M,
with a competitive inhibition mechanism. PdKI-2 was also active to papain, a cysteine proteinase, and showed a noncompetitive inhibition mech-
anism and K; value of 5.1 x 1077 M. PdKI-2 was effective against digestive proteinase from bruchids Zabrotes subfasciatus and Callosobruchus
maculatus; Dipteran Ceratitis capitata; Lepidopterans Plodia interpunctella and Alabama argillacea, with 74.5%, 70.0%, 70.3%, 48.7%, and
13.6% inhibition, respectively. Results support that PdKI-2 is a member of Kunitz-inhibitor family and its effect on digestive enzyme larvae
from diverse orders indicated this protein as a potent insect antifeedant.

© 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Pithecelobium dumosum; Plant defense; Kunitz type inhibitor; Insect pests

1. Introduction

Proteinaceous inhibitors (PI) are small protein molecules
that have the ability to inhibit the action of target proteolytic
enzymes. They are found in most organisms, mainly in plants,
where they are widely distributed among different families and
are particularly abundant (1—10% of the total proteins) in stor-
age organs such seeds and tubers [1,2]. These inhibitors are

* Corresponding author. Tel.: +55 84 3215 3416; fax: +55 84 3211 9208.
E-mail address: msales@cb.ufrn.br (M.P. de Sales).

0981-9428/$ - see front matter © 2007 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

doi:10.1016/j.plaphy.2007.08.002

important in a variety of ways [2,3], including acting as stor-
age protein [4], as regulators of endogenous proteolytic activ-
ity [5], and as participants in mechanisms of programmed
plant cell death [6]. In addition, PI are expressed in response
to abiotic stress [7] and in plant defense processes against in-
sect attacks [5,8]. These inhibitors are classified as serine, cys-
teine, aspartic and metalloproteinase inhibitors [1,5]. A large
number of those inhibitors are serine proteinase inhibitors
and were especially isolated from Solanaceae, Graminaceae,
and Leguminosae plant families [1]. Among the families of
the serine proteinase inhibitors, the Bowman—Birk and Ku-
nitz-type families are the best characterized. These families
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differ, in general, from each other in mass, cysteine content,
and number of reactive sites. Bowman—Birk-type inhibitors
have a molecular mass of 8—10 kDa, high cysteine content
and two reactive sites. On the other hand the Kunitz-type in-
hibitors are proteins of molecular mass of 18—26 kDa, with
low cysteine content and a single reactive site [1,5], but recent
studies showed that other reactive sites are present in this pro-
tein family [9—11]. The use of inhibitors in insect control
strategies has good potential, because insect digestive protein-
ases are promising targets in the control of various insects, in-
cluding lepidopterans such as Manduca sexta [12], Heliothis
zea [13], Spodoptera litura [14], Lucila cuprina [15], and
also various coleopterans [10,16—18]. Several Kunitz trypsin
inhibitors were capable of inhibiting the proteolytic activity
of several lepidopterans, such as the black cutworm (Agrotis
ipsilon), corn earworm (H. zea), tobacco budworm (Heliothis
virescens), western spruce budworm (Choristoneura occiden-
talis) [19] and cotton leafworm (Alabama argillacea)
[10,16], and coleopterans such as the cotton boll weevil [20]
and cowpea weevil, Callosobruchus maculatus [10,16,21,22].

This study reports the purification, characterization and in
vitro effects of a trypsin—papain inhibitor from P. dumosum
seeds, a leguminosae (Fabaceae) tree from subfamily Mimo-
soideae, towards larval digestive enzymes from lepidopteran
Alabama argillacea and Plodia interpunctella, coleopteran
Callosobruchus maculatus and Zabrotes subfasciatus, and
the dipteran Ceratitis capitata.

2. Material and methods
2.1. Material

Trypsin, chymotrypsin, elastase, papain and bromelain, No-
benzoyl-pL-arginine-p-nitroanilide (BApNA), No-benzoyl-pL-
Arg B-naphthylamide (BANA), trichloroacetic acid (TCA), and
protein molecular weight markers $-galactosidase (116 kDa),
bovine serum albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), lactate de-
gydrogenase (35 kDa), restriction endonuclease Bsp981 (25 kDa),
B-lactoglobulin (18 kDa) and lysozyme (14 kDa) were pur-
chased from Fermentas Life Science.

2.2. Purification of trypsin inhibitor (PdKI-2)

P. dumosum seeds were obtained from the IBAMA (Brazil-
ian Environmental Institute) seed bank in Natal/RN-Brazil.
The crude protein extract was obtained from 100 g seeds by
continuous stirring with 50 mM tetraborate sodium, pH 7.5
buffer at room temperature for about 3 h. After centrifugation
for 30 min at 12,000 x g at 4 °C, the proteins of the superna-
tant (crude extract) were precipitated by adding 20% TCA so-
lution to a final concentration of 14%. After 30 min
centrifugation at 12,000 x g at 4 °C, the supernatant was dia-
lyzed against 50 mM tetraborate sodium, pH 7.5 buffer. This
sample, with anti-tryptic activity, denoted JB was applied to
a Trypsin—Sepharose affinity column (10 cm x 1.5 cm) equil-
ibrated with S0 mM Tris—HCI, pH 7.5 buffer. The retained
proteins were eluted with 1 mM HCI solution at flow rate of

30 ml h™ . The anti-tryptic peak was pooled and applied to a re-
verse-phase high performance liquid chromatography (HPLC)
column (Vydac C-18), equilibrated with 0.1% trifluoroacetic
acid (TFA) solution at rate of 9 ml min~ . Sample was eluted
with a gradient of Solvent B (60% acetonitrile/0.1% TFA/
H,0) and the chromatography was monitored at 220 nm. The
proteins were separated in semi-preparative (2.2 x 25.0 cm)
column with gradient of 5—35% Solvent B — 10 min; 35—
60% Solvent B — 25 min; 60—68% Solvent B — 5 min; 68—
88% Solvent B — 20 min; 88—95% Solvent B — 10 min;
95—5% Solvent B — 2 min; and 5% Sol.B—1 min. Four
anti-tryptic peaks were obtained (JB1, PdKI-2, JB3 and JB4),
and PdKI-2 was then again subjected to analytical reverse-
phase (0.46 x 25.0 cm) column at a flow rate of 1 ml/min as
follows: 0—5 min, 5% Solvent B; 5—10 min, 55% Solvent B;
10—30 min, 75% Solvent B; 30—32 min, 95% Solvent B;
32—42 min, 95% Solvent B; 42—44 min, 5% Solvent B; 44—
45 min, 5% Solvent B. The purified protein, named PdKI-2,
was subjected to further analysis.

2.3. Protein concentration

Protein concentrations were determined by the dye-binding
method of Bradford [23], with bovine serum albumin as the
standard.

2.4. Polyacrylamide gel electrophoresis

Sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophore-
sis (15% SDS—PAGE) was conducted as described by
Laemmli [24] at room temperature in the absence or presence
of B-mercaptoethanol (0.1 M). For protein detection, gels were
revealed with silver.

2.5. Characterization of the Kunitz Pithecelobium
dumosum inhibitor (PdKI-2)

2.5.1. Trypsin inhibition assay

The inhibition of trypsin was determined by measuring the
residual enzymatic activity towards the substrate BApNA at
pH 7.5. Ten microliters of trypsin (0.3 mgml™" in 50 mM
Tris—HCI, pH 7.5 buffer containing 20 mM CacCl,) solution
were pre-incubated for 10 min at 37 °C with 100 pl of inhibi-
tor solution and 390 pl of 50 mM Tris—HCI, pH 7.5. The re-
action were started with the addition of 250 pul of 1.25 mM
BApNA solution, prepared in 1% (v/v) DMSO and 50 mM
Tris—HCI, pH 7.5 buffer. After 15 min at 37 °C, the reaction
was stopped by adding 60 pl of 30% acetic acid solution.
The enzymatic hydrolysis of the substrate was evaluated by re-
cording the absorbance at 410 nm. Determination of the K;
value of the reaction between the PdKI-2 and trypsin was con-
ducted similarly to those assays described above with increas-
ing concentrations of purified PdKI-2 (2, 3, 4 and 5 pg) in
50 mM Tris—HCI, pH 7.5 buffer, 37 °C, followed by measure-
ment of the residual activity using the synthetic substrate
BApNA (0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 2.0 and 2.5 mM). The velocity
rate of the reaction was expressed as 1/V (0.D.410/h/ml) ™"
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and the K; value were determined using a double-reciprocal
plot of the data.

2.5.2. Papain inhibition assay

The papain inhibitory assay was determined essentially as
described by Zhao et al. [25] using BANA as substrate. Ten
microliters of papain (0.1 mg ml~" in 25 mM sodium phosphate
buffer, pH 6.0) solution were incubated for 10 min at 37 °C with
20 pl of an activation solution containing 2 mM EDTA and 3 mM
DTTin pH 6.0, 100 ml of inhibitor solution and 170 pl of 25 mM
sodium phosphate buffer, pH 6.0. Reaction were started with the
of 100 pl of 1 mM BANA solution, prepared in 1% (v/v) DMSO
and 25 mM sodium phosphate buffer, pH 6.0. After 20 min at
37 °C, the reaction was stopped by adding 250 pl of 2% HCl in
ethanol. The color product was developed by the addition of
250 Wl of 0.06% p-dimethylaminocinnamaldehyde in ethanol
and measured by absorbance at 540 nm. Determination of the
K; value of the reaction between the PdKI-2 and papain was con-
ducted similarly to those assays described above with increasing
concentrations of purified PdKI-2 (5, 10, 20, 30 and 40 pg) in
25 mM sodium phosphate buffer, pH 6.0, 37 °C, followed by
measurement of the residual activity using the synthetic substrate
BANA (04mM, 0.8 mM, 1.0mM, 1.5mM, 2.0mM and
3.0 mM). The velocity rate of this reaction was expressed as
1/V (O.D.s4o/n/ml) " and the K; values were determined using
a double-reciprocal plot of the data.

2.5.3. Thermal and pH stability of PdKI-2

The thermal stability of PAKI-2 (1 pg pl™") was tested by
incubation of protein at different temperatures (37, 40, 60,
70, 90 and 100 °C) for 30 min. After cooling the samples at
4 °C for 10 min, the inhibitory assays against trypsin were per-
formed. The stability in a broad range of pH was also checked.
Samples of PAKI-2 (1 pg pl™") were prepared with 100 mM
glycine—HCI (pH 2—3), 100 mM sodium phosphate (pH 6—8)
and 100 mM glycine—NaOH (pH 11—12). After incubation in
each buffer for 1 h at 37 °C, the samples was dialyzed against
50 mM Tris—HCI, pH 7.5 buffer and the inhibitory activity
assays against trypsin were performed using BApNA as sub-
strate. All assays were done in triplicate. The results of each
series were expressed as the mean value & S.D.

2.54. Specificity of PdKI-2 toward serine and cysteine
proteinases

The ability of PdKI-2 to inhibit other serine (bovine chy-
motrypsin and porcine elastase) proteinases and also brome-
lain, a cysteine proteinase, was assayed using azocasein as
substrate, as described by Xavier-Filho et al. [26].

2.6. In vitro effects of PdKI-2 towards digestive enzymes
from insect pests

2.6.1. Preparation of insect gut proteinases

C. maculatus, Z. subfasciatus and P. interpunctella were
supplied by the Laboratério de Quimica e Fungao de Proteinas
from Departamento de Bioquimica, UFRN, Brazil. A. argilla-
cea was obtained from the Centro de Pesquisa do Algodao

(CNPA/EMBRAPA), Campina Grande, Brazil, and C. capitata
was obtained from the Laboratdrio de Mosca das Frutas of the
Departamento de Biologia Celular e Genética, UFRN, Brazil.
Insect larvae proteinases were obtained after dissection and
extraction of the guts. The guts were surgically removed
from the animal and placed into an iso-osmotic saline
(0.15 M NaCl) solution. Gut tissue was stirred and centrifuged
at 12,000 x g at 40 °C for 10 min. The supernatants were then
recovered and used for in vitro assays.

2.6.2. PdKI-2 inhibitory assay against proteinase extracts
from insect pests

PdKI-2 effects on the proteolytical activity of whole gut ex-
tracts were measured by using 1% azocasein as substrate. The
assays were run in 50 mM Tris—HCI, pH 7.5 buffer for C. mac-
ulatus, Z. subfasciatus and A. argillacea, and 50 mM Tris—HCI
bufferin pH 8.5, and 9.5 for C. capitata and P. interpunctela, re-
spectively. Aliquots of 290 pl of respective buffers were incu-
bated with 50 pl gut extracts and 20 pl of PdKI-2 at 37 °C for
15 min. Reactions were started with the addition of 500 ul of
1% azocasein solution. After 30 min at 37 °C, the reaction
was stopped by adding 150 pl 20% TCA solution. The samples
were centrifuged for 30 min at 12,000 x g at room temperature,
and the supernatants were alkalinized with 200 pul 2 N NaOH
solution. The residual proteolytical activity was measured by
absorbance at 440 nm. All assays were done in triplicate. The
results of each series were expressed as the mean value + S.D.

3. Results
3.1. Purification and characterization of PdKI-2

Crude soluble protein extract obtained from the mature seeds
was treated with 20% TCA solution to a final concentration of
14%, centrifuged and dialyzed. The soluble protein fraction
obtained showed strong inhibitory activity against trypsin and
was applied to a Trypsin—Sepharose affinity column and the re-
tained peak was assayed against trypsin (Fig. 1A). The anti-
tryptic peak was pooled and applied to a reverse-phase high
performance liquid chromatography (HPLC) column (Vydac
C-18) followed by the same chromatography (Fig. 1B and C).
The purity of the trypsin inhibitor from P. dumosum seeds
(PdKI-2) was also observed by SDS—PAGE which showed
that PdKI-2 had a molecular mass of 18.1 kDa (Fig. 2A).
SDS—PAGE in the presence of B-mercaptoethanol reducing
agent showed that PdKI-2 consisted of a single polypeptide
chain. Overall, the chromatographic procedures on PdKI-2 led
to a high purification of 176.4-fold with a 3.6% yield (Table 1).

3.2. Characterization of PdKI-2

3.2.1. Thermal and pH stabilities

The study of the temperature effect on PAKI-2 showed that
the inhibitory activity was stable at all the temperatures tested
(37—100 °C). Pre-incubation of the inhibitor in the pH range
(2.0-12.0) virtually did not affect its trypsin inhibitory activity
(Fig. 3A).
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Fig. 1. (A) Elution profile on Trypsin—Sepharose column. The column
(10em x 1.5 cm) was equilibrated with 50 mM Tris—HCI, pH 7.5 buffer
and the retained proteins were eluted with 1 mM HCI. Fractions of 2 ml
were obtained and monitored at () 280 nm and ( A ) assayed against trypsin.
(B) Elution profile on HPLC (Vydac C-18) column. The fractions obtained
from Trypsin—Sepharose column were separated by semi-preparative re-
verse-phase HPLC column at a flow rate of 9 ml/min. (C) The purified protein
was then again subjected to analytical reverse-phase HPLC column at a flow
rate of 1 ml/min. Both were eluted using a gradient of solvent B (60% aceto-
nitrile in 0.1% TFA) in solvent A (0.1% TFA/H,0), and monitored at 220 nm.
PdKI-2 was purified as follows: 0—5 min, 5% solvent B; 5—10 min, 55% sol-
vent B; 10—30 min, 75% solvent B; 30—32 min, 95% solvent B; 32—42 min,
95% solvent B; 42—44 min, 5% solvent B; 44—45 min, 5% solvent, B.

3.2.2. Kinetics of inhibition of PdKI-2

In order to determine the inhibition mechanism of PdKI-2
against trypsin and papain the inhibition kinetic data was ana-
lyzed by Lineweaver—Burk double-reciprocal plots (Fig. 4A,B).
The analysis showed non-competitive type kinetics of inhibition
to papain and competitive to trypsin. The K; value of PdKI-2

was 1.65 x 10~® M against trypsin and 5.1 x 107’ M in case
of papain.

3.2.3. Specificity of PdKI-2 to serine and cysteine
proteinases

PdKI-2 weakly inhibited elastase and chymotrypsin, two
serine proteinases of the same class of trypsin which was
strongly inhibited (97% of inhibition). Cysteine proteinases
were also tested, and showed 48.82% inhibition to papain
and weak inhibition to bromelain (Table 2).

3.3. In vitro effects of PdKI-2 towards digestive insect
enzymes

PdKI-2 was effective against digestive proteinase from bru-
chids Zabrotes subfasciatus and Callosobruchus maculatus;
Dipteran Ceratitis capitata; Lepidopterans Plodia interpunc-
tella and Alabama argillacea, with 74.5%, 70.0%, 70.3%,
48.7%, and 13.6% inhibition, respectively (Table 3).

4. Discussion

Proteinase inhibitors have been purified and characterized
from a variety of plant sources [10,11,16,27—29]. The role
of these inhibitors as defensive compounds against predators
was studied as early as 1947 when Mickel and Standish [30]
observed that larvae of certain insects were unable to develop
on soybean products. A later report showed that trypsin inhib-
itors were toxic to Tribolium confusum (flour beetle) larvae
[31]. Following these studies several research groups have in-
vestigated these proteins as candidates for developing new pest
control strategies.

The present study describes the purification and character-
ization of a second trypsin inhibitor from P. dumosum seeds,
as well as its in vitro effects on digestive proteinases from in-
sect pests. The PdKI-2 trypsin inhibitor was purified 176.4-
fold with a yield of 3.6%, which was lower than for PdKI,
the first trypsin inhibitor from P. dumosum [32]. PdKI-2 was
also kinetically different of PdKI with smaller dissociation
constants obtained against trypsin and papain. The PdKI-2 is
a protein of molecular mass of approximately 20 kDa as ob-
served by SDS—PAGE analysis with only one polypeptide
chain in the presence of reducing agent, similar to trypsin in-
hibitors of the Kunitz family, which generally have molecular
mass of 18—24 kDa composed by one or two polypeptide
chain [22,29,33,34]. The results describing PdKI-2 as a protein
composed of single polypeptide chain agree with those de-
scribed for most Kunitz-type inhibitors of the subfamily Cae-
salpinioideae such as those purified from Bauhinia species
[33], Delonix regia [35], Peltophorum dubium [22], Caeslpinia
echinata [34], and Cassia obtusifolia [36]; subfamily Mimo-
soideae such as Dimorphandra mollis [37,38] and Ingra laur-
ina [29], as well as subfamily Papilionoideae as described for
Poecilantha parviflora [39] and Crotalaria paulina [40].

The inhibitory activity of PAKI-2 was not affected in the pH
range tested in agreement with the results previously reported
for ILTI [29], DMTI-II [41], CbTI [27], PDTI [41] and CpaTI
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Fig. 2. (A) SDS—PAGE (15%) analyses of purified PdKI-2 from, P. dumosum seeds, stained with Coomassie Blue. (M) Protein molecular weight markers: B-ga-
lactosidase (116 kDa), bovine serum albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), lactate degydrogenase (35 kDa), restriction endonuclease Bsp981 (25 kDa), B-lacto-
globulin (18.4 kDa), and lysozyme (14.4 kDa); (1) Peak retained in Trypsin—Sepharose; (2) purified PAKI-2 in HPLC; (3) PdKI-2 treated with $-mercaptoethanol.
(B) Molecular weight estimation of PdKI-2 by relative mobility (Rf): 1, B-galactosidase (116 kDa); 2, bovine serum albumin (66 kDa); 3, ovalbumin (45 kDa); 4,
lactate degydrogenase (35 kDa); 5, restriction endonuclease Bsp981 (25 kDa); 6, PAKI-2; 7, B-lactoglobulin (18.4 kDa); 8, lysozyme (14.4 kDa).

[10]. Additionally, the broad temperature tolerance of PdKI-2
were similar to those reported for several Kunitz-type inhibi-
tors such as ECTI [42], SCPI [43,44], PPTI [39] and AeTI
[28]. These results indicate that, in its native state, PDKI-2
had high intrinsic stability due to the presence of intramolec-
ular disulfide bridges that are presumably responsible for the
functional stability of Kunitz-type inhibitors in the presence
of physical and chemical denaturants such as temperature,
pH and reducing agents [22,39,43]. Here, PdKI-2, belonging
to the Mimosoideae subfamily, weakly inhibited other serine
proteinases, such as elastase and chymotrypsin, and was active
against papain, a cysteine proteinase. So far, only three related
Kunitz-type inhibitors, all belonging to the Mimosoideae sub-
family, were found to be active against papain-like enzymes,
and were strongly active against enzymes from the midgut
of bruchid larvae [10,11,21], suggesting that Kunitz-type in-
hibitors from both subfamilies are bifunctional inhibitors.
The specificity of the Kunitz inhibitors varies among subfam-
ilies of the Fabaceae family. Some Kunitz-type inhibitors iso-
lated from the most primitive species of the Caesalpinioideae
subfamily have activity only for trypsin [22,40] and others
from the Papilionoideae or Faboideae subfamily contain

chymotrypsin inhibitors and are known as Bowman—Birk
type inhibitors [1,3]. However, Kunitz-type inhibitors are
also found [10,16,28].

Previous studies showed that two Kunitz inhibitors from the
Mimosoideae subfamily [9,21] and one from the Papilionoi-
deae subfamily [10] had specificities to trypsin, a digestive ser-
ine proteinase, and to papain, a digestive cysteine proteinase,
both like enzymes found in gut from several phytophagous
pests [10,11,16,21,45,46]. The K; to trypsin and to papain of
PdKI-2 showed similar patterns to those trypsin—papain
Kunitz inhibitors, with higher K; to trypsin than to papain
[10,21]. Additional study using molecular modeling and dock-
ing experiments with PTPKI, another trypsin—papain Kunitz
inhibitor, showed that the bifunctionality was due the presence
of two binding sites for the enzymes and that these sites were
overlapping [9]. This combination of activity against both
serine and cysteine proteinases is highly attractive for develop-
ment of transgenic crops expressing these inhibitors.

To effectively establish a novel insect control strategy
based on PIs, two initial steps are necessary: inhibitor purifica-
tion and knowledge of the digestive system of target insects.
The digestive system of phytophagous pests is based mainly

Table 1

Purification steps of Kunitz inhibitor from P. dumosum

Steps Total inhibitory units (IU) Total protein (mg) Specific activity (IU Ingfl) Purification (fold) Yield (%)
Crude extract 118560 1041.2 1139 1.0 100
Inhibitor fraction 80800 18.0 4488.9 39.4 68
Trypsin—Sepharose 8190 1.8 4653.4 40.9 6.9
PdKI-2 4321 0.21 20097.6 176.4 3.6

One trypsin protein inhibitor unit (1 IU) was defined as inhibitor amount that decreased the absorbance at 410 nm by 0.1 O.D. in the trypsin assay conditions.
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Fig. 3. Stability of PdKI-2 (A) pH stability of PdKI-2 after incubation in the
indicated pH for 30 min at 37 °C; (B) temperature stability of PdKI-2 inhibi-
tory activity after incubation for 30 min at the indicated temperature. The re-
sidual trypsin inhibitory activity was measured using BApNA as substrate in
50 mM Tris—HCI, pH 7.5. Each mean represents three replicates (£S.E.).

on serine and cysteine proteinase classes; serine proteinases
are the major enzymes found in Lepidoptera and Diptera or-
ders. Acid and cysteine proteinases are predominant in Cole-
opterans of the Bruchidae family [47—49], but serine
proteinases are also present [S0]. In order to verify the activity
of purified PdKI-2, the digestive proteinases of Coleopteran,
Lepidopteran and Dipteran pests were extracted and assayed
using azocasein as substrate. PdKI-2 showed high in vitro in-
hibitory effect on Z. subfasciatus (74.54%), C. maculatus
(70.04%) and C. capitata (70.30%). Moderate inhibitory activ-
ity was also observed for gut proteinases of P. interpunctella
(48.67%), and low inhibitory activity against gut proteinase
from A. argillaceae (13.58%). A number of Kunitz-related in-
hibitors from plants were evaluated in vitro for their potential
of decreasing the activity of Lepidopteran/Coleopteran/Dip-
teran larvae digestive enzymes. The digestive enzymes from
larvae of Z. subfasciatus and C. capitata were inhibited by
PdKI, the first Kunitz trypsin inhibitor purified from P. dumo-
sum seeds [32]. SKTI (soybean Kunitz trypsin inhibitor)
showed a potent in vitro inhibitory activity against A. grandis
gut proteinases [17]. SKTI and CpTI (cowpea trypsin
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Fig. 4. (A) Inhibition of trypsin activity by PdKI-2 was competitive. Inhibition
kinetic data are illustrated in Lineweaver—Burk double-reciprocal plots. PdKI-
2 activity was determined using various concentrations of BApNA as substrate.
M, No inhibitor in the assay mixture; [1, 2 pg of PdKI-2; A, 3 pg of PAKI-2;
A, 4 png of PAKI-2; %, 5 ng of PdKI-2. The K; value is 1.65 x 1078 M. (B)
Inhibition of papain activity by PdKI-2 was noncompetitive. Inhibition kinetic
data are illustrated in Lineweaver—Burk double-reciprocal plots. PAKI-2 activ-
ity was determined using various concentrations of BANA as substrate. ll, No
inhibitor in the assay mixture; [, 10 pg of PdKI-2; A, 20 pg of PdKI-2; A,
30 pg of PAKI-2; x, 40 pg of PAKI-2. The K; value is 5.1 x 1077 M.

inhibitor) were shown to be active against tomato moth larvae
(L. oleracea). Serine proteinases [8] acted on H. armigera, H.
virescens and L. cuprina, in which SKTI was the most effec-
tive among the inhibitors tested [51—53]. ApTI (Adenanthera

Table 2
Inhibitory activity of PdKI-2 towards serine and cysteine proteinases

Inhibition (%)°

Enzymes®

Serine proteinases

Bovine trypsin 97.08 + 0.34

Porcine elastase 1.26 £0.8

Bovine chymotrypsin 10.20 £ 0.51
Cysteine proteinases

Bromelain 0.61 £0.07

Papain 48.82 +£1.43

? Assays against elastase, chymotrypsin and bromelain were measured using
1% azocasein as substrate, and the inhibitory activity against trypsin and pa-
pain was measured using BApNA and BANA as substrate, respectively.

® Values are mean + standard error, and each mean represents three
replicates.
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Table 3
Inhibitory activity of PdKI-2 towards gut insect proteinases

Digestive enzymes® Inhibition (%)°

Coleopteran
C. maculatus 70.0 £ 1.10
Z. subfasciatus 74.5 £ 0.86
Lepidopteran
A. argillaceae 13.6 +£2.14
P. interpunctella 48.7+0.71
Dipteran
C. capitata 70.3 +0.07

? Assays against insect proteinases weres measured using 1% azocasein as
substrate.

® Values are mean = standard error, and each mean represents three
replicates.

pavonina trypsin inhibitor) and DMTI-II (Dimorphandra mol-
lis trypsin inhibitor) inhibited 84% [21] and 80% [41] of the
digestive trypsin-like enzymes of C. maculatus, a Coleopteran
(Bruchidae). Inhibitors of proteinases have been used success-
fully for protection of engineered plants. In many cases, trans-
genic plants containing genes encoding only serine proteinase
inhibitors have shown enhanced resistance toward insect pests
[8,12,53], but this effect is lost when insect pests develop
escape mechanisms.

This work shows a trypsin—papain Kunitz inhibitor active
in vitro toward insect pests. These results indicate that trans-
genic plants expressing PdKI-2 gene could probably enhance
resistance against potential predators whose serine proteinase
activity was inhibited and which might be unable to bypass
that inhibition through expression of cysteine proteinases,
and vice versa.
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