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Abstract

1-ABSTRACT

Plant a-amylase and proteinases inhibitors are extensively studied, in part due to their
role as defense factors against insect pests. In this works, we have identified a-amylase and
proteinase inhibitors, found in of Phaseolus coccineus bean and algaroba (Prosopis juliflora)
seeds. Those molecules exhibit an insecticidal potential in the control of coffee berry borer
(Hypothenemus hampei) and pests from stored grains of beans Acanthoscelides obtectus and
Callosobruchus maculatus

A gene encoding an a-amylase inhibitor protein of 223 amino acids residues, named
aAl-Pcl, was isolated from an wild bean P. coccineus, acess 35590. aAl-Pcl has 70-98%
amino acid identity with other known bean a-amylase inhibitors. A construction with cAl-Pcl
gene driven by the PHA-L phytohemaglutinin promoter was introduced into tobacco plants by
Agrobacterium-mediated transformation. The presence and expression of the aAl-Pcl gene in
regenerated (TO) and progeny (T1) transformant plants were determined by PCR
amplification, enzyme-liked immuno sorbent assay (ELISA) and immunoblot analysis. Seed
protein extracts from selected transformant reacted positively with polyclonal antibody raised
against aAl-1, while no reaction was observed with untransformed plants. Immunological
assays showed that aAl-Pcl represented up to 0.05% of the total soluble proteins in seeds of
TO plants. The recombinant inhibitor expressed in tobacco plants was biologically active and
125 ng aAl-Pc1 inhibited 65% of the H. hampei a-amylase activity.

A serine proteinase inhibitor belonging to the Bowman-Birk class was purified from
P. coccineus seeds, acess 35619, using chromatographic techniques that include DEAE-
Cellulose ionic exchange column, Superdex 75 gel filtration column and reverse phase high
performance liquid chromatography column (Vydac C-18 and Source SRPC). The inhibitor,
nominated PcBBI1, is a protein cystein-rich and heat stable at alkaline pH MALDI-TOF/MS
analysis showed that the inhibitor is present in the seeds from P. coccineus as a monomer of
8.689 Da or a dimmer of 17.378 Da. The inhibitory effect of PcBBII towards trypsin and
chymotrypsin from bovine pancreas and digestive proteinases from H. hampei larvaec was
analyzed in vitro assay. The inhibitor was highly active against trypsin-like enzymes from H.
hampei, inhibiting 80% of proteolytic activity.

Additionally, a proteinaceous inhibitor with high activity against papain was found in
seeds of the xerophytic algaroba tree (Prosopis juliflora). The proteinase inhibitor Pj was
purified using Sephacryl S-200 gel filtration followed by reverse-phase high-performance
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liquid chromatography on a Vidac 18 TP. Inhibitor Pj showed a M; of 20.000 on sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis an a M, of 19.276 Da by mass
spectrometry. The inhibitor of papain by the Pj inhibitor was the noncompetitive type, with a
Ki value of 0.59 x 10" M. The gelatinase activity of papain was strongly inhibited by Pj too.
The N-terminal amino acid sequence of the Pj inhibitor showed homology with the N-
terminal amino acid sequence of the Kunitz-proteinase inhibitor family. Pj was strongly
effective against digestive proteinases from bean weevil Acanthoscelides obtectus and cowpea
weevil Callosobruchus maculatus and Mexican bean weevil Zabrotes subfasciatus. The data
shown here suggest that the protein present in algaroba seeds is involved with defense
responses to insects and may be an important tool to be used in engineering plants resistant to

bean weevils.
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Resumo

RESUMO

Os inibidores de o-amilase e de proteinases vegetais tem sido amplamente estudados,
devido ao papel destes fatores de resisténcia contra insetos-praga. Este trabalho tem como
objetivo identificar inibidores de a-amilase e de proteinases, presentes em sementes de
Phaseolus coccineus e sementes de algaroba (Prosopis juliflora), com potencial inseticida no
controle da broca-do-café (Hypothenemus hampei) e de pragas de griaos armazenados de
feijao Acanthoscelides obtectus e Callosobruchus maculatus.

Um gene que codifica para o inibidor de a-amilase de 223 residuos de aminoacidos,
denominado «Al-Pcl foi clonado de sementes de Phaseolus coccineus, acesso 35590. aAl-
Pcl tem 70 a 98% de identidade de aminoacidos com outros inibidores de a-amilases de
feijdo, ja descritos. Uma construcao contendo o gene «@Al-Pcl, regulado pelo promoter da
fitohemaglutinina PHA-L, foi introduzida em plantas de fumo, via Agrobacterium
tumefasciens. A presenga e expressdo do gene cAl-Pcl em plantas transformadas (parental TO
e geragdo T1) foi confirmada por reagdo de cadeia da polimerase (PCR), Western blot e
ELISA. Extrato protéico das sementes de plantas transformadas reagiram positivamente com
o anticorpo policlonal contra o anticorpo aAl-1, enquanto que nenhuma reacao foi observada
em plantas ndo transformadas. Ensaios imunoldgicos mostraram que aoAl-Pcl representa
cerca de 0,05% da proteina soluvel total de sementes de plantas (TO). A proteina
recombinante expressa em plantas de fumo foi biologicamente ativa onde 125 ng de inibidor
aAl-Pcl inibe 65% da atividade da a-amilase de H. hampei.

Utilizando semente de P. coccineus, acesso 35619, um inibidor de proteinase serinica
pertencente a classe Bowman-Birk foi purificado utilizando técnicas cromatograficas que
incluem coluna de troca i6nica DEAE-Cellulose, coluna de filtragdo molecular Superdex 75,
coluna fase-reversa liquida de alta pressao Vydac C-18 e Source SRPC. O inibidor,
denominado de PcBBI1, ¢ uma proteina rica em cisteina e estavel ao calor em pH alcalino.
Andlises por MALDI-TOF/MS mostraram que o inibidor PcBBI1 esta presente em semente
de P. coccineus na forma de um mondmero de 8.689 Da ou de um dimero de 17.378 Da. O
efeito inibitorio de PcBBI1 foi analisado por ensaio in Vitro para tripsina e quimotripsina
pancreatica bovina e para proteinases digestivas de larvas de H. hampei. O inibidor foi
fortemente ativo contra as enzimas semelhantes a tripsina de H. hampei, inibindo 80% da

atividade proteolitica.
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Adicionalmente, um inibidor de proteinase cisteinica foi isolado das sementes de
algaroba (Prosopis juliflora). Este inibidor, denominado de Pj, foi purificado usando uma
coluna de filtragdo molecular Sephacryl S-200 seguido por uma coluna de fase-reversa liquida
de alta pressdo Vydac 18 TP. O inibidor Pj mostrou uma massa molecular de 20.000 Da por
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e massa molecular de 19.276 Da por
espectrometria de massa. A inibicdo da papaina pelo inibidor Pj foi do tipo ndo-competitivo,
com um valor de K;de 0.59 x 10”. A atividade gelatinasica da papaina também foi fortemente
inibida pelo inibidor Pj. A seqiiéncia de aminodcidos da extremidade N-terminal do inibidor
Pj mostrou homologia com a seqiiéncia de aminodcidos da extremidade N-terminal de
inibidores de proteinase da familia Kunitz. Pj foi fortemente efetivo contra proteinases
digestivas do gorgulho do feijao Acanthoscelides obtectus e do gorgulho de caupi
Callosobruchus maculatus ¢ foi moderadamente ativo contra proteinases digestivas do
gorgulho da vagem Mimosestes mimosae e¢ do gorgulho do feijdo comum Zabrotes
subfasciatus.

Estes resultados sugerem que o inibidor cAl-Pcl e PcBBI1 isolados de P. coccineus e
o inibidor Pj purificado de sementes de P. juliflora sdo candidatos promissores para obter

cultivares de plantas resistentes ao ataque destes insetos-praga.
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1-INTRODUCAO

Os vegetais sdo importantes fontes de nutrientes, sendo considerados alimentos de
qualidade para a maioria dos organismos, incluindo os seres humanos, diferentes espécies de
animais e invertebrados, particularmente os insetos.

Nas ultimas décadas, avancos vém sendo feitos visando o aumento da produtividade
agricola mundial. Esta preocupacdo é decorrente do aumento populacional de
aproximadamente 8,5 bilhdes, previsto para 2025, sendo, assim, necessario um aumento de
50% da producéo de alimentos para sustentar o crescimento da populacdo (Mohan Babu et al.,
2003). Outro fator importante é a perda na producdo agricola devido ao ataque de pragas e
patdgenos, que chegam a 37%, sendo 13% desta perda causada principalmente pelo ataque de
insetos-praga (Gatehouse et al., 1992).

O manejo do controle de pragas de grdos armazenados envolve, principalmente, as
boas condicGes de armazenamento e o0 uso de agentes quimicos, que trazem beneficios
minimos com custo elevado, na ordem de bilhdes de dolares. Estima-se que mais de 10
milhGes de ddlares sejam gastos todos 0s anos para o controle quimico dos danos causados
pelos insetos (Khush, 1999), resultando em reducgéo de apenas 7% nas perdas causadas por
estes nas culturas (Oerke et al.,, 1994). Este tipo de controle vem gerando problemas
ambientais graves, como a contaminacdo do solo e da agua, a toxicidade sobre organismos
ndo-alvo, o acimulo em cadeias alimentares e problemas de saude humana.

Uma das alternativas ao uso de agrotoxico sao os biopesticidas, que compreendem o
uso de predadores, parasitas e patdgenos de insetos-praga. FormulacGes baseadas na bacteria
Bacillus thuringiensis, uma bactéria gram-positiva que sintetiza cristais de proteinas
inseticidas durante a esporulacdo, representa o bioinseticida mais vendido no mundo, sendo
usado ha mais de 50 anos no controle de insetos, principalmente lepddpteros (Musser e
Shelton, 2003; Ferre e Van Rie, 2002).

A transferéncia génica constitui outro método alternativo ao uso de agrotoxico para o
controle de pragas e doencas, com vantagem adicional em termos de custos, bem-estar
ambiental e da saide humana. Com os avangos biotecnoldgicos, genes de diferentes origens e
que conferem resisténcia a insetos podem ser introduzidos em plantas de interesse econémico
para reduzir sua susceptibilidade. Os inibidores de a-amilases (aAl) e de proteinases (Pl)
apresentam grande potencial para serem utilizados no programa de melhoramento genético de
planta. Estas proteinas, com efeito, inseticida devem ser ingeridas para tornarem efetivas, e 0

sitio alvo de muitas delas é o sistema digestivo do inseto. Sendo assim, estes inibidores
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funcionam como substratos especificos das proteinases digestivas dos insetos, formando um
complexo estavel no qual a proteolise é limitada e extremamente lenta (Tiffin e Gaut, 2001),
causando assim uma deficiéncia de residuos de aminoacidos que influencia o crescimento e o
das proteinases digestivas, ou devido a producdo macica destas enzimas, reduzindo a
disponibilidade dos residuos de aminoacidos essenciais para a sintese de outras proteinas
(Jongsma e Bolter, 1997; Pompermayer et al., 2001). Ao tornarem mais lento o
desenvolvimento dos herbivoros, estes inibidores prolongam o periodo em que predadores
poderiam ser atraidos para as plantas atacadas por meios de compostos volateis liberados por

elas, contribuindo também, de forma indireta, no controle dos insetos (Baldwin, 2001).

1.1-CAFE E FEIJAO: CULTIVARES DE GRANDE IMPORTANCIA ECONOMICA
1.1.1-A CULTURA DO CAFE

As primeiras mudas e sementes de café chegaram ao Brasil no século XVIII, por volta
de 1730, vindas da América Central e Guiana. Porém, somente a partir do inicio do século
XIX a cultura despertou interesse nos grandes proprietarios. Esta se tornou rapidamente a
principal atividade agricola do pais, sendo responsavel por mais da metade da renda obtida
com exportacdo. A importancia econdmica fez dos produtores de café, conhecidos por
“Bardes do café”, de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais o centro da elite do Império e
da Republica.

Entre 1810 e 1820, os cafezais espalharam-se por todo Vale do Paraiba, primeiro na
parte Fluminense, depois na parte Paulista € no Sul de Minas. Em meados do século XIX,
ocuparam as terras das antigas lavouras de cana-de-aglcar e algoddo e avancaram para 0
chamado Oeste Paulista, onde encontraram condic¢des favoraveis de clima e solo.

No inicio do século XX, os cafezais cobriam extensa faixa que vai do Parana ao
Espirito Santo. A cafeicultura despontou entre as monoculturas exportadoras, desbancando a
cana-de-acucar e iniciando o ciclo econémico que foi sem ddvida a mola propulsora da
urbanizacdo e industrializacdo do pais. Nas primeiras cinco décadas deste século o Brasil
reinou no cenario mundial, respondendo, em média, por 70% da producéo de café.

Nas décadas de 60, 70 e 80, o Brasil exportou entre 15 e 18 milhdes de sacas de café
por ano, com uma participacdo de 27% do volume exportado mundialmente. Na década de 90,

as exportacdes brasileiras ficaram no mesmo patamar, porém a participacdo no mercado
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mundial caiu, situando-se em 20% das exportacfes mundiais de café. Nos dez anos seguintes,
o Brasil colheu, em média, cerca de 27 milhdes de sacas de 60 kg por ano.

O cafée teve influéncia na cultura brasileira, e até hoje tem estimulado o
desenvolvimento econémico. Juntos, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rondénia,
Bahia e Parand produzem cerca de 85% do café brasileiro. Bahia e Ronddnia vém se
destacando na producdo de café com o passar dos anos. Minas Gerais € 0 estado maior
produtor, com cerca de 47% do café brasileiro. Esta producdo esta concentrada
principalmente no Sul do Estado. Em segundo lugar vem o Espirito Santo com 24,5% (maior
produtor de café robusta), sequido por Sdo Paulo com 9,7%. O estado de Rondbnia, Bahia e
Parana, disputam a quarta posic¢ao do café nacional com 5,2, 5,1 e 4,3%. Outros estados como

Mato Grosso, Para e Rio de Janeiro, também se destacam na producéo de café (Figura 01).
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Figura 01: Producdo do café. Safra 2004/2005. Participacéo % por U.F.
CONAB, 2005

Hoje, o Brasil € o maior produtor de café do mundo, maior exportador e segundo
consumidor, com uma producdo de café beneficiado de 39,272 milhdes de sacas na safra
2004/2005 (Tabela 01). Este resultado representou um acréscimo de aproximadamente 30%
ou 9,4 milhGes de sacas superiores a safra de 28,820 milhdes produzidas na safra anterior, 0
que resultou num saldo positivo na balanca comercial do Pais de US$ 1,7 bilhdo e em
negécios de U$ 1,3 bilhdo no mercado interno. O consumo mundial cresce cerca de 1,5% ao

ano e no Brasil, alcangou 3,7% Kg/ano em 2003.
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Para a safra de 2005/2006, segundo o levantamento feito em agosto de 2005, a
producéo de café beneficiado no Pais € de 33,3 milhdes de sacas (Tabela 01). Este resultado
representa uma reducao de 15,1% ou 5,94 milhGes de sacas em relacdo a safra anterior de
39,272 milhdes de sacas. Nesta safra o café arabica, com producdo de 24,25 milhdes de sacas
e participacdo de 78,2% na producéo total do Pais, apresenta uma reducdo de 23,5% ou 7,47
milhGes de sacas. Tal reducdo decorre ndo apenas em funcdo da bienualidade da producéo
cafeeira, mas também ao clima desfavoravel nas principais regides produtoras, principalmente
nos ultimos meses de 2004, quando ocorreram chuvas excessivas. Ja o café robusta (canilon),
com producdo de 9,07 milhGes de sacas, apresenta acréscimo sobre a safra anterior de 20,1%
ou 1,52 milhdes de sacas. Esse resultado € creditado as condic¢des climaticas favoraveis e a
melhoria dos tratos culturais, envolvendo as adubacdes, podas, desbrota e controle

fitossanitario, no Espirito Santo, maior Estado produtor nacional de café conilon.

Tabela 01: Café - Safra 2004/2005, producéo final e safra 2005/2006, producéo estimada.

PRODUCAO 2004/2005 PRODUCAO 2005/2006
UF/REGIAO (Mil sacas beneficiadas) (Mil sacas beneficiadas)
Arabica | Robusta | Total

Minas Gerais 18.747 30 18.777 15.628 30 15.658
Espirito Santo 2.295 4.500 6.795 2.159 6.023 8.182
Séo Paulo 5.870 - 5.870 3.223 - 3.223
Parana 2.526 - 2.526 1.425 - 1.425
Bahia 1.877 402 2.270 1.307 379 1.686
Rondobnia - 1.760 1.760 - 1.741 1.741
Mato Grosso 30 280 310 40 270 310
Para - 220 220 - 330 330
Rio de Janeiro 250 10 260 288 10 298
Outros 120 355 475 180 295 475
BRASIL 31.715 7.557 39.272 24.250 9.078 33.328

CONVENIO: MAPA - S. P. A. E/ CONAB, 2005
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A cafeicultura ocupa um espaco de suma importancia em nivel internacional, ante a
receita gerada no setor cambial dos paises produtores, como formador de empregos e renda, o
que lhe garante incalculavel funcdo social. No Brasil, o café confirma essa afirmativa com
criacdo de mais de 7 milhdes de empregos, respondendo por 5,5% da balanca comercial,

recolhendo impostos e movimentando diversos setores da economia.

1.1.1.1-Café: Principais cultivares e caracteristicas

As plantas de café pertencem a classe das dicotiledbneas e ao grupo das
fanerogamicas. O género Coffea, da familia Rubiacea, abarca uma grande variedade de
especies selvagens. Das espécies cultivadas, Coffea arabica L (café ardbica) e Coffea
canephora Pierre et Froenher (café robusta) sdo as mais importantes economicamente, sendo
C. arabica responsavel por 70% da producdo mundial, e 99% da producdo da América Latina,
enguanto que o C. canephora é responsavel por apenas 30% da producdo mundial. No Brasil
a quase totalidade dos cafeeiros é de variedade ardbica, apenas em regides restritas cultiva-se
o café robusta. O cultivo de C. arabica no Brasil é responsavel por cerca de 70% da producao
de café, sendo o cultivo de C. canephora responsavel por 30% (Fazuoli, 1986, Aguiar et al.,
2004), valores estes semelhantes aos dados mundiais.

O café arabica possui aroma intenso e varios sabores com variagdes de corpo e acidez.
E considerado o café de melhor qualidade, mais fino e requintado. Originario da Africa
Oriental, seu cultivo encontra excelentes resultados em regibes montanhosas com altitude
entre 1.000 e 2.000 metros. E adaptado ao clima Gmido com temperaturas amenas e seu
cultivo é mais adequado em regibes de temperatura médias entre 18°C e 23°C. Em regides
mais quentes e com elevada umidade atmosférica, durante o florescimento, podera apresentar
boa frutificacdo desde que ndo haja deficiéncia hidrica. Existem inimeras variedades de café
arabica, tais como o Amarelo do Botucatu, o Maragogipe Vermelho, o Maragogipe Amarelo,
o Caturra Vermelho, o Caturra Amarelo, o Bourbon Amarelo, o0 Mundo Novo, o Catuai
Vermelho, o Catuai Amarelo, entre outros.

O café robusta tem seu teor de cafeina dobrado em relacdo ao café arabica, tem um
trato mais rude nao possuindo sabores variados nem refinados. Sua acidez ¢ mais baixa e, por
ter mais sélidos sollveis, é bastante utilizado na industrializacdo dos cafés solGveis. E
reconhecido por ter um “sabor tipico e Unico”. Originario da Africa Central é capaz de se
adaptar as mais variadas condicBes climaticas e pode ser cultivado ao nivel do mar numa

altitude inferior a 400 metros. Apresenta desenvolvimento inicial mais lento que o café
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arabica, porém pode atingir até 10 metros de altura nas regides quentes e Gmidas. E uma
planta oriunda de regides equatoriais baixas, quentes e Umidas, estando adaptado a condicdes
de temperatura bem elevadas, com médias anuais entre 22°C e 26°C. Praticamente ndo sofre
problemas de frutificagdo em funcdo de temperaturas mais altas. As lavouras sdo bastante
produtivas, apresentando variedades quanto ao tamanho, formato e maturagdo dos frutos
(Ormond et al., 1999).

1.1.1.2-Pragas e patdgenos que infestam o cafe

O cafeeiro € atacado por diferentes pragas e patdgenos, que, se ndo combatidas
devidamente, ocasionam grandes prejuizos e em muitos casos limitam a producdo (Figura
02). As pragas e patdgenos possuem um grau de importancia que varia com as diferentes
regides cafeeiras do pais havendo flutuacdes na predominancia de uma espécie em relacdo a
outra. Um dos problemas encontrado entre as regides onde se cultiva o café sdo os danos
causados a producdo pela presenca da broca-do-café (H. hampei) (Souza e Reis, 1997), do
bicho mineiro (Perileucoptera coffeella) (Souza et al., 1998), das cochinilhas (Coccus viridis,
Planococcus citri, Dysmicoccus cryptos e Orthezia praelonga) (Llorens, 1990), do &caro
vermelho (Oligonychus illicis) e acaro branco (Polyphagotarsonemus latus) (Flechtmann,
1985), dos nematdides de galhas (Meloidogyne spp.), principalmente o Meloidogyne
incognita, M. paranaensis, M. exigua e M. coffeicola (Souza et al., 1999; Portz et al., 2000;
Carneiro e Almeida, 2000; Castro et al., 2003; Castro et al., 2004) entre outros.

Em relacdo a doencas destacam-se as fungicas, tais como: ferrugem do cafeeiro
(Hemileia vastratix), rizoctoniose (Rhizoctonia solani), mal-dos-quatros-anos (Roselinea sp),
cercosporiose (Cercospora coffeicola), kolerosa (Coticium kolerogue) e antracnose
(Colletotrichum coffeanum) (Zambolim et al., 1985; Dorizzoto e Abreu, 1993; Godoy et al.,
1997). As plantas de café também sdo atacadas por bactérias como a Xylella fastidiosa que
provoca a conhecida doenca do amarelinho. A maior ou menor intensidade dessas doencas
estd associada ao ambiente, ao patdgeno, ao hospedeiro, ao manejo da cultura e ao
desequilibrio nutricional (Fernandez-Barreto et al., 1966; Siddigi, 1970).
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Figura 02: Exemplos de algumas pragas e patdgenos que atacam o café: A- Broca-do-café
(H. hampei), B- Bicho Mineiro (P. coffeella), C- Cochinilha branca (P. citri), D- Nematdide

(M. incognita). Estas fotos foram retiradas da pagina http://www.agrobyte.com.br/cafe.htm

1.1.1.3-Broca-do-café

A broca-do-café, H. hampei, (Ferrari, 1867) (Coleoptera: Scolytidae) é considerada
uma das principais pragas do cafeeiro no Mundo (Baker, 1999; Baker, 2002). Originaria da
Africa Equatorial, onde foi referida como praga em 1901 no Congo, foi introduzido no
municipio de Campinas, estado de S&o Paulo, por volta de 1913, em sementes de café
importadas da Africa e de Java. A partir dai, o inseto disseminou-se por todos os Estados
produtores de café do pais, inclusive Minas Gerais, maior produtor brasileiro de café da
atualidade, causando vultosos prejuizos quantitativos, qualitativos e econémicos ao café
brasileiro, com reflexos negativos sobre a economia nacional (Souza e Reis, 1997).

A broca-do-café é uma praga monofaga, tendo como hospedeiro somente o cafeeiro. O
inseto ataca os frutos de todas as espécies de café dos diferentes estagios de maturacédo

(Figura 03), desde verdes (chumbinhos) até maduros (cerejas) ou secos.
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Figura 03: Diferentes estagios de maturagdo do café: A- verde, B- maduro e C- seco.

Fotos foram retiradas da pagina http://www.agrobyte.com.br/cafe.htm

A broca sofre metamorfose completa (holometabolia), passando pelas fases de ovo,
larva, pupa e adulta (Figura 04). Os ovos sdo pequenos, variando de 0,44 a 0,84mm de
comprimento, e de 0,23 a 0,35mm de largura; sdo brancos, leitosos, elipticos e luzidios. A
fémea pGe dois ovos por dia, em média. O numero de ovos por camara dificilmente ultrapassa
20, porém uma fémea, durante toda sua vida ativa, coloca, em média, 75 ovos. A longevidade
do adulto macho € de 40 a 50 dias. A vida média da fémea adulta € de 156 dias, durante a qual
ela tem um periodo ativo de postura de, aproximadamente, 130 dias, compreendendo
intervalos, em que ndo pde ovos. Assim, a mesma fémea produz vérias descendéncias
consecutivas durante toda a safra de café do mesmo ano. Apds ovopositar numa semente, a
fémea suspende as posturas, e volta para a galeria anteriormente construida, permanecendo no
local enquanto durar a evolugdo de seus descendentes, para depois abandonar o fruto e
reiniciar, em outro, as posturas interrompidas (Souza e Reis, 1997).

Ap06s 4 a 10 dias de postura, nascem as larvas, com comprimento entre 0,72 e 0,84mm,
as quais comecam a alimentar-se de pequenas particulas da camara em que nasceram.
Decorridos alguns dias, a semente perde quase totalmente o peso. O periodo larval dura, em
média, 14 dias, quando atinge o crescimento méaximo, medindo de 1,88 a 2,3mm de
comprimento; a larva é &poda, recurvada, de cor branca, com a cabeca e as pecas bucais
pardacentas. O corpo € provido de pélos esparsos, longos, dirigidos para trds. Bergamin
(1943) cita que as larvas mudam de tegumento a partir do quarto dia ap6s o nascimento, e que
a duracdo da muda ou ecdise varia de trés a dez minutos. Espinosa (1986) menciona trés
instares para as fémeas e dois para 0s machos, ja que estes emergem primeiro para copular

aquelas, razdo por que elas apresentam um ciclo menor.
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Apés a fase larval, que dura, em media, 14 dias, a larva transforma-se em pupa no
interior da semente, fase do ciclo em que ndo mais se alimenta. Mede, em média, 1,75mm de
comprimento, com cor branca, tendo a cabeca encoberta pelo pronoto. A extremidade
posterior do abdome é provida de dois apéndices curtos, pontiagudos e ligeiramente curvos. A
fase pupal é de 7 dias, em média, da qual emerge em seguida, o0 adulto de coloragdo preta.
Segundo Souza e Reis (1997) os machos medem 1,12mm de comprimento e as fémeas
medem 1,65mm. Os machos possuem as mesmas caracteristicas da fémea, porém tém as asas
membranosas rudimentares, sendo, pois, incapazes de voar, 0 que, por conseguinte, nao lhes

permite deixar o fruto em que tiveram origem.

Figura 04: Diferentes estagios de desenvolvimento da broca-do-café: A- ovo, B- larva, C-

pupa e D- inseto. Fotos foram retiradas da pégina http://www.agrobyte.com.br/cafe.htm

Devido ao seu ciclo biologico relativamente curto e a grande capacidade de
proliferacdo, a broca constitui-se num importante problema fitossanitario em quase todos 0s
paises produtores de café. Segundo Gallo e colaboradores (1978), o ciclo evolutivo da broca,
desde a postura até a emergéncia do adulto completa-se de 27 a 30 dias, em média, durando as
fases de ovo, larva e pupa, respectivamente, 4 a 10, 14 e 7 dias (Figura 05). Nas condi¢6es do
Brasil, pode-se verificar até sete geragdes anuais. No Brasil, Bergamin (1943), encontrou uma
duracéo do ciclo da broca de 24 a 28 dias e Oliveira Filho (1927), encontrou de 34 a 61 dias.
O ciclo evolutivo, determinado por Leefmans em 1923, em Java, citado por Bergamin (1943),
foi de 20 a 35 dias. Gowdey citado por Bergamin (1943) apresenta, para a Africa Central, as
seguintes duracdes para as fases do ciclo da broca: ovo, 8 a 12 dias; larva, 21 a 28 dias e pupa,
15 a 18 dias. O ciclo completo variou de 44 a 58 dias.
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Café (fruto)
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29 instar

Figura 05: Detalhes do ciclo bioldgico da broca-do-café nos frutos.
Fonte: Espinosa (1986).

Diversos fatores podem influenciar as infestacbes da broca-do-café, destacando-se
clima (chuvas, temperatura e umidade relativa do ar), colheita, sombreamento, espacamento,
as datas das floradas, alguns tratos culturais, como podas etc. e altitude. A infestacdo varia de
ano para ano, de regido para regido e nas lavouras de uma mesma regiéo.

Os danos ocasionados pelo ataque das larvas da broca-do-café atingem atualmente,
perdas de cerca de R$40 milhdes por ano (De Muner et al., 2000) em conseqiiéncia dos
prejuizos a qualidade do café produzido. Dependendo do nivel de infestacdo, 0s prejuizos
podem chegar a 21%, somente pela perda de peso, ou seja, mais de 12 quilos por saca de 60
quilos (Souza e Reis, 1997). A diminuicdo na percentagem de graos perfeitos, o aumento de
grdos quebrados a perda de peso, a interferéncia no tipo do café, a queda de frutos brocados,
ainda no campo, e a infestacdo por microorganismos séo danos diretos ocasionados pela
broca-do-café, no processo de producgdo do café (Toledo, 1947; Nakano et al., 1976; Chalfoun
et al., 1984; Reis e Souza, 1984,1986). A importancia dos prejuizos causados pelos danos
indiretos é devido ao fato do seu ataque proporcionar uma porta de entrada para
microrganismos que se desenvolvem quando as condic¢des sdo favoraveis, atingindo os gréos
e alterando a qualidade do café (Chalfoun et al., 1984). Benassi e Carvalho (1989) verificaram

a preferéncia de ataque da broca em C. arabica em relacdo a C. canephora, em especial o cafée
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Conilon, porém, segundo Reis e Souza (1986), os fatores climaticos, principalmente as
temperaturas mais elevadas, propiciam maior desenvolvimento populacional e, portanto,
maior incidéncia da broca em café Conilon. A previsdo da infestacdo de campo tem sido
realizada para a regido sul do Estado de Minas Gerais, podendo-se estimar as perdas
quantitativas de produtividade de acordo com o grau de infestagdo da broca por ocasido da
colheita (Souza e Reis, 1997).

1.1.1.4-Controle da broca-do-café

No controle da broca-do-café tém sido aplicados os métodos cultural, bioldgico e
quimico (Souza e Reis, 1997). Atualmente, o controle da praga no café convencional é feito,
basicamente, por meio de produtos quimicos. O controle quimico da broca visa matar 0s
adultos (fémeas) que estdo penetrando nos frutos, antes que ponham ovos nas sementes e as
larvas eclodidas causem prejuizos ao se alimentarem delas. O endosulfan € um inseticida
quimico que atua matando a broca adulta pelas a¢6es de contato e fumigacdo. Por contato,
mata a broca na entrada ou no interior da galeria. O endosulfan ndo mata a descendéncia da
broca dentro do fruto, razdo pela qual é recomendado para ser aplicado na época de transito,
na qual a broca se desloca de um fruto para o outro. Este produto ndo deve ser aplicado em
toda a lavoura e sim em alguns talhdes, ja que a broca apresenta infestacdo desuniforme, ndo
generalizada (Souza e Reis, 1997). Os gastos obtidos com o uso de inseticidas quimicos
resultam em 30% de lucro obtido com a producdo de café. Além dos altos custos e ao
surgimento de resisténcia ao endosulfan (Brun et al., 1989), tém-se buscado novas alternativas
para o seu combate, como o controle biolégico.

O uso de controle bioldgico de pragas no Brasil é recente, quando comparado a outros
paises. Este controle é o principal método de regulacdo de populagdes de pragas utilizado nos
Programas de Manejo Integrado. Este método visa o controle da broca-do-café,
principalmente nas lavouras adensadas, as quais ndo permitem um controle quimico eficiente
e seguro para o aplicador. Arthur Neiva em 1928 desenvolveu trabalho de controle bioldgico
utilizando a vespa de Uganda (Proprops nasuta), parasita de larvas e pupas da broca-do-café,
para controlar a praga. Porem, a espécie ndo conseguiu se estabelecer em territdrio brasileiro.
Mais recentemente, a utilizacdo de outros controles biolégicos da broca-do-café foram
introduzidos no Brasil, como os parasitdides Cephalonomia stephanoderis que ataca as larvas
e pupa e o Phymastichus coffeae que ataca apenas os insetos adultos (Infante et al., 1992;

Benassi, 1995). O fungo Beauveria bassiana vem sendo utilizado em algumas lavouras de
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café, principalmente na agricultura familiar, em pequenas propriedades de cultivo orgénico ou
convencional. Além dos beneficios ecoldgicos, energéticos e econdémicos, esta tecnologia
pode agregar valor a producdo nas pequenas propriedades, contribuindo para a producdo
ecologicamente correta. No entanto, deve ser levado em consideracdo que o fungo é um
organismo vivo e que pode morrer ou perder a sua viabilidade na lavoura ou quando aplicado
de forma incorreta e ou armazenado em ambiente ndo propicio & manutencdo da sua
viabilidade (Pedro, 2004).

No entanto, novos métodos biotecnoldgicos de controle genético estdo sendo
empregados na cultura do café para introduzir genes de diferentes origens que confiram
resisténcia a broca-do-café. Pesquisas vém sendo desenvolvidas com os genes que codificam
inibidores de a-amilase e proteinases como uma ferramenta promissora para o controle desta
praga. Estas pesquisas, envolvendo inibidores protéicos, tiveram inicio diante dos resultados
obtidos por Valencia e colaboradores (1994), ao mostrar a presenca da atividade proteolitica
do tipo tripsina e quimotripsina no intestino de larvas H. hampei e por Valencia e
colaboradores (2000), a0 mostrar a presenca da atividade do tipo a-amilase na larva e inseto
adulto de H. hampei. Como descrito anteriormente, estas proteinas com poder inseticida
atuam sobre as enzimas proteoliticas causando danos ao desenvolvimento da larva podendo
ocasionar a morte.

Além da utilizagdo dos diferentes métodos de controle, o produtor pode controlar a
acdo da praga tendo alguns cuidados. E necessario que a colheita e limpeza sejam bem feitas,
de maneira que frutos ndo permanecam na arvore e no ch&o. Isso evita que a broca sobreviva
na entressafra para infestar posteriormente a nova frutificacdo. Outro detalhe importante é
iniciar a colheita pelos talhdes mais afetados, pois a praga tem grande poder de infestacéo.
Mesmo depois de armazenado, o café brocado pode contaminar os cafés sadios.

Para a consolidacdo destas tecnologias, e sua utilizacdo da forma mais eficiente, é
importante o investimento em pesquisa e difusdo de tecnologia, visando seu aprimoramento

constante, considerando o aspecto dindmico da cafeicultura.

1.1.2-A CULTURA DO FEIJOEIRO

O género Phaseolus é constituido pela familia Fabaceae e possui cerca de 55 espécies
destacando cinco espécies cultivadas: o feijaio comum (Phaseolus vulgaris); o feijdo de lima
(P. lunatus L.); o feijao ayocote (P. coccineus); o feijao tepari (P. acutifolius A. Gray) e o P.
polyanthus Geeernman.
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O feijdo é uma das mais importantes leguminosas cultivadas para a alimentacao
humana. A importancia dessa cultura deve-se a que o feijao, além de se constituir um dos
alimentos basicos da populacdo brasileira € um dos principais produtos fornecedores de
proteina na dieta alimentar das camadas sociais economicamente menos favorecidas.
Nutricionistas caracterizam o feijdo como um alimento quase perfeito, pois além do alto
conteudo de proteina, este contem fibras, carboidratos complexos e outros componentes da
dieta como acido félico (fonte de vitamina B), ferro, zinco, magnésio e potassio (CIAT,
2002). Outra caracteristica importante é que o feijdo tem uma ampla adaptacdo edafoclimatica
0 que permite seu cultivo, durante todo o ano, em quase todos os estados brasileiros,
possibilitando constante oferta do produto no mercado. A producdo do feijdo ocorre em
diversos ecossistemas tropicais e temperados, em monocultivo e/ou consorciado nos mais
variados arranjos de plantas inter e intraespecificos, o que favorece a diversificacdo na
producgéo, mas limita uma maior integragéo na sua cadeia produtiva.

O feijao é a segunda cultura em area plantada do mundo, sendo superado apenas pelo
milho. A producdo anual € superior a 12 milhGes de toneladas, sendo a metade produzida na
América Latina. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de feijdo em se tratando de
todos os géneros e espécies, sendo o maior produtor mundial do género Phaseolus (Vieira et
al., 1998).

A producdo no Brasil de grdos de feijdo de uma maneira geral para a safra de
2004/2005, levantamento feito em agosto de 2005 pela CONAB (http://www.conab.gov.br),
foi de 3.044,4 toneladas.

No entanto, perdas expressivas na producdo de feijdo sdo ocasionadas por doencas
causadas por fungos, virus, bactérias e nematdides (Sobrinho et al., 2000), assim como pela
infestacdo por insetos (Dendy e Credland, 1991, P; Farione et al., 1995). Nas condicdes
tropicais, os insetos tém maior importancia, pois provocam perda de peso e reducdo do poder
germinativo das sementes, contaminacdo da massa por dejetos, e conseqlientemente, a

desvalorizacdo do produto.
1.1.2.1- Principais insetos-praga de feijdo armazenado
As pragas mais importantes para a cultura do feijdo, em armazenamento pertencem a

Ordem Coledptera e a familia Bruchidae, destacando os insetos C. maculatus, A. obtectus e Z.
subfasciatus (Coutinho et al., 2000).
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Estes insetos-praga atacam os feijdes de todas as variedades em condigdes de
armazenamento destruindo os cotilédones, comprometendo a qualidade do produto pela
presenca de dejetos e insetos mortos (Oliveira et al., 1984; Hohmann e Carvalho, 1989).

Os insetos C. maculatus, A. obtectus e Z. subfasciatus (Figura 06) apresentam
caracteristicas fisicas e ciclo de vida bem semelhantes, podendo ser identificados pelas
caracteristicas apresentadas nas pernas posteriores dos adultos. O fémur posterior de A.
obtectus tem trés estruturas como dentes em fileira, Z. subfasciatus tem dois esporos moveis
sobre a extremidade da tibia posterior, enquanto que na espécie de C. maculatus ha um dente
brusco externo e um pontiagudo interno sobre o &pice do fémur posterior. Esses dentes podem
variar de acordo com as espécies. Os ovos sdo colocados sobre as vagens ou diretamente
sobre as sementes das leguminosas. C. maculatus e Z. subfasciatus aderem seus ovos
firmemente sobre a vagem ou semente, enquanto A. obtectus coloca seus ovos livremente nas
trincas e rachaduras das sementes ou vagens.

A duragdo completa do ciclo de vida para C. maculatus e Z. subfasciatus € de 26 dias a
30°C. Os ovos sdo colocados em um liquido claro e pegajoso expelido pela fémea servindo de
apoio para a penetracdo da larva no interior do gréo. As larvas séo do tipo curculioniforme,
passando diretamente do ovo para o interior da semente. As pupas apresentam coloragao
branco leitosa e medem cerca de 3mm de comprimento. Os adultos sdo besouros pequenos,
com 1,8 a 2,5mm de comprimento e coloragdo castanho escura. As fémeas sdo maiores que 0s
machos e apresentam quatro manchas claras bem definidas no pronoto, contrastando com a

cor escura brilhante do corpo (Coutinho et al., 2000).

No caso de A. obtectus, o ciclo de vida completo é de 30 a 45 dias. Os ovos sdo postos
soltos ou aderidos aos grdos e apresentam coloracdo branca translicida, tornando-se leitosos
apos algum tempo. As larvas medem de 3 a 4mm de comprimento e possuem coloracdo
branco leitosa. As pupas s&o brancas e medem cerca de 4mm de comprimento. A fase pupal
tem a duracdo de 10 a 12 dias. Os adultos sdo besouros de forma ovdide e medem de 3 a
3,5mm de comprimento. Possuem coloracdo pardo escura e sdo cobertos por pulveréncia
cinzenta. Os élitros sdo canelados com manchas castanho escuras e a cabeca é cinzenta com
base avermelhada. As fémeas sdo maiores que 0s machos. Os adultos ndo se alimentam dos
gréos, mas de detritos e apresentam uma longevidade média de 13 dias (Coutinho et al.,
2000).
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Figura 06: (A) C. maculatus, (B) A. obtectus e (C) Z. subfasciatus

Fonte: http://insects.tamu.edu/images/insects/common/images/b-txt/bimg179.html

1.1.2.2-Métodos de controle de pragas de feijao

As estratégias de controle de campo e de armazém para pragas de grdos em geral séo
similares e dentre elas destacam-se os controles mecénico, fisico, quimico e biolégico. No
Brasil os métodos de controle mais utilizados séo os fisicos e os quimicos. Os métodos fisicos
envolvem a manipulacdo dos fatores fisicos para reduzir a populacdo da praga a um nivel
toleravel ou elimina-lo, como controle da temperatura, da umidade relativa, luz entre outros,
0s quais podem ser utilizados isoladamente ou combinados. O uso de inseticida é um dos
métodos de controle mais empregado na atualidade. O controle quimico pode ser aplicado de
forma preventiva ou curativa. Este tratamento tem sido eficaz no controle dos carunchos,
porém, sua utilizacdo é dificultada pelo custo dos produtos e por problemas de toxicidade
decorrentes da utilizacdo dos inseticidas. Com relacdo ao controle quimico, também h& o
problema do surgimento de resisténcia aos inseticidas (Lorini, 2001).

Devido os custos dos produtos quimicos, pequenos agricultores tem utilizado varias
praticas, como: mistura dos grdos de feijdo com areia, cal, cinza de madeira, residuos de trilha
da colheita (munha), terra de formigueiro, pimenta-do-reino ou Oleos (Gutierrez e
Schoonhoven, 1981; Don-Pedro, 1989). Barreto e colaboradores observaram que houve
interferéncia na biologia de A. obtectus e reducdo de sua populacdo quando grdos de caupi
foram misturados com calcéario. O efeito repelente do 6leo de sementes de nim (Azadirachta
indica A. Juss.) sobre Z. subfasciatus foi mostrado por Oliveira e Vendramim (1999). Hall e
Harman (1991) constataram que o tratamento de sementes de P. vulgaris com o 6leo de soja

(Glycine max Merrill) resultou em reducdo da oviposicdo e da emergéncia de adultos de
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Z. subfasciatus. Uvah e Ishaya (1992) relatam que o efeito do 6leo sobre as sementes é devido
ao bloqueio do oxigénio para a respiracdo dos insetos e também o efeito inseticida de algum
componente.

Outra forma bastante promissora de controlar os insetos-praga que infestam o feijdo é
a obtencdo de variantes resistente através de processos de melhoramento genético e de
técnicas de biologia molecular sem riscos de danos a satde humana.

As plantas possuem fatores intrinsecos de defesa que sdo capazes de proteger suas
sementes do ataque de insetos e esses fatores podem ser ndo protéicos, como 0s antibidticos,
alcalGides e terpenos, ou protéicos, como as quitinases, lectinas, arcelinas e inibidores de
enzimas. Esses fatores podem ser incorporados a novos cultivares. Dentre estas proteinas, o
inibidor de a-amilase de trigo 0.53 é de interesse especial por ser uma proteina com atividade
inibitdria contra a-amilase de A. obtectus (Franco et al., 2002). Em genotipos silvestres de P.
vulgaris, de origem mexicana, detectaram-se altos niveis de resisténcia aos carunchos
(Schoonhoven et al., 1983), a qual € atribuida a proteina arcelina (Cardona et al., 1989).

Embora exista uma busca incessante em localizar fatores que possam ser utilizados
para conferir resisténcia contra os caruchos, a transformacéo genética de leguminosas como
feijdo comum (P. vulgaris), caupi (Vigna unguiculata) e feijdo azuki (Vigna angularis) ainda
¢ demorada e ineficiente (Finer e Nagasawa, 1988). McClean e colaboradores (1991)
mostraram que a dificuldade em obter plantas de feijdo transgénicas é devido a inexisténcia de
um sistema eficiente de transferéncia de DNA e de regeneracdo de plantas de feijdo. O
Bombardeamento de particulas ou biobalistica vem sendo utilizado para transformar
leguminosas (Aragdo et al., 1999). O sucesso deste método depende da habilidade do tecido
alvo de se regenerar e dar origem a uma planta feértil.

A qualidade final do feijdo é influenciada pelas condi¢Ges de armazenamento e pelas
condigdes iniciais dos grdos. Os cuidados devem comegar na lavoura, com providéncias
contra danos mecanicos, ataques de insetos e reumedecimento e germinacdo na vagem. Caso
necessario, deve-se fazer a pré-secagem do produto ainda na rama, bem como limpar o0s
equipamentos de trilha, de transporte e o local de armazenamento, para eliminar focos de

contaminacao.
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1.2-PROTEINAS VEGETAIS COM PODER INSETICIDA

Existe um grande numero de estratégias de defesa natural que sdo utilizadas pelas
plantas quando atacadas por patdgenos herbivoros ou quando submetidas a condicGes
ambientais adversas. Estas estratégias conferem as plantas um variado grau de resisténcia e
por muitos anos tem se estudado a biossintese e a regulacdo de compostos quimicos
associados com estas defesas. A resisténcia é o termo usado para descrever a capacidade das
plantas em prevenir, restringir ou retardar a penetracdo do patégeno no tecido hospedeiro
(Bell, 1981). De um modo geral, os mecanismos de defesa das plantas superiores contra uma
variedade de agentes bioticos e abidticos podem ser agrupados em duas categorias:
constitutivos, se sua acao faz-se dentro do programa de desenvolvimento normal da planta; e
induzida, quando estdo envolvidas diretamente na resposta a alguma agressédo ou infecgédo
(Chesin e Zipf, 1990). Por exemplo, os niveis dos inibidores de proteinases (PI) em folhas séo
normalmente baixos podendo ser rapidamente induzidos a niveis elevados quando as plantas
sdo atacadas por insetos, sofrem danos mecanicos ou sao expostas a fitohormonios (Rakwal et
al., 2001). Além da sintese de Pl induzida no local do ataque, foi demonstrado que sinais
especificos originarios dos tecidos danificados séo transportados via floema e estimulam a
sintese de PI por toda a planta (Jongsma e Bolter, 1997), sendo este processo denominado
imunizacdo sistémica (Dean e Kuc, 1986; Gottstein e Kuc, 1989).

Existem inGmeras proteinas envolvidas em complexos mecanismos de defesa de
plantas. Entre elas podemos citar: os inibidores protéicos, como, os inibidores de o.-amilases e
o0s de proteinases (Chrispeels et al., 1998; Bode e Huber, 2000; Franco et al., 2000; Sales et
al., 2000; Carline e Grossi de S&, 2002), bem como as quitinases, proteinas inativadoras de
ribossomos (RIPS), arcelinas, vicilinas, leguminas, lectinas, defensinas, tioninas, proteinas de
transferéncia de lipideos (LTPs) (Cardona et al., 1990; Block Jr. e Richardson, 1991; Meins et
al., 1994; Dempsey et al., 1998; Sales et al., 2000; Santanu et al., 2001; Wijaya et al., 2000)
entre outras. Além da inducdo destas proteinas de defesa, as plantas liberam para o ambiente
compostos volateis que atraem predadores dos insetos herbivoros (Birkett et al., 2000),
promove a sintese de metabolitos secundéarios (Baldwin, 2001; Kliebenstein et al., 2001) e o

aumento da densidade de tricomonas em folhas e caule (Fordyce e Agrawal, 2001).
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1.2.1-INIBIDORES DE a-AMILASES

As a-amilases (a-1,4-glicanohidrolases) sdo enzimas abundantes encontradas em
animais, plantas e microrganismos que catalisam a hidrélise inicial de polissacarideos com
ligacGes do tipo a-1,4, como amido e glicogénio, produzindo oligossacarideos menores, que
serdo posteriormente transformados em carboidratos simples assimilaveis pelos organismos.
Em insetos que se alimentam de sementes durante a fase adulta e/ou larval, essas estdo entre
as enzimas mais importantes (Grossi de Sa e Chrispeels, 1997a; Strobl et al, 1998).

Os inibidores de a-amilases sdo proteinas que inibem direto ou indiretamente a agdo
catalitica destas enzimas. A inibicdo direta ocorre quando o inibidor interage com os residuos
presentes no centro catalitico da enzima bloqueando o acesso do substrato. Estudos de
cristalizacdo do inibidor de Amaranthus (AAI) complexado com a a-amilase TMA (Pereira et
al., 1999) mostra claramente este tipo de inibicdo. No entanto, a inibicdo indireta foi
demonstrada a partir de estudos da estrutura molecular do complexo formado entre o inibidor
BASI de cevada e a a-amilase de cevada AMY2, onde o inibidor se liga a um sitio proximo
ao sitio catalitico da enzima criando uma cavidade na superficie da proteina que acomoda um
ion de célcio extra, o qual contribui para a atividade inibitéria do BASI (Rodenburg et al.,
1995).

O primeiro inibidor de a-amilase foi descrito no trigo e cevada em 1933 e 1934,
respectivamente (Chrzaszcz e Janicki, 1934). O préximo relato, ocorrido somente em 1943,
determinou a natureza protéica e solubilidade dos inibidores de a-amilase de trigo, centeio e
determinadas variedades de cevada (Kneen e Sandstede, 1943).

Os inibidores de a-amilases podem ser divididos em 2 classes: os inibidores
proteinaceos e ndo proteindceos (Franco et al., 2002). Os inibidores de o-amilases
proteinaceos compreendem um grande numero de biomoléculas, que além de serem
encontrados em plantas, também séo encontrados em microrganismos e animais (Svenson et
al., 2004).

Em plantas, os inibidores de a-amilases constituem uma importante familia de
proteina, 0s quais podem ser encontrados em cereais como o trigo (Garcia-Maroto et al.,
1991; Feng et al., 1996), cevada (Abe et al., 1993) e centeio (Garcia-Casado et al., 1995), em
leguminosas como o feijdo comum (Marshall e Lauda, 1975; Ishimoto et al., 1996; Grossi de
Sa et al., 1997) e o feijdo-de-corda (Melo et al., 1999), além de outras familias de vegetais.
Estas proteinas podem apresentar diferente massa molecular de: 5kDa (Bloch Jr. e
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Richardson, 1991), 9kDa (Melo et al., 1999), 13kDa, 26kDa (Feng et al., 1996) e 50kDa

(Kasahara et al., 1996), e uma notavel variedade estrutural apresentando diferentes tipos de

inibicdo, assim como, diferentes espectros de especificidade contra diversas a-amilases
presentes em diferentes espécies (da Silva et al., 2000; Oliveira-Neto et al., 2003). Estas
proteinas podem se apresentar na forma de monémeros, dimeros e tetrameros.

De acordo com Richardson (1991), os inibidores proteinaceos de a-amilase foram
classificados baseados na sua estrutura terciaria em seis classes: tipo lectina, knotina, cereal,

Kunitz, y-puritionina e taumantina.

1.2.1.1 - Inibidor de a-amilase tipo lectina

Em sementes de feijdo Phaseolus sp. os inibidores de a-amilases fazem parte de uma
familia de proteinas de defesa que inclui as fitohemaglutininas (PHAE e PHAL) e as arcelinas
(Chrispeels e Raikhel, 1991). Os inibidores de a-amilases em feijdo, P. vulgaris, foram
isolados pela primeira fez em 1945 por Bowman. Estes inibidores tém sido purificados e
caracterizados a partir de diferentes acessos e variedades de feijdo comum (P. vulgaris). Os
inibidores denominados aAl-1 e alAl-2, isoformas presentes em acesso cultivado e selvagem
de feijdo comum, respectivamente, diferem quanto ao seu perfil eletroforético, composicao de
subunidades, estabilidade térmica (Iguti e Lajolo, 1990) e em sua especificidade contra a-
amilases de fontes distintas. Por exemplo, enquanto o inibidor aAl-1 inibe a o-amilase
pancredtica de porco (PPA), a-amilase de C. maculatus (ACM), C. chinensis (ACC)
(Kasahara et al., 1996) e a-amilase de H. hampei (Valencia et al., 2000), o inibidor aAl-2
atua somente contra a a-amilase do Z. subfasciatus (ZSA) (Grossi de S& et al., 1997b; Da
Silva et al, 2000). Nenhum desses inibidores apresenta efeito inibitorio contra a-amilase do A.
obtectus (AAO) (Melo et al., 1999). Uma terceira isoforma, aAl-L, também conhecida como
aAl-3, isolado de P.vulgaris, cultivar Rico 23 apresesenta-se na forma de cadeia Unica sendo
inativa contra todas a-amilases testadas (Finardi-Filho et al., 1996). Esta proteina tem sido
considerada um intermediario entre as fitohemaglutininas, arcelinas e inibidores de o-
amilases (Wato et al., 2000).

O mecanismo de interagdo e especificidade entre inibidor e a-amilase ainda nédo foi
completamente elucidado, mas alguns avancos tém sido demonstrados nos ultimos anos e

estudos envolvendo estruturas moleculares vem sendo realizados por diferentes grupos. De
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acordo com Grossi de Sa e colaboradores (1997b), a inibicdo de ZSA causada pelo aAl-2 é
dependente tanto do tempo, quanto do pH. Apesar de La Jolo e colaboradores (1991)
proporem uma propor¢do estequiométrica 1:1 (inibidor-a-amilase), estudos recentes
demonstraram que alguns inibidores diferem desse tipo de interacdo. Kasahara e
colaboradores (1996) sugeriram uma proporcdo estequiométrica de 2:1, onde uma Unica
molécula de aAl-1 de feijdo comum, por meio de dois sitios de ligacdo independentes, se liga
e inibe duas moléculas de amilase de pancreas de porco. A interacdo entre aAl-1 com PPA
apresenta uma modificacdo conformacional do sitio ativo de a-amilase. Neste caso, a cadeia
principal da alca flexivel da a-amilase (residuos 304-310) que forma a margem superficial do
sitio de ligagdo com o substrato € empurrada pelo inibidor. O inibidor entdo toma o lugar da
alca, bloqueando o sitio catalitico ao formar o complexo enzima-inibidor (Bompard-Gilles et
al., 1996). Muitos autores tém observado que alguns aminoacidos dos inibidores sdo
essenciais para a interacdo com as o-amilases. Billeter e colaboradores (1989) por meio de
anélise de ressonancia magnética nuclear (RMN) e difracdo de raio X, determinaram a
estrutura do inibidor Tendamistad bacteriano mostrando que o sitio reativo consiste no
segmento Trp*®-Arg™®-Tyr®, o qual se encontra em uma alca exposta na proteina. No inibidor

188_Ser'®-Tyr'®. Mutacdo destes residuos do

oAl-1, esta sequéncia coresponde a Trp
tripeptideo proximo ao C-terminal por Gly-Asn-Val (residuos de amonoacidos presentes em
fitohemaglutinina) produziram inibidores inativos (Mirkov et al., 1995). A similaridade dos
sitios reativos entre a.Al-1 e Tendamistad sugere que ambos podem se ligar ao sitio catalitico
da a-amilase de pancreas de porco da mesma maneira. O residuo de serina do inibidor olAl-1
pode interagir com o acido aspartico catalitico (Qian et al., 1993), enquanto o Trp'® lateral e
a Tyr*® podem se ligar aos sitios vizinhos. Além destes residuos, nove amonoacidos de o Al-1
formam contato direto com PPA por pontes de hidrogénio para a formacdo do complexo
(Bompard-Gilles et al., 1996).

Para melhor entender a especificidade de interacdo entre as a.-amilases e 0s inibidores,
estudos envolvendo estruturas moleculares tridimensionais vém sendo realizados por
diferentes grupos. Utilizando dados de cristalografia do complexo aAl-1/PPA (Bompard-
Gilles et al., 1996) e da TMA, foi possivel a construcdo de modelos computacionais que
simulam a formacdo do complexo encontrado na natureza, como por exemplo, o complexo do
inibidor aAl-2 e a-amilase de Z. subfasciatus (oAl-2/ZSA), assim como a simulagdo de
complexos artificiais (aAl-2/PPA e aAl-1/ZSA) (Da Silva et al., 2000; Lé Berre-Antonon et

al., 2000). Esses modelos estruturais foram analisados comparativamente, os quais oferecem
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informacdes Uteis para o desenho de experimentos que objetivem a producdo de inibidores
mutantes com a especificidade desejada.

Segundo Da Silva e colaboradores (2000), a sobreposicdo das moléculas de aAl-1
(estrutura 3D obtida através de difracdo de raios-x) e aAl-2 (produto de modelagem
molecular) mostraram uma homologia estrutural entre as duas alcas principais (N-terminal e
C-terminal) envolvidas nas interacdes com as o-amilases. A alca N-terminal no aAl-2
apresentou um tamanho reduzido e uma orienta¢do espacial oposta, quando comparada, a
mesma alca no oAl-1, sugerindo uma possivel funcdo dos aminodcidos envolvidos na
especificidade da interacdo (Grossi de Sa e Chrispeels, 1997a; Da Silva et al., 2000). Também
foi observada a auséncia dos residuos Ser** e Tyr® no inibidor aAl-2. A falta destes residuos
poderia reduzir a formagéo da rede de pontes de hidrogénio na complexacéo do inibidor olAl-
2 com a enzima PPA. Além das pontes de hidrogénio, outros parametros envolvidos na
energia de ligagdo, como o potencial eletrostatico e a complementaridade das cargas e da area
de superficie, foram analisados, demonstrando que a atividade especifica entre aAl-1/PPA e
aAl-2/ZSA é multifatorial e dependente de varios fatores responséveis pela formagdo do
complexo (Da Silva et al., 2000).

Os inibidores de a-amilases encontrados em feijdo comum s se tornam ativos apds
sofrerem processamento e isto pode ocorrer em um Unico passo ou em passos multiplos. Os
inibidores oAl sdo sintetizados como uma pré-proteina que sofre acdo proteolitica para se
tornar ativo (maduro). A clivagem proteolitica ocorre no residuo Arg’’ (Santino et al., 1992),
resultando na formacdo de duas subunidades glicosiladas com massas moleculares estimadas
em 10 e 14,6 kDa, originando as cadeias a e 3, respectivamente (Moreno e Chrispeels, 1989;
Yamaguchi, 1993). Estudos utilizando espectrometria de massa mostraram que 0s inibidores
aAl-1 e aAl-2 necessitam dessa clivagem para ativacdo (Yong et al., 1999). A dimerizacéo
da proteina ocorre no reticulo endoplasmatico, sendo entdo transportada para o complexo de
Golgi onde um dos trés glicanos é modificado pela remog¢do da manose. Apds a chegada da
proteina aos vacuolos, o inibidor € entdo clivado em duas cadeias a e 3 e sete aminoacidos
terminais sdo removidos (Figura 07). A proteina madura contém glicanos ligados & Asn® e
por espectrometria de massa foi observado que existem dois glicanos por cadeia (Chrispeels et
al., 1998; Yong et al., 1999).

21



Introducdo

Ribossomo RE Vacuolo

Clivagem

er Glicosilagéo
Proteolitica 10 kDN \ >

Arg77 -
Pro-proteina 14,6 kDa 7 aminoacidos
24.6 kDa clivados

Figura 07: Processamento dos inibidores de a-amilases de feijdo comum (P. vulgaris).
Fonte: Melo et al., 1999.

A maioria das pesquisas concentra-se nos inibidores de a-amilases de mamiferos e
insetos predadores, sendo ainda insipiente os estudos em relacdo aos fungos (Figueira et al.,
2003).

1.2.2-INIBIDORES DE PROTEINASES

As proteases (peptidil hidrolases, EC 3.4) sdo enzimas que clivam liga¢Ges peptidicas
e estdo classificadas em dois grupos de acordo com o local de clivagem. As proteases que
hidrolisam ligacbes peptidicas internas sdo denominadas endopeptidases (EC 3.4.21-24),
também conhecidas como proteinases, e as proteases que clivam as ligacGes N-terminais ou
C-terminais, sdo denominadas de exopeptidases (EC 3.2.4.11-19) (Ryan e Walker-Simmons,
1981).

As proteinases estdo amplamente distribuidas na natureza sendo encontradas em virus,
bactérias, mamiferos, insetos e plantas, realizando distintas funcdes (Bode e Huber, 2000).
Nos insetos estas enzimas exercem vital importancia no processo digestivo e na metamorfose,
possuindo diferentes locais de sintese e mecanismos de ag&o.

Baseado no mecanismo catalitico, as proteinases estdo divididas em quatro classes:
serino proteinases, cisteino proteinases, aspartil proteinases e metalo proteinases.

As proteinases tém sua funcdo catalitica bloqueada pela agdo dos inibidores presente
em plantas, os quais sdo classificados de acordo com a sua especificidade em relacdo as
mesmas: inibidores de proteinases serinicas; cisteinicas; asparticas e metalo-proteinases.

(Ritonja et al., 1990; Baudys et al., 1991).
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Embora a funcdo metabolica dos inibidores ainda ndo esteja totalmente elucidada,
diversas funcGes sdo sugeridas para os inibidores de proteinases nas plantas, como regulacéo
da atividade proteolitica endogena durante a dorméncia das sementes (Ryan, 1990),
participagdo em VAarios processos do desenvolvimento, incluindo morte celular programada
(Solomon et al., 1999), como simples proteina de reserva (Xavier-Filho, 1992) e como
componentes associados a resisténcia de plantas frente a insetos e patogenos (Lu et al, 1998;
Pernas et al., 1999).

O mecanismo de agdo dos inibidores de proteinases, assim com os inibidores de a-
amilases, em insetos esta relacionado com o processo digestivo. O inibidor por meio da sua
ligacdo especifica a enzimas proteoliticas do intestino dos insetos provoca uma diminuicdo da
assimilacdo de nutrientes, impedindo que estas executem suas fungbes primordiais no
processo de digestdo protéica (Ryan, 1991).

Todos os inibidores de proteinases séo biossintetizados como precursores inativos
conhecidos como pro-proteina ou zimogénio, os quais sdo armazenados e, em seguida,
ativados quando necessario. A ativacdo envolve protedlise decorrente da ligacdo do sitio
catalitico da enzima ao peptideo, mais especificamente, a regido do N-terminal (Laskowski e
Qasim, 2000).

Os inibidores de proteinases serinicas constituem o grupo dos inibidores que
apresentam melhor caracterizacdo (Ryan e Walker-Simmons, 1981). Nos ultimos anos,
entretanto, muitos inibidores de proteinases cisteinicas também foram caracterizados (Koiwa
et al.,, 2000, Rigden et al., 2001). Os inibidores de metalo-proteinases e de proteinases
asparticas de plantas estdo sendo estudados ainda em menor escala (Barret, 1986; Turk e
Bode, 1991).

1.2.2.1-Inibidores de proteinases serinicas.

Os inibidores de proteinases serinicas além de serem encontrados em tecidos de
reservas vegetais, tais como sementes, tubérculos, folhas e frutos, também sdo encontrados
em tecidos animais e em microorganismos (Richardson, 1991; Xavier-Filho, 1992; Shewry e
Lucas, 1997; Melo et al., 2002). Estes estdo agrupados em oito familias de acordo com a
classe da enzima inibida, com o tamanho da molécula e homologia com a sequiéncia primaria
(Laskowiski e Kato, 1980): Bowman-Birk, Kunitz, Batata | e Il, Abobora, a superfamilia de

Cereais, familia Ragi proveniente do milheto indiano e a familia do tipo Taumatina.
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A maioria dos inibidores de proteinases serinicas atua diretamente bloqueando o
acesso do substrato ao centro catalitico das proteinases. Estes inibidores reagem com suas
enzimas cognatas por meio de um mecanismo semelhante ao que ocorre na ligacdo entre
enzima e substrato (Laskowski e Kato, 1980; Grutter et al., 1990). As proteinases serinicas
em geral apresentam um sitio ativo em forma de “canyon” (garganta) circundado por duas
alcas flexiveis. Desta maneira, somente substratos macromoleculares com formas semelhantes
ou inibidores tem acesso ao sitio ativo.

Os inibidores de proteinase serinicas mais estudados representam a familia Kunitz e os
de Bowman-Birk, ambos de soja (Ritonja et al., 1990; Baudys et al., 1991), que se ligam
diretamente ao sitio ativo, bloqueando a entrada de moléculas de substrato concretizando uma
inibicdo do tipo candnica. Uma exce¢do acontece as trombinas, que se ligam a um sitio
adjacente ou a um exositio, desestabilizando a molécula de protease e impedindo que esta
tenha atividade enzimatica (Bode e Huber, 1992).

Kunitz e Northrop (1936) isolaram e cristalizaram o inibidor de tripsina pancreéatico de
porco (BPTI) e em 1945, Kunitz cristalizou o inibidor de tripsina de soja (STI). Estes
inibidores foram bem caracterizados, mostrando formar complexo com a tripsina em uma
proporcéo estequiométrica de 1:1. A formacdo do complexo se da em pH neutro, e quando
este valor de pH é reduzido, o complexo € desfeito voltando a se estabilizar com o0 aumento
do pH (Laskowski e Qasim, 2000, see review). Koide e lkenaka (973) estabeleceram a
sequéncia completa de aminoacidos do inibidor de Kunitz de soja.

Bowman (1946) isolou pela primeira fez um inibidor tipo Bowman-Birk que foi
posteriormente bem caracterizado por Birk e colaboradores (1946).

A estabilidade térmica dos inibidores de proteinase depende de seu peso molecular e
do grau de estabilizagcdo da conformagéo ativa por pontes dissulfeto (Belitz e Grosch, 1988).
O inibidor de Bowman-Birk de soja € mais estavel ao calor e as variagdes do pH do que o
inibidor de Kunitz, devido as diferencas de tamanho e numeros de ligacGes dissulfeto
(Sgarbieri e Whitaker, 1982).

1.2.2.1.1-Inibidor do tipo Bowman-Birk.
Inicialmente acreditava-se que o0s inibidores da familia Bowman-Birk (BBI)

expressavam-se apenas em sementes (Hammond et al., 1984). Entretanto, estudos com milho,

alfafa e arroz mostraram que além de estarem presentes nas sementes, estes inibidores se
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expressavam em folhas e caules submetidos a injaria (Rohrmeier e Lehle, 1993; McGurl et
al., 1995; Rakwal et al., 2001).

Os BBIs sdo proteinas globulares que estdo presentes em monocotileddnias e
dicotiledonias. Em dicotileddneas séo caracterizados por suas pequenas massas moleculares,
que variam de 7 a 10 kDa, podendo apresentar em torno de 70 a 90 residuos de aminoacidos e
14 cisteinas que formam 7 pontes dissulfeto, as quais permitem a formacdo de uma estrutura
assimétrica composta por dois dominios independentes localizados em extremos opostos da
molécula (Birk, 1985; Werner and Wemmmer, 1991; Prakash et al., 1996; Gariani e
Leatherbarrow, 1997). Nas monocotiledoneas estes inibidores apresentam uma variacdo de
peso molecular de 8 a 20 kDa e o numero de cisteinas numa mesma molécula pode chegar a
26 (Odani e Ikenaka, 1978).

Em geral, os sitios de inibicdo dos BBIs sdo “loops” (alcas) localizados na superficie
da molécula, os quais sdo formados por pontes dissulfeto e compostos por nove residuos de
aminoacidos caracteristicos. A especificidade de inibicdo esta relacionada ao terceiro residuo
de aminoacido presente no “loop” (N—C) que é denominada de posi¢do P1 (Rahbé et al.,
2003).

O primeiro sitio ativo da maioria dos inibidores de Bowman-Birk de dicotileddneas
inibe tripsina, enquanto que o segundo sitio ativo inibe tripsina, quimotripsina e elastase (QI
et al., 2005). Nestes inibidores a inibicdo de tripsina esta relacionada a presenca de lisina ou
de arginina na posicdo P1, exceto no inibidor de soja C-l11 (SOYBNZ2) e no inibidor de feijdo
de porco PHAVU onde a posicdo P1 € ocupada pela alanina. No entando a presenca da
alanina no segundo sitio ativo € especifica para elastase. O residuo P1 no segundo sitio ativo é
bem varidvel podendo ser arginina (Arg), tirosina (Try), leucina (Leu), fenilalanina (Phe) ou
alanina (Ala) sendo que a inibicdo da quimotripsina esta relacionada principalmente pela
presenca de Phe (Odani e Ono, 1980; Campos et al., 2004). Se o residuo for uma arginina, a
capacidade de inibir ou ndo uma quimotripsina depende da hidrofobicidade do residuo P2’.
Quando em P2’ estiver presente um aminoacido hidrofébico como a metionina, uma
quimotripsina pode se ligar a alga, porém se nesta posicdo estiver presente um aminoacido
hidrofilico como a glutamina, a afinidade desta alca por quimotripsina diminui. A posicdo P2’
também €é importante para a estabilidade do inibidor quanto a hidrélise, por exemplo, a
isoleucina em P2’ aumenta a estabilidade da molécula quando comparada a presenca da
asparagina. A atividade inibitoria dos BBIs, segundo Maeder e colaboradores (1992), é o

resultado de uma conformacdo inflexivel da alca de inibicdo a qual é conferida pelo seu
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tamanho reduzido, a ocorréncia de uma ou mais prolinas na al¢a, uma treonina p-ramificada
na posicao P2 e pontes de hidrogénio entre P5° (GIn) e P2 (Thr) e P1” (Ser).

Estes inibidores sdo constituidos de uma Unica cadeia polipeptidica com duas ou mais
regibes homologas internas repetidas (Birk, 1985; Xavier-Filho, 1992). Uma caracteristica
marcante destas proteinas € a tendéncia a formarem dimeros (Laskowiski e Kato, 1980; Birk,
1985).

Os BBIs se apresentam em varias isoformas, com seqiiéncia de residuos aminoacidos
bastante idéntica. As isoformas, vindas de cisdes nas regides N e C terminais, que ocorrem
durante a maturagdo, quiescéncia e germinacdo de sementes, podem também ser resultantes
da expresséo de genes distintos (Odani e Ikenaka, 1973; Tan-Wilson et al., 1986). Tanto nas
monocotileddnias como nas dicotileddnias, a por¢do N-terminal dos genes varia bastante, o
gue sugere que esta regido seja menos importante na interacdo entre o inibidor e a proteinase
(Suzuki et al., 1987; Rakwal et al., 2001).

Grande numero desses inibidores tem sido isolados e caracterizados, e diferentes
estudos vém sendo desenvolvidos com os BBIs enfatizando seu efeito in vitro e in vivo sobre
as proteinases digestivas, crescimento e desenvolvimento de insetos de diferentes ordens,
dando destaque para o0s insetos da ordem lepddptera, 0s quais possuem uma grande
quantidade de proteinases serinicas em seus tratos digestivos (Applebaum, 1985). O inibidor
de soja SBBI se mostrou bastante efetivo quando testado in vitro contra as proteinases das
larvas de Helicoverpa armigera e quando incorporado a dieta afetaram o crescimento deste
inseto (Johnston et al., 1993).

Os insetos da ordem coleGptera, na maioria dos casos, apresentam como principal
enzima digestiva as proteinases cisteinicas (Murdock et al., 1987), alguns relatos mostraram
que proteinases serinicas sdo detectadas em algumas espécies (Purcell et al., 1992; Valencia et
al., 1994; Franco et al., 2003). Esses estudos contribuiram para a busca de inibidores de
proteinases contra coledpteros. Ortego e colaboradores (1998) mostraram que larvas de
Aubeonymus mariaefranciacae quando alimentadas com dieta artificial contendo os inibidores
SBBI, STI, TEI (inibidores de tripsina da clara do ovo) e LBI (inibidor de tripsina de feijao
lima), os quais foram avaliados separados ou em combinacdo de dois ou trés, apresentaram
uma baixa taxa de sobrevivéncia, além de um retardo no tempo de desenvolvimento pupal e
surgimento do inseto. Com relagdo ao ensaio in vitro o SBBI apresentou uma maior taxa de
inibicdo para quimotripsina e elastase e uma taxa de inibicdo para tripsina semelhante aos
demais inibidores. Franco e colaboradores (2003) foram os primeiros a relatar o efeito

inibitorio in vitro e in vivo de um BBI, purificado de semente de V. unguiculata denominado
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BTCI, contra a atividade proteolitica de tripsina, presente no intestino de larvas do coledptero
Anthonomus grandis.

Estudos recentes demonstraram que esta familia de inibidores possui toxicidade
também para hemiptera. Rahbé e coloboradoes (2003) revelaram que isoformas de BBIs de
ervilha sdo toxicas para o anfidio Acysthosiphon pisum por retardar o desenvolvimento das
ninfas. Estes autores determinaram ainda que esta atividade esta atribuida ao sitio ativo de
inibicdo para quimotripsina.

Além de serem estudados quanto a importancia no controle de insetos-praga, oS
inibidores de proteinases vém, também, sendo bastante estudados ao longo dos Gltimos anos
por apresentarem atividade anticarcinogénica (Kennedy, 1998). Segundo Chen e
colaboradores (1992b) neste aspecto, os BBIs sdo particularmente interessantes, pois sdo
relativamente estaveis aos acidos presentes no trato digestivo de humanos e animais. Estes
autores concluiram que populacdes que consomem em sua dieta altos niveis de BBI tém

baixas taxas de cancer de cdlon, seio, prostata e pele.

1.2.2.2 - Inibidores de proteinases cisteinicas

O termo cistatina refere-se a todos os membros da familia dos inibidores de
proteinases cisteinicas, comprovadamente relacionado a nivel evolutivo e estrutural da
cistatina de galinha (Barrett, 1987; Krizaj et al., 1993), elas apresentam um grande intervalo
de peso molecular que vai de 5 kDa, para o inibidor de V. unguiculata subsp. cylindrica (Rele
et al., 1980) até 80 kDa, para o inibidor isolado de tubérculo de batata (Waldron et al., 1993).
Todos os inibidores estudados possuem uma seqiéncia consenso central constituida pelos
residuos de aminoacidos GIn-Val-Val-Ala-Gly ou homélogos (GIn-X-Val-Y-Gly), que é
essencial para a sua interacdo com a proteinase cisteinica alvo (Abrahanson et al., 1987;
Stubbs et al., 1990; Auerswald et al., 1992). Um residuo de Gly também é encontrado na
extremidade aminoterminal (Bode et al., 1988; Machleidt et al., 1989) bem como a sequiéncia
Phe-Ala-Val-Asn-Glu-His-Asp e a seqliéncia Pro-Trp proximo a extremidade carboxiterminal
(Fernandes et al., 1993). As analises da estrutura por raios-x das cistatinas, mostraram a
existéncia de dois dobramentos ou al¢as na estrutura primaria destas proteinas, ambos do tipo
grampo; um na regido consenso central, citada anteriormente, e um segundo na extremidade
carboxiterminal que sdo considerados essenciais para sua atividade inibitéria (Abe et al.,
1988, Abe e Whitaker, 1988; Arai et al., 1991; Zhao et al., 1996).
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Os membros da superfamilia cistatina estdo agrupados em quatro familias, trés de
origem animal (Barrett, 1987) e uma de origem vegetal (Turk e Bode, 1991), de acordo com a
similaridade da sequiéncia primaria, presenca ou ndo de pontes dissulfeto e peso molecular. As
cistatinas de origem animal estdo classificadas em trés diferentes familias: a familia 1,
chamada de estefinas; a familia 2, conhecida como cistatina; a familia 3, denominada de
cininogénio (Barrett, 1987).

A gquarta familia denominada de fitocistatina compreende os inibidores de proteinases
cisteinicas de origem vegetal (Lim et al., 1996; Ojima et al., 1997) que estdo relacionados
geneticamente a orizacistatina. Elas tém seqiiéncias similares aquelas das estefinas e
cistatinas, mas em geral ndo contém residuos de cisteina e nem pontes dissulfeto (Abe et al.,
1987; Kondo et al., 1990; Abe e Arai, 1991). Estas proteinas geralmente apresentam a
sequéncia Phe-Ala-Val-Asn-Glu-His-Asp, proximo a extremidade aminoterminal, que ¢é
caracteristica bastante conservada nas cistatinas da familia 1 e 2 (Kondo et al., 1990, 1991,
Turk e Bode, 1991; Abe et al., 1992; Fernandes et al., 1993). As fitocistatinas podem ser
ainda subdivididas em dois grupos com base no numero de dominios presentes em sua
estrutura; um grupo que possui as cistatinas com cadeia polipeptidica constituida por um
unico dominio, onde se encontram a maioria das cistatinas vegetais, e um outro grupo que
compreende as cistatinas constituidas de multiplas cadeias polipeptidicas (Botella et al., 1996)
denominado de multicistatinas, que possui dois representantes, a multicistatina do tubérculo
de batata (Waldron et al., 1993), com oito dominios e uma multicistatina identificada no
tomate (Boulter, 1993).

As especulacbes, na tentativa de elucidar o verdadeiro papel fisioldégico das
fitocistatinas, tém levado os pesquisadores a estudar mais intensamente essa classe de
proteinas. Estas proteinas vém sendo purificadas de diferentes fontes vegetais como: de arroz
(Abe et al., 1987; Kondo et al., 1990); de sementes de feijédo orelha-de-negro, Enterolobium
contortisiliquum (Oliva et al., 1987); do milho (Abe e Whitaker, 1988; Abe e Arai, 1991; Abe
et al., 1992); do talo de abacaxi (Lenarcic et al., 1992); do tubérculo de batata (Krizaj et al.,
1993; Waldron et al., 1993); sementes de soja (Misaka et al., 1996) entre outras e também
estdo sendo caracterizadas.

Vérias hipoteses relacionadas ao sitio reativo das cistatinas foram propostas e em
estudos cristalograficos foram definidos a (as) regido (6es) de contato entre as cistatinas e

suas proteinases cisteinicas especificas (Matsumoto et al., 1997).
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Barrett em 1987 prop6s um modelo de interacdo entre as proteinases cisteinicas e as
cistatinas. Segundo o modelo, o sitio reativo das cistatinas estaria proximo a ligacéo peptidica
do residuo de Gly proximo a extremidade aminoterminal, que até entdo é conservado nas
cistatinas, seja de origem animal ou vegetal. Uma segunda area de contato seria a regido da
seqiiéncia consenso central altamente conservada (GIn-Val-Val-Ala-Gly) entre as cistatinas.

A cistatina de arroz e seus derivados truncados na extremidade N- e C-terminal foram
estudados na tentativa de elucidar quais regides eram responsaveis pela atividade inibitoria
contra a papaina mostrando que os 21 residuos de aminoacidos aminoterminais ndo sdo
necessarios para a atividade inibitéria da orizacistatina e nem o residuo de Gly®, mas a
segunda regido conservada constituida por GIn>>-Val-Val-Ala-Gly*’ foi essencial para essa
atividade. Nenhuma hipoétese foi descartada de que outras regiées poderiam contribuir para a
inibicdo da atividade da papaina (Abe et al., 1988).

De acordo com um esguema proposto para a interacdo entre a cistatina de ovo de
galinha e papaina, um residuo de Gly® proximo & extremidade aminoterminal, a seqiiéncia
consenso central constituida por GIn-Val-Val-Ala-Gly ou seus derivados e uma sequéncia
Pro-Trp proximo a extremidade carboxiterminal, foram considerados importantes no
mecanismo de interacdo entre as duas proteinas (Machleid et al., 1989).

Arai e colaboradores (1991), em uma investigacao utilizando mutagénese sitio dirigida
na regido central conservada (GIn®-Val-Val-Ala-Gly>’), observaram que a regido da
seqliéncia consenso central era a regido primaria de interacdo da cistatina com a papaina e
responsével pela atividade inibitéria. A seqiiéncia Pro®-Trp®*, préxima a extremidade
carboxiterminal, atuaria como um co-fator contribuindo para o sitio ativo da papaina e que a
extremidade aminoterminal que contém o residuo de Gly®, ndo contribuia significativamente
para a atividade inibitdria da orizacistatina.

Zhao e colaboradores (1996) observaram que as cistatinas de soja, denominadas de N2
e R1, tinham substancialmente maior atividade inibitoria contra a papaina que a forma L1. A
diferenca na atividade inibitéria da papaina, entre as trés isoformas, indicava que outros
residuos além da sequéncia consenso central (GIn-X-Val-Y-Gly) e o Trp no primeiro e
segundo dobramento do tipo grampo na estrutura primaria da proteina, mediavam a atividade
do inibidor. Todas as trés isoformas apresentavam em sua sequéncia primaria o residuo de
Trp™?" proximo & extremidade carboxiterminal, um residuo de Gly préximo a extremidade
aminoterminal. Na regido central, L1 e R1 apresentavam as seguintes sequéncias, GIn-Val-
Val-Ser-Gly enquanto que N2 apresentava GlIn-Val-Val-Ala-Gly. Os dados cristalograficos

29



Introducdo

ndo mostraram um envolvimento funcional das pontes dissulfeto na interacdo entre cistatinas
e papaina (Bode et al., 1988; Stubbs et al., 1990; Turk e Bode, 1991).

Os relatos encontrados na literatura cientifica mostram que os efeitos dos inibidores de
proteinases cisteinicas quando incorporados a dieta dos insetos podem resultar em uma maior
taxa de mortalidade, diminuicdo do ganho de peso e fecundidade reduzida. Wolfson e
Murdock (1987) relataram que o consumo de folhas de batatas tratadas com E-64, um potente
inibidor de proteinase cisteinica, retardou o crescimento e desenvolvimento do besouro da
batata do Colorado, Leptinotarsa decemlineata. Larvas de gorgulho do feijao-de-corda, C.
maculatus, tratadas com dietas artificiais contendo E-64 em concentragdes de 0,01-0,25% por
peso, prolongou o tempo de desenvolvimento do inseto e niveis de 0,09% de E-64 aumentou a
mortalidade em 50% e reduziu a fecundidade das fémeas (Murdock et al., 1988). Larvas
neonatas de Diabrotica undecimpuctata e L. decemlineata, ambos coledpteras, alimentados
com dietas artificiais contendo E-64, tiveram suas atividades proteoliticas intestinais do tipo
cisteinicas, inibidas em 69% e 100%, respectivamente (Purcell et al.,, 1992). Orr e
colaboradores (1994) observaram a ocorréncia de 75% e 92% de inibicdo homogenato
intestinal de larvas de D. undecimpuctata e D. virgifera, respectivamente, por acdo do E-64,
enquanto que a multicistatina de tubérculo de batata (PMC) mostrou-se 38% menos efetiva
para ambos as espécies de coledpteras. O PMC, introduzido em dietas artificiais, reduziu em
50% o crescimento de larvas neonatas de D. undecimpuctata e 70% em larvas neonatas de D.
virgifera. Michaud e colaboradores (1996) mostraram que as proteinases cisteinicas digestivas
de L. decemlineata e Otiorhynchus sulcatus foram inibidas significativamente por acdo da

orizacistatina-1 quando usada em doses excessivas.

1.2.3-PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS EXPRESSANDO INIBIDORES

Plantas geneticamente modificadas expressando inibidores estdo sendo utilizadas
como uma alternativa ao uso de pesticidas e inseticidas quimicos. A busca de fatores
aplicados a resisténcia de plantas a insetos-praga e patdégenos tem recebido consideravel
importancia, e neste sentido, a engenharia genética oferece a possibilidade da introducdo de
genes que podem tornar as plantas menos susceptiveis a insetos. Enfase vem sendo dada a
utilizacdo de genes que codificam inibidores de enzimas digestivas com atividade inseticida,

devido seu poder de reduzir e/ou provocar a morte dos insetos.
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A sintese e o acumulo destas proteinas ocorrem em diferentes estagios de
desenvolvimento das plantas, sendo normalmente encontradas em tecidos de armazenamento
como sementes e tubérculos. Existem evidéncias de que o aumento destes compostos nos
tecidos vegetais estd relacionado com ferimentos ou alimentacdo de insetos ou danos
mecanicos menores (Ryan, 1990). Diante disto, € esperado que estas proteinas, independente
de sua origem, desempenhe sua funcdo biologica em resposta ao ataque do inseto alvo na
planta geneticamente modificada.

Um aspecto bastante importante, quanto ao uso de genes codificadores de inibidores
de enzimas em transformacdo de planta, com o intuito de controlar o ataque de insetos, € a
selecdo destes inibidores a partir de estudos detalhados, levando em consideracéo a fisiologia
e a bioquimica de sua digestao pelo inseto.

O primeiro relato de plantas transgénicas expressando inibidores protéicos se deu em
1987, quando Hilder e colaboradores introduziram em plantas de fumo, via Agrobacterium
tumefaciens, um gene que codifica um inibidor de proteinase serinica do tipo Bowman-Birk
de feijdo de corda (V. unguiculata), denominado de CpTIl. A expressdo deste gene foi
controlada pelo promotor 35S de expressdo constitutiva do virus do mosaico da couve—flor
(CaMV). Os transformantes revelaram indices de expressdo do CpTl de aproximadamente
1% da proteina total sollvel. Este extrato foi utilizado para a realizacdo de bioensaios contra
larvas de Heliothis virescens, mostrando que houve uma diminuicdo da sobrevivéncia e
biomassa do inseto, além de uma reducdo de aproximadamente 50% de danos quando
comparadas com as plantas controle. Este efeito também foi observado quando testado contra
outros lepidopteros como Helicoverpa zea, Spodoptera litoralis e Manduca sexta. Este
mesmo gene foi transferido para outras culturas como o arroz, demonstrando em campo, um
aumento significativo de resisténcia contra duas de suas pragas, Sesamia inferens e Chilo
supresssalis (Xu et al., 1996).

Desde entdo, muitas outras plantas de interesse comercial como cereais, batata, feijao
e ervilha foram transformados com genes codificadores de inibidores de proteinases serinicas
e passaram a apresentar resisténcia a pragas oferecendo protecéo efetiva contra, por exemplo,
a insetos-praga (Ishimoto et al., 1996; Gatehouse et al 1999; Duan et al., 1996; Xu et al.,
1996; Morton et al., 2000), entretanto poucos sdo 0s casos da utilizacdo de inibidores de
proteinase serinica contra coledpteros (De Leo et al., 2001).

Muitos desses inibidores tais como o inibidor de tripsina de soja e o de feijdo-de-
corda, afetam o desenvolvimento de varios insetos lepddpteros (Broadway e Duffey, 1986), os
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quais possuem uma grande quantidade de proteinases serinicas em seus tratos digestivos
(Applebaum, 1985).

O inibidor MTI-2 de mostarda foi eficiente contra larvas de Plutella xylostella, quando
expresso em plantas de Arabidopsis thaliana, causando altos niveis de mortalidade e uma
acentuada reducdo no desenvolvimento, sendo também eficiente contra Mamestra brassicae
(L.), quando expresso em folhas de fumo transgénicos e contra S. litoralis, quando expresso
em sementes de granola (De Leo et al., 2001).

Falco e colaboradores (2003) mostraram que o inibidor de Bowman-Birk SBBI e o
inibidor tipo Kunitz SKTI, ambos de plantas de soja, quando expressos individualmente em
plantas de cana-de-acUcar transgénicas retardaram significativamente o desenvolvimento
daslarvas da Diatraea saccharalis.

Os inibidores de proteinases cisteinicas também vém sendo utilizados para
transformacéo de plantas visando o controle dos insetos pertencentes principalmente a ordem
coleoptera. A maioria dos genes que codificam para estes inibidores mostrou efeitos deletérios
contra coledpteros quando incorporados em dieta artificial (Chen et al., 1991a; Orr et al.,
1994; Edmonds et al., 1996; Koiwa et al., 1998) e poucos sdo os relatos que mostram o efeito
destes, quando introduzidos em plantas transgénicas. A atividade inibitoria da cistatina-l1 do
milho purificada das sementes de arroz transgénicos foi avaliada inibindo 50% das
proteinases digestivas de Sitophilus zeamais, inseto que infesta as sementes do arroz (Irie et
al., 1996). Relatos mostraram que cistatinas também oferecem resisténcia a nematoides
quando expressados em plantas geneticamente modificadas. A orizacistatina — 1 (OC-1) e uma
forma variante, contendo delecdo em um residuo de Asp86, denominada de OC-l1 D86,
guando expressadas em raizes de fumo tiveram suas atividades avaliadas contra papaina e
proteinase digestiva de Caenorhabditis elegans e de Globodera pallida e quando
incorporadas na dieta estas proteinas foram efetivas em reduzir o tamanho e a fecundidade de
ambas as espécies (Urwin et al., 1995). Urwin e colaboradores (1997) mostraram que a
cistatina de arroz expressada e regenerada de A. thaliana provocou efeitos significativos na
atividade das proteinases digestivas de fémeas de H. schachtii e M. incognita causando
reducdo no tamanho e na fecundidade.

Os primeiros relatos de plantas transgénicas utilizando inibidores de o-
amilases dizem respeito a producgdo de ervilhas transgénicas expressando o gene de alAl-1 em
niveis suficientes para tornar as sementes resistentes aos bruquideos C. maculatus, C.
chinensis e Bruchus pisorum (Shade et al., 1994; Chrispeels, 1996). Posteriormente, Ishimoto
e colaboradores (1989) demonstraram o efeito inseticida deste mesmo inibidor em plantas de
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feijdo azuki completamente resistente ao caruncho, C. maculatus. Em experimentos recentes,

Morton e colaboradores (2000), mostraram que ervilhas transgénicas expressando aAl-2

mostraram-se menos protegidas ao ataque de caruncho, B. pisorum, quando comparada com

as ervilhas que expresséo o aAl-1.
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2-APRESENTACAO

A elaboracdo do projeto que deu origem a este trabalho de tese teve como base os
resultados obtidos nos trabalhos desenvolvidos pelo pesquisador Arnubio Valencia da
Universidade de Caldas, Manizales-Colombia e colaboradores. Em 1994 este pesquisador
mostrou a presenca da atividade proteolitica da tripsina e quimotripsina no intestino de larvas
da broca-do-café e em 2000 mostrou a presenca da atividade proteolitica da a-amilase em
larva e inseto adulto da broca-do-café e a acdo de inibidores sobre estas atividades
enzimaticas. Posteriormente, utilizando extratos protéicos de semente de feijdo selvagem P.
coccineus, Valencia detectou atividade inibitéria de inibidores de o-amilases contra a-
amilases da broca-do-café (resultados ndo publicados). Diante destes resultados, e em
colaboracdo com o pesquisador, acima mencionado, sementes de P. coccineus acesso 35590 e
35619 foram utilizadas como material biolégico para o desenvolvimento deste trabalho de
tese, cujos resultados foram divididos em dois capitulos, | e Il. Ainda como parte deste
trabalho foi feita a purificacdo e caracterizagdo bioquimica de um inibidor de proteinase
cisteinica de sementes de algaroba que se mostrou bastante ativo contra as proteinases
digestivas de insetos-praga de grdos armazenados de feijdo, cujos resultados estdo mostrados

no capitulo I11.

Primeiro capitulo:

Os estudos relatados neste capitulo envolveram: a identificacdo de moléculas de
inibidores bioativas para o inseto-praga, H. hampei, presentes em sementes de P. coccineus
acesso 35590; a clonagem do gene para inibidor atAl-Pcl via técnica de PCR; expressdo do
gene Al-Pcl em plantas de fumo e a confirmagéo da atividade anti-metabolica sobre as a-

amilases de H. hampei.

Segundo capitulo:

Utilizando sementes de P. coccineus acesso 35619, cujo extrato protéico, apresenta
atividade de inibicdo para o-amilases e proteinases de H. hampei, foi purificado um inibidor
de Bowman-Birk, denominado de PcBBI1, com massa molecular de 8.689 Da, por meio de
técnicas cromatograficas. O inibidor PcBBI1 apresenta alta eficiéncia em inibir as proteinases
serinicas de H. hampei indicando seu uso promissor na obtencdo de plantas de café resistente

a broca-do-café.
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Terceiro capitulo:

Os resultados relatados neste capitulo mostram a purificagdo de um inibidor de
proteinase cisteinica, isolado de algaroba por meios cromatogréaficos. Este inibidor € do tipo
Kunitz com massa molecular de 20.000 Da e apresenta atividade inibitoria para proteinases
cisteinicas de pragas de feijdo armazenado, como: A. obtectus, C. maculatus e Z. subfasciatus
e contra; e para proteinases cisteinicas de M. mimosae, coledptera que infesta semente de

algaroba.
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3-OBJETIVOS

+ Identificar moléculas bioativas de sementes de P. coccineus com potencial inseticida

X/
o

para o controle da broca-do-café e viabilizar sua utilizagdo via engenharia genética.

Isolar inibidores de algaroba (P. juliflora) com poder inseticida para o controle de
insetos-praga que infestam graos de feijdo armazenados,

3.1- OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/
L X4

Caracterizar as moléculas protéicas (inibidores de o-amilase e de proteinases)

oriundas de sementes de P. coccineus e P. juliflora.

Isolar o gene para o inibidor a/Al-Pcl presente em P. coccineus.

Construir vetores de expressdo com o gene «Al-Pcl para introducdo em plantas de

fumo e café.

Transformar plantas de fumo, via Agrobacterium, para validar a agéo inseticida da

proteina recombinante aAl-Pcl.
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Capitulo I — Abstract

1-ABSTRACT

Plant a-amylase inhibitors are proteins found naturally in a wide range of plants with a
significant role in the natural defense system of those against insect-pests. A new gene
encoding for an a-amylase inhibitor protein of 223 amino acids residues, named aAl-Pcl,
was isolated from an wild bean Phaseolus coccineus. This inhibitor has 70-98% amino acid
identity with the other known bean a-amylase inhibitors. The «Al-Pcl gene driven by the
PHA-L phytohemaglutinin promoter was introduced into tobacco plants by Agrobacterium-
mediated transformation. The presence and expression of the aAl-Pcl gene in regenerated
(TO) and progeny (T1) transformant plants were determined by PCR amplification, enzyme-
liked immuno sorbent assay (ELISA) and immunoblot analysis. Seed protein extracts from
selected transformant reacted positively with polyclonal antibody raised against aAl-1, while
no reaction was observed with untransformed plants. Immunological assays showed that aAl-
Pcl represented up to 0.05% of the total soluble proteins in seeds of TO plants. The
recombinant inhibitor expressed in tobacco plants was highly efficient, inhibiting 65% of the
H. hampei a-amylase activity at 125 ng. The data presented suggest the potential use of Al-
Pcl gene as a candidate to be introduced in coffee plants aiming resistance to coffee berry

borer.
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2-RESUMO

Inibidores de a-amilases vegetais sdo proteinas encontradas naturalmente em variantes
selvagens de plantas com papel significativamente no sistema de defesa natural destas contra
insetos-praga. Um gene que codifica um inibidor de o-amilase de 223 residuos de
aminoacidos, denominado «Al-Pcl foi isolado de sementes de feijao silvestre Phaseolus
coccineus. Este inibidor apresenta de 70 a 98% de identidade de aminoacidos com outros
inibidores de a-amilases de feijao, ja descritos. O gene aAl-Pcl regulado pelo promoter da
fitohemaglutinina PHA-L foi introduzido na transformag¢do de plantas de fumo, via
Agrobacterium tumefasciens. A presenca e expressdo do gene «Al-Pcl em plantas
transformadas (parental TO e geracdo T1) foi determinada por PCR, Western blot e ELISA.
Extrato protéico das sementes de plantas transformadas selecionadas reagiram positivamente
com o anticorpo policlonal contra o anticorpo aAl-1, enquanto que nenhuma reacdo foi
observada em plantas n3o transformadas. Ensaios imunoldgicos mostraram que oAl-Pcl
representa cerca de 0,05% da proteina soluvel total de sementes de plantas (T0). A proteina
recombinante expressa em plantas de fumo foi biologicamente ativa, cerca de 125 ng de
inibidor aAl-Pcl mostrou inibir 65% da atividade da a-amilase de H. hampei. Estes
resultados sugerem que o inibidor aAl-Pcl pode ser um candidato promissor para a obtengao

de plantas de café resistentes a broca-do-café.
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Capitulo I — Materiais e métodos

3-MATERIAIS E METODOS
3.1-MATERIAIS
3.1.1-Material Bioldgico

Feijdo - Sementes de feijdo nao cultivado da espécie P. coccineus acesso 35590 foi fornecido
pelo Departamento de Quimica da Universidade de Caldas em Manizales na Colombia.
Insetos - Coldnias de H. hampei (broca-do-café) foram doadas pelo Instituto Agronémico do
Parana (IAPAR), Londrina, Parana, Brasil.

3.1.2-Enzimas

a-Amilase pancreatica de porco — Sigma (St. Louis, MO)

Enzima utilizada nos ensaios de detec¢do enzimatica e de inibi¢ao
BSA (Albumina Sérica Bovina) — Sigma (St. Louis, MO)

Utilizada nos experimentos de imunoreagdo e quantificacao protéica
Tag DNA polimerase — Gibco-BRL (5 U/uL)

Fornecida com o seu tampao 10X e utilizada nas reacdes de PCR
T4 DNA Ligase — Gibco-BRL (1 U/uL)

Fornecida com o seu tampao 5X e utilizada nas reacdes de ligagao
Bsml - BioLabs (10 U/uL)
EcoRI - Promega (10 U/uL)
Hindlll - Promega (10 U/uL)
Xbal - Invitrogen (10 U/uL)

Enzimas de restri¢ao utilizadas na clonagem
3.1.3-Solucdes e tampdes
Acrilamida/ Bis-acrilamida
Acrilamida 292 ¢

Bisacrilamida 0,8 g

g.s.p. 100 mL de H,O destilada

39



Capitulo I — Materiais e métodos

CTAB pH 8,0

Tris 0,1 M (pH 8,0)
CTAB 2%

EDTA 20 mM

NaCl 1,4M

PVP 1%

HCL para ajustar o pH

g.s.p. 100 mL de H,O destilada

Gelatina 3%
Gelatina 03¢g
g.s.p. 10 mL de TBS pH 7,5 (Tris 50 mM, NaCl 150 mM)

HCI 0,1M, NaCl 0,15M

NaCl 4,16 g

HCl 3,3mL

g.s.p. 500 mL de H,O destilada

PBSpH 7,4

Na,HPO4; 1 M 68,4 mL
NaH,PO4 1 M 31,6 mL
NaCl2,5M 58 mL

q.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Persulfato de amoénio 10%
Persulfato de amonio 10g

q.s.p. 100 mL de H,O destilada

SDS 10%
SDS 10g
q.s.p. 100 mL de H,O destilada
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Solucgéo descorante para gel de poliacrilamida
Etanol 400 mL

Acido acético 100 mL

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Solucgéo corante para gel de poliacrilamida
Coomassie brilliant blue R250 1 g

Metanol 400 mL

Acido acético 100 mL

g.s.p. 500 mL de H,O destilada

Solucéo reveladora (Western blot)
Solugdo A: 50 mL de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM)

30uL de H,O, (4gua axigenada)

Solugdo B: 30 mg de HRP
10mL de metanol gelado

Juntar as solugdes A e B, apenas na hora da revelacao.

Tris 0,1 M pH 8,0

Tris 12,12¢

HCIl para ajustar o pH

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Trisl1MpH75

Tris 121,14¢g

HCI para ajustar o pH

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

TBS pH 7,5 (Tris 50 mM, NaCl 150 mM)
Tris 1 M 25mL

NaCl 5 M 15 mL

q.s.p. 500 mL de H,O destilada
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TBS/Tween 0,02%
TBS (Tris 50 (mM, NaCl 150 mM) 48 mL
Tween 12 pL

Tampao de corrida para eletroforese

Tris 3g
SDS lg
Glicina 144 ¢

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Tampao de amostra para gel de agarose (TEB) 10X

Glicerol 50% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1% (v/v)
Xileno cianol 0,1% (v/v)

Os reagentes foram dissolvidos em TEB 10X

Tampao de extracdo protéica de sementes de fumo (pH 8,0)
Tris 1 M 500 pL

NaCl 5 M 60uL

B-mercaptoetanol 100uL

Triton X-100 10uL

q.s.p. 10 mL de H,O destilada

Tampao de transferéncia
Glicina 192 mM l4g
Tris 25mM 3,03 ¢
Metanol 20 mL
g.s.p. 100 mL de H,O destilada

3.1.4-Reagentes

Anticorpos — Anti-inibidor aAl-1 de coelho, cabra anti-IgG de coelho conjugado a

peroxidase e cabra anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina.
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Marcador de massa molecular — Para DNA, 1Kb Ladder (Gibco) ¢ 1Kb Plus Ladder

(Gibco) e para proteina BenchMark Prestained Protein Ladder (Gibco)

TEMED - Sigma (St. Louis, MO)

Mistura de dNTP — 100 mM/cada - Eppendorf

IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo 1M — 0,238 g de IPTG/mL de agua mili Q

A solugdo foi esterilizada utilizando filtro Milipore 0,2 pm e estocada a -20°C.

3.1.5- Linhagem bacteriana

Escherichia coli — XL1-Blue

Agrobacterium tumefasciens — EHA 105

3.1.6-Plasmideos

PTA2 — (3960 pb) Possui o promotor da fitohemaglutinina (PHA)

PCAMBIA 1390 — (9278 pb) Vetor utilizado na transformagdo de plantas de fumo via A.
tumefasciens.

pCAMBIA 2300 — (10400 pb) Vetor utilizado na transformacdo de plantas de café via

bombardeamento.

3.1.7-Meios de cultura

Meio LB, pH 7,0

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)
Meio LB agar

Meio LB adicionado a agar bacterioldgico para uma concentracao final de 1,4% (p/v)
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3.1.8-Antibidticos

Solucéo estoque:

Ampicilina 100 mg/mL
Canamicina 50 mg/mL
Cefotaxima 250 mg/mL

Higromicina 50 mg/mL

Estas solucdes foram preparadas em dgua mili Q, esterelizadas em filtro Milipore 0,2

um e estocadas a -20°C.
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3.2-METODOLOGIA
3.1-CLONAGEM DO GENE cAl-Pcl

Folhas jovens de acesso selvagem de feijdo P. coccineus foram coletadas e maceradas
com nitrogénio liquido. Em seguida, o DNA genomico foi extraido utilizando o DNeasy Plant
Mini Kit (Quiagen) obtendo-se uma concentragdo de 59 ng de DNA/uL.

Por intermédio da técnica de PCR, o DNA gendmico foi utilizado como molde para a
amplificagdo de genes que codificam inibidores de ai-amilase. Devido a alta homologia entre
os inibidores de feijdo, a amplificagdo destes genes foi realizada utilizando iniciadores
especificos das extremidades 5° e 3° da seqiiéncia génica do aAl-1 (P.vulgaris), SFIAIIF 5’
CCCGGCCCAGGCGGCCGCCACCGAAACCTC 3’ e SFIAI1IR 5
CCGGCCGGCCTGGCCGAGGATCTTGTTGAGACT 3°, respectivamente. Ja disponiveis
no laboratdrio, estes iniciadores vem sendo utilizados na selecdo de fagos da biblioteca de
inibidores de a-amilase, os quais contém um sitio de restricao de Sfi. Reagdo de PCR com um
volume final de 25 pL foi realizada nas seguintes condi¢des: 200 pm dNTP’s, 0,5 pm
iniciadores SFIAIIF e SFIAIIR, tampao da enzima 1X, 2U de Taq DNA polimerase e 354 ng
de DNA molde. A técnica de PCR foi feita em duas etapas, sendo a segunda com 1uL
proveniente da primeira. Cada etapa consistiu de 30 ciclos. O termociclador foi ajustado para
as seguintes condi¢des de tempo e temperatura: 94°C, 30 s para desnaturagdo; 55°C, 45 s para
anelamento e 72°C, 1 min e 30 s para elongagdo. Os genes, apos serem amplificados, foram
visualizados em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo 0,1%. Os fragmentos com
aproximadamente 669 pb foram purificadas utilizando o kit Geneclean (Q.Biogene). Apos a
purificacdao, o gene foi clonado no vetor pGEMt-easy (Promega) o qual possui o gene de
resisténcia a ampicilina. O vetor modificado foi inserido em células de E. coli (linhagem
XL1-BLUE) por eletroporagdo. O DNA plasmidial das coldnias positivas foi extraido com o
kit QIAprep Spin MiniPrep (Quiagen) e clivados com ECORI a 37°C por 2 horas. De um total

de 28 clones analisados, 20 apresentaram fragmentos de aproximadamente 669 pb.

3.2.2-SEQUENCIAMENTO E CARACTERIZACAO DO GENE @Al-Pcl

Os 20 clones acima citados foram seqiienciados no seqiienciador automatico ABI. Para
cada clone foi utilizando 400 ng de DNA (100 ng/uL) e 5 pmoles dos iniciadores T7 e SP6

(2,5 pmoles/uL). As seqiiéncias obtidas foram submetidas ao banco de dados do GeneBank
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pelos programas BLASTp, BLASTn e BLASTx no endereco eletronico do NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Entre estes clones, 6 apresentaram homologia com inibidores de o.-
amilase. A seqiiéncia génica final correspondente ao inibidor foi obtida a partir do consenso
destes clones apoOs serem rigorosamente analisados. A seqiiéncia protéica foi obtida utilizando
o programa Translate (ExPASy molecular Biology Server). O grau de identidade e
similaridade entre a seqiiéncia protéica com as seqiiéncias dos inibidores contida no banco de
dados, foi verificado. O alinhamento das seqiiéncias foi adquirido utilizando o programa
CLUSTALW e o dendrograma resultante do alinhamento editado no programa TreeView. A
massa molecular e o pl da proteina foi calculado utilizando o programa Protein Machine no

ExPASy Molecular Biology Server (http://bo.expasy.org). A sequéncia protéica também foi

analisada quanto aos possiveis sitios de glicosilacdo N-oligossacarideos, os quais podem
ocorrer durante as modificacdes pods-traducionais. Esta analise foi realizada através do

ExPASy Molecular Biology Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) para as N-

Glicosilagoes.

3.2.3-INSERCAO DO GENE @Al-Pcl1 EM VETORES DE EXPRESSAO DE
PLANTAS.
3.2.3.1-Vetor pCAMBIA 1390 para transformacéo de plantas de fumo

A regido codante do gene cAl-Pcl foi amplificada por PCR utilizando iniciadores
construidos de forma a adicionar na extremidade 5’ um sitio de restricdo para Bsm I seguido
do peptideo sinal do inibidor aAl-1 de P. vulgaris (o« AI-PCF 5° CCCGAATGCATGGCTTC
CTCCAAGTTACTCTCCCTAGCCCTCTTCCTTGCGCTTCTCAGCCACGCAAACTCAG
CCACCGAAACCTCCTTC 3’) e na extremidade 3’ um sitio de restrigdo para Xbal e codon
de terminagdo (aAI-PCR 5> CCCTCTAGACTATCAGAGGATGTTGTTGAG 3°). O produto
de PCR de 750 pb, composto pelo gene estrutural aAl-Pcl e peptideo sinal, foi clonado no
vetor pTA2-LLP (Grossi-de-Sa et al., 1997b) contendo o promotor semente especifico da
fitohemaglutinina PHA-L de 550 pb. Este vetor foi inicialmente digerido com BsmlI e Xbal, e
ligado ao produto de PCR, originando a constru¢do pTA2-cAl-Pcl (Figura 08). O fragmento
de DNA de 1300 pb formado pelo PHA-L, gene cAl-Pcl e peptideo sinal presente no vetor
pTA2-cAl-Pcl foi obtido por digestdo com HindIIl e ECORI e em seguida clonado no vetor

pCAMBIA 1390 que contém o gene npt Il para selecdo em canamicina e hpt Il para selegdo
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em higromicina, originando a constru¢do denominada pCAMBIA 1390/cAl-Pcl (Figura 09 )

utilizada na transformagéo de plantas de fumo via A. tumefasciens.

47



Capitulo I — Materiais e métodos

Promotor PHA

HindIII

pTA2-LLP LLP
3960 pb
Xbal
EcoRl’ Pstl
HindIII Promotor PHA
Bsml
Peptideo Sinal aAl-PCl Codon de Terminagao
pTA2 .
3291 vb %
Xbal Bsml Xbal

PstI 750 pb

EcoRI

Promotor PHA

BsmI
Peptideo Sinal

HindIII

pTA2-aAlPcl
4591 nb

aAl-Pcl

Xbal
Codon de Terminagao

EcoRI

Pstl

Figura 08: Subclonagem do gene Al-Pcl em vetor de expressdo pTA2
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Peptideo Sinal

Promotor PH A1 1 Cdédon de Terminagao

HindIII Al-Pc1  ECORI
1300 pb
Promotor PHA

sm | Peptideo sinal

HindIII

CaMV35S
pCAMBIA 1390 aAlPcl
Higromicina
hpt 1l 10105 bp pVSl sta

Canamicina (R)
npt 11 pVSI rep

Figura 09: Introdu¢do do fragmento de aproximadamente 1300 pb no vetor binario

pCAMBIA 1390.

Promotor PHA: promotor semente especifico da fitohemagutinina
CaMV35s: promotor do virus do mosaico branco da couve-flor
aAl-Pcl: gene clonado de semente de P. coccineus

Nos poly-A: terminador da Nopalina Sintase

hpt I1: gene de resisténcia a higromicina

npt I1: gene de resisténcia a canamicina

pVS1 rep: origem de replicagdo em A. tumefasciens

pVS1 sta: estabilidade (divisao)
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3.2.3.2-Vetor pCAMBIA 2300 para transformacéo de plantas de café

O Laboratério de Transformagao Genética de Plantas da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia estabeleceu o protocolo de transformagdo de plantas de café via
bombardeamento utilizando o vetor pPCAMBIA 2300 que contém o gene npt |l para selecio a
canamicina, o qual sera utilizado para transformar plantas de café com o gene aAl-Pcl.

Inicialmente o fragmento de DNA de 1300 pb contendo o promotor PHA-L, gene Al-
Pcl e peptideo sinal foi subclonado no vetor paAlltocs, que contém o terminador da octopina
sintase (650 pb), originando a construgdo determinada de pTA2-cAl-Pc/tocs (Figura 10). O
vetor paAlltocs apdés ser digerido com HindIIl e EcoRI, liberou um fragmento de
aproximadamente 1950 pb que foi, entdo, introduzido no vetor pPCAMBIA 2300, originando a
construgdo pCAMBIA 2300/c¢Al-Pcl (Figura 11), a qual vem sendo utilizada nos

experimentos de transformacao de plantas de café, via bombardeamento.
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Promotor PHA

BsmlI
Clal

HindIII

coAl-1

paAlltocs
4610 bp

Xbal

\ Terminador OCS
EcoRI

HindHW

Peptideo Sinal

p aAlltocs Promotor PH A1 1 Codon de Terminagao

Xbal . .
HindIII JAl-Pcl Xbal
Terminador OCS 1300 pb
EcoRI
Promotor PHA
HindIII

BsmlI
Clal

paAlltocs aAl-Pcl

4610 bp

Xbal

Terminador OCS

Eco RI

Figura 10: Subclonagem do gene cAl-Pcl em vetor de expressdo paAlltocs (vetor pTA2

contendo o promotor da PHA-L e terminador da octopina sintase.
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Peptideo sinal ) . Ecorl
Promotor PHA Cddon de Terminagao W
| | | y |
HindIII oAL-Pcl Xbal  Terminador da OCS
1950 pb

Eco RI

P t M
romotor CaMV35S Terminador OCS (650 pb)

aAl-Pcl
Peptideo sinal

Promotor PHA
Hind 1T

pCAMBIA 2300 aAlPcl lacZ alpha

10408 bp
PVSI1 sta

Canamicina
npt 11

Figura 11: Introdugao do fragmento de 1950 pb no vetor pPCAMBIA 2300
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3.2.4-TRANSFORMACAO DE PLANTAS DE FUMO

O vetor pPCAMBIA 1390/cAl-Pcl foi introduzido em plantas de fumo (Nicotiana
tabacum cv Xanthi) via A. tumefasciens cepa EHA 105. O vetor binario foi transferido para
Agrobacterium por eletroporagdo. Folhas jovens de planta de fumo, apdés desinfecgdo com
hipoclorito, foram transformadas utilizando o método descrito por Horsh e colaboradores
(1985). Cinco diferentes colonias contendo a construgdo foi crescida em 5 mL de meio YEB
(Verviliet et al, 1975) contendo rifampicina (100 pg/mL) e canamicina (100 ug/mL) por 16
horas a 28(+/-)°C. A suspensdo bacteriana ap6s atingir a D.O.gp0nm desejada foi centrifugada
a 6000 rpm por 5 minutos e o precipitado foi ressuspenso com 800 uL. de MgSO,. Para os
experimentos de co-transformagdo, vinte explantes foliares, distribuidos em placa de Petri
contendo 20 ml de meio MS liquido (Murashige et al., 1962), foram incubados com os 800
uL da cultura por 20 minutos a temperatura ambiente ¢ na auséncia da luz. Em seguida, os
explantes foram transferidos para meio MS soélido (0,7% agar) e mantidos em cidmara de
crescimento 28+2°C por 2 dias. Para regeneragdo e selecdo, os explantes foram transferidos
para MS solido (0,65%) contendo 1 mg/mL benlaminopurine (BAP), 500 pug/L de cefotaxima
e 25 pg/mL de higromicina e mantidos em camaras com fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. Para o desenvolvimento das raizes, as plantulas foram transferidas
para frascos tipo magenta contendo o mesmo meio de regeneracdo (MS solido 0,06%) sem
BAP até serem transferidas para o solo em casa de vegetagdo. Como controle, o vetor
pCAMBIA 1390 vazio foi submetido ao mesmo procedimento acima descrito. Plantas
resistentes a higromicina foram analisadas por PCR e transferidas para o solo e crescidas em

casa de vegetagdo a 25+10°C. As sementes foram coletadas apds 4 meses.

3.2.5-ANALISE DOS TRANSFORMANTES
3.2.5.1-Andlise por PCR

O DNA gendmico de folhas jovens de 14 transformantes (parental TO e geragdo T1)
foram extraidos utilizando o método CTAB (Murray ¢ Thompson, 1980) com algumas
modificagdes. Para confirmar a presenca do gene «Al-Pcl, o DNA gendmico foi utilizado
como molde para a amplificagdo do gene por meio da técnica de PCR, anteriormente ja

descrita, utilizando como iniciadores o aAI-PCF e alAI-PCR.
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3.2.5.2-Andlise da frequiéncia de transformagcao

Sementes de plantas de fumo transformadas foram coletadas e esterilizadas em 1 mL
de alcool 70% por 5 minutos, seguido da adi¢do de 1 mL de agua sanitdria 20% por 30
minutos. Apds a lavagem com agua estéril no fluxo, as sementes foram colocadas para
germinar em placa de Petri contento meio MS s6lido na presenca e auséncia de higromicina
25 pg/mL. A freqliéncia de transformacdo foi calculada pela diferenca das sementes
geminadas na auséncia e presenca do antibidtico. Sementes de plantas ndo transformadas

foram utilizadas como controle.

3.2.5.3-Extracdo protéica

As proteinas presentes em sementes de plantas de fumo foram extraidas utilizando o
método descrito por Grossi de S& e colaboradores (1997b). Cerca de 250 mg de sementes
foram macerada em cadinho, utilizando 1 mL de tampao de extracdo Tris-HCI 50 mM, pH
8,0, contendo 0,1% de Triton X-100, NaCl 30 mM e 1% de 2-mercaptoethanol. O
homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min e o sobrenadante (extrato total) foi
utilizado para a realizacdo do Western blot, ELISA e para os ensaios de atividade (sem 2-
mercaptoethanol). A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com o método

descrito por Bradford (1976).

3.2.5.4-Western blot

A presenca da proteina recombinante aAl-Pcl nas sementes dos transformantes foi
visualizada por Western blot (Sambrook et al., 1989). Inicialmente, eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢des desnaturante (SDS-PAGE) 13%, foi realizado como descrito por
Shagger e von Jagon (1987) utilizando 150 pg de proteina extraidas das sementes. Apds a
separagdo por SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas do gel para membrana de
nitrocelulose 0,45 um (Hybond C) durante 50 minutos, a 15 Volts, em sistema de
transferéncia semi-umido (Bio-Rad). Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com
uma solucdo de gelatina a 3% em tampao TBS, contento Tween-20 0,05% (TBS-Tween)
durante toda noite a 4°C. Seguida de 3 lavagens rapidas com tampao TBST, a membrana foi

incubada durante 2 horas a 37°C numa solu¢do contendo o anticorpo primario policlonal
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produzido em coelho contra aAl-1 (Grossi-de-Sa et al., 1997b) diluido 1:750 em gelatina
0.3% em tampao TBS. A membrana foi submetida a 3 lavagens, durante 15 min cada, com
tampao TBST e incubada por 1 hora a 37°C em solugao contendo o anticorpo secundario anti-
IgG de coelho conjugado a peroxidase, produzido em cabra e diluido 1:1000 em gelatina
0.3% em tampao TBS. A membrana foi novamente submetida a 3 lavagens nas mesmas
condigOes anteriores. A reagdo foi revelada com a adi¢do de uma solu¢do contendo H,0, a

0,1% em tampado TBS (v/v) e HPR a 3 % em metanol (w/v) (Koncs e Schell, 1986).

3.2.5.5-Ensaio Imuno Emziméatico — ELISA

A proteina recombinante aAl-Pcl foi quantificada por ensaio imuno enzimatico
(ELISA) segundo protocolo descrito por Ausubel e colaboradores (1989), utilizando uma
curva padrdo com concentragdes de 20 a 100 ng de aAl-1, o qual apresenta 96% de
identidade em relacdo a seqiiéncia de aminoacidos do inibidor aAI-Pc1. Microplaca contendo
96 pogos foi sensibilizada com 100 pg de extrato protéico total de cada transformante e de
planta nao transformada (branco da reagdo) durante 2 horas a 37°C. A microplaca foi
submetida a 4 lavagens com uma solugdo de leite desnatado a 1% em tampao PBS, contendo
Tween-20 0,05% (PBS-Tween) e o bloqueio foi efetivado durante toda noite a 4°C, usando
150 pL de leite desnatado a 3% em tampao PBS contendo EDTA 0,5 M. Apds 4 lavagens
com leite desnatado a 1% em tampdo PBS-Tween 0,05%, a microplaca foi incubada por 3
hora a 37°C com 100 pL do anticorpo primario policlonal produzido em coelho contra aAl-1
diluido 1:750 em tampdo PBS contendo leite desnatado a 1%. A microplaca foi novamente
submetida a 4 lavagens nas mesmas condigdes anteriores e foi incubada por 1 hora a 37°C
com 100 uL do anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina
produzido em cabra, diluido 1:1000 em tampao PBS, contendo leite desnatado a 1%. A
microplaca foi submetida a 4 lavagens como descrito anteriormente. Com adi¢do de 100 pL
do substrato p-nitrofenil fosfato 0,1% (v/v) em Dietanolamida 9,7% pH 9,8, a reacdo foi
revelada apos 45 minutos de incubagdo a temperatura ambiente na auséncia da luz e a

absorbancia foi lida a 405 nm.
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3.2.5.6-Atividade inibitoria da proteina recombinante aAl-Pcl e extracdo das enzimas

digestivas da broca-do-cafée

A atividade da proteina recombinante contra a o-amilase da broca-do-café¢ foi
detectada utilizando o método de DNS adaptado por Bernfeld (1955) usando amido a 1%
como substrato.

A a-amilase da broca-do-café foi obtida pelo macerado de insetos adultos em tampao
fosfato 0,1 M, pH 5,8, contendo NaCl 200 mM e CaCl, 0,1 mM e o homogenato (extrato
protéico) foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min e sobrenadante estocado a -20°C para os
ensaios futuros.

Na detecgao da atividade inibitoria, 250 pg de proteina extraida da semente de fumo
de cada transformante contendo diferentes quantidades da proteina recombinante de 50 a 125
ng do inibidor alAl-Pcl (valores calculados a partir dos niveis de expressdo obtido para cada
transformante) foi pré-incubado com 20 pg de extrato enzimatico de inseto ou 0,75 pg PPA
em tampao fosfato 0,1 M, pH 5,8, contendo NaCl 200 mM e CaCl, 0,1 mM, para um volume
final de 250 pL, por 20 min a 37°C. Apo6s a pré-incubagao foi adicionado 250 puL de solugao
de amido a 1% preparado no mesmo tampao, permanecendo incubado por 10 min a 37°C. A
reacdo foi interrompida pela adi¢do de 500 pL de DNS e submetida a fervura por 10 min.
Ap6s a adicdo de 5 mL de dgua destilada a leitura foi feita a absorbancia de 546 nm.

Nos ensaios feitos em triplicata, foram utilizados dois controles. O controle da enzima,
contendo apenas solucdo tampao e o controle da amostra (proteina dos transformantes),
contendo tampao e extrato protéico.

A atividade inibitoria do inibidor alAI-Pcl foi expressa em % de inibigdo. Para isto foi
definido que uma unidade de atividade da a-amilase correspondia a elevagdo de 0,1 unidade
de absorbancia a 546 nm, e¢ a unidade de inibicdo foi definida como a unidade de leitura da

enzima que decresce 0,1 de absorbancia a 546 nm.
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4-RESULTADO E DISCUSSAO
4.1-CLONAGEM E CARACTERIZACAO DO GENE ¢Al-Pcl

Por meio da reagdo de PCR utilizando os iniciadores SFIAIIF e SFIAIIR um
fragmento de 669 pb foi amplificado (Figura 12).

1018 pb —

. <+ 669 pb

506 pb —

ot

I 2

Figura 12: Analise do produto da PCR em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio
0,1%. 1-Marcador de peso molecular (1 Kb DNA Ladder). 2-Fragmento de DNA amplificado
utilizando os iniciadores SFIAI1F e SFIAIIR.

Analise do seqiiénciamento de 20 clones contendo o fragmento amplificado de 669 pb
mostrou que 6 destes clones correspondiam a um gene codificador de inibidor de a-amilase,
que foi denominado de cAl-Pcl, o qual codifica uma proteina de 223 residuos de
aminoacidos (Figura 13). Este gene foi clonado faltando alguns pares de base na extremidade
N-terminal correspondente ao peptideo sinal, resultado ja esperado diante dos iniciadores
utilizados.

Analises computacionais estimaram que a proteina possui um pl de 5.02 e uma massa
molecular (Mw) de 25.000 Da, dados caracteristicos apresentados por esta classe de proteinas.

A seqiiéncia protéica do inibidor aAl-Pcl quando comparada com outras seqiiéncias
de inibidores de a-amilases, arcelinas e fitohemaglutininas de algumas espécies de feijao do
género Phaseolus, presentes no banco de dados, e ja representadas no alinhamento feito por
Mirkov e colaboradores (1994), mostrou identidade entre todas as seqiiéncias (Figura 14). Os

maiores percentuais de identidade foram observados entre o inibidor aAl-Pcl e os inibidores
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de a-amilase de P. vulgaris, apresentando 96% de identidade com inibidor aAl-1, 93% com
aAl-5, 89% com aAl-4 e 74% com aAl-2. Significante identidade também pode ser
observada entre o inibidor aAl-Pcl e os inibidores de a-amilase de P. acutifolis e P.
maculatus, as arcelinas ARL4 de P.vulgaris e ARL de P. acutifolis, assim como, as
fitohemaglutininas PHA-E de P.vulgaris e PHA-L de P. acutifolis.

Embora estas proteinas fagam parte de uma mesma familia de proteinas de defesa,
encontrada em feijao do género Phaseolus, no dendrograma (Figura 15) pode ser observada
uma distribui¢do por grupo de acordo com o grau de identidade destas proteinas, confirmando
que o inibidor alAI-Pc1 compde o grupo dos inibidores de a-amilases.

Os inibidores de a-amilases sdo processados como glicoproteinas e apresentam em sua
seqiiéncia dois sitios ativos envolvidos na interagdo proteina-proteina, ou melhor, na formagao
do complexo proteina-inibidor (Bompard-Gilles et al., 1996; Yamada et al., 2001). Sendo
assim, a seqiiéncia protéica foi analisada em relagdao aos possiveis sitios onde possam ocorrer
as ligagdes dos oligossacarideos, os quais estdo covalentemente acoplados a estd classe de
proteinas por ligagdes N-glicosidicas. Nos oligossacarideos N-ligados, GIcNAc ¢
invariavelmente f-ligada ao nitrogénio amida de um residuo da Asparagina (Asn) na
seqiiéncia Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr, onde X, pode ser qualquer residuo de aminoacido,
exceto Pro e Asp. Os resultados da analise computacional dos possiveis pontos de glicosilagao
N- estdo mostrados na (Figura 13). Na seqiiéncia protéica do inibidor aAl-Pcl, a presenca da
asparagina (N), localizada na posicao 12, 65, 140 e 160, foi reconhecida como um local
potencial de N-glicosilacdo. Este resultado ¢ bastante similar ao encontrado por Young e
colaboradores (1999), que ao realizar um estudo comparativo do processamento poOs-
traducional dos inibidores de o-amilases oAl-1 e oAl-2, utilizando a técnica de
Espectrometria de Massa, mostrou que ambos eram glicosilados nos residuos de aminoécidos
asparagina, localizados nas posig¢des 12, 65 e 140 para o alAl-1 e nas posi¢des 12, 65, 69 e
140 para o aAl-2.

Young e colaboradores (1999) também observaram que os inibidores aAl-1 e aAl-2
sofrem clivagem proteolitica no residuo de aminoécido asparagina, que € posteriormente
removido originando duas cadeias polipeptidicas, uma cadeia o € uma cadeia 3. Sendo que na
extremidade C-terminal da cadeia B do aAl-1 sdo removidos 19 residuos de aminoacidos,
enquanto que na extremidade C-terminal da cadeia B do aAl-2 sdo removidos apenas 12

residuos.
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Na seqiiéncia protéica predita do aAl-Pcl foram localizados duas seqiiéncias
correspondentes aos sitios ativos, os quais foram identificados a partir de uma analise
comparativa com os inibidores aAl-1 e aAl-2 que interagem diretamente com a enzima PPA
(Bompard-Gilles et al., 1996). Os residuos de aminoacidos de 29-46 e de 171-189 do inibidor
aAl-1, os quais formam os “loops” N e C que se projetam para dentro do sitio ativo da a-
amilase, também sdo conservados no inibidor alAl-Pcl. Além disso, todos os noves residuos
do aAl-1 que formam pontes de hidrogénio com a PPA também sdo conservados no inibidor
aAl-Pcl. Com estes dados espera-se que semelhantes modificagdes pds-traducionais ocorram
com a proteina recombinante aAl-Pcl ao ser expressa em sementes de plantas de fumo, ja
que a clivagem proteolitica ¢ essencial para a atividade dos inibidores de o-amilases
(Altabella e Chrispeels, 1990; Pueyo et al., 1993). Além de sugerir que os inibidores aAl-Pcl

e atAl-1 possam ter especificidade semelhante.
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Figura 13: Seqiiéncia nucleotidica e seqiiéncia protéica predita do aAl-Pcl. As setas indicam

os possiveis locais de N-glicosilagdo. As duas seqii€éncias sublinhadas correspondem aos dois

sitios ativos. Os aminoacidos em negrito (QAN) correspondem ao sitio de clivagem para a

forma¢do das duas subunidades durante o processamento pos-traducional. Na caixa, gcc

corresponde ao codon inicial da proteina e tga o cddon de terminacdo da proteina.
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Figura 14: Alinhamento protéico do inibidor aAl-Pcl com outras seqiiéncias de inibidores de -
amilases (aAll, aAl2, aAI3, aAl4, aAI5 de P. vulgaris e aAl-like de P. acutifolis e P. maculatus),
arcelinas (ARL4 e ARL de P. acutifolis e P.vulgaris) e fitohemaglutininas (PHA-E e PHA-L de P.

acutifolis e P.vulgaris). As linhas pretas indicam as regides idénticas e as cinzas as de similaridade.
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aAl-Pcl
aAll-Pvul

aAIS-Pvul
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aAl-like Pacu
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aAl-like Pmac
o AI3-Pvul (w)

PHA-L Pacu
PHA-E Pvul (w)
ARLA4-Pvul (w)

ARL-Pacu
Figura 15: Dendrograma resultante do alinhamento protéico do inibidor aAI-Pcl com os

inibidores de a-amilases (aAl), arcelinas (ARL) e fitohemaglutininas (PHA) de feijao.

4.2-ANALISE DOS TRANSFORMANTES

No processo de transformacdo via Agrobacterium foram utilizados 60 explantes. A
selecdo dos transformantes foi inicialmente feita pela adi¢do de higromicina, um agente de
selecdo responsavel pela inibi¢do do crescimento das células ndo transformadas, resultando
em 14 plantas de fumo transformadas (parental TO). A eficiéncia de transformagao foi de
35%, a qual foi avaliada considerando o niimero total de brotos enraizados em meio seletivo
em relagdo ao nimero total de explantes co-cultivados. Os transformantes selecionados foram

cultivados em casa de vegetacao.
4.2.1-Anélise por PCR

O DNA genomico de folhas jovens de 14 transformantes (parental TO) e de um
transformante (geracdo T1), derivado de um dos transformantes iniciais, foram extraidos

utilizando o método CTAB (Murray e Thompson, 1980) com algumas modifica¢des. Para

confirmar a presenga do gene Al-Pcl, o DNA gendmico foi utilizado como molde para a
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amplificacao do gene por meio da técnica de PCR, ja descrita, utilizando como iniciadores o

aAIPCF e aAI-PCR. O fragmento de 750 pb foi amplificado como esperado (Figura 16).

M1 2 3456 7 8 91011 1213 14 1516 17

WOEEE

800 pb —

POV .

-I".ihﬂ-u- e B <+ 750 pb

Figura 16: Analise por PCR das plantas de fumo transformadas com gene <Al-Pcl. M-
Marcador de massa molecular. Linha 1 a 11 e 13 a 15: Eventos independentes de plantas
(parental T0) de fumo transformadas (1A, 1L, 1M, 2, 2B, 2C, 2J, 3, 4, 5A, 6C, 8E, 8F e 8I).
Linha 12: Planta de fumo nao transformada como controle negativo (NT). Linha 16: Planta
(geragdo T1) de fumo transformada (8E;). Linha 17: Vetor pCAMBIA 1390/aAl-Pcl como
controle positivo. 200 ng de DNA de folhas de cada planta de fumo foram utilizados para a

amplificacdo do gene.

4.2.2-\Western blot

A presenca da proteina recombinante aAl-Pcl em sementes de plantas de fumo
transformadas foi confirmada por Western blot com anticorpo policlonal contra aAl-1. Dos
14 transformantes, 4 foram utilizados para analise por Western blot (Figura 17). O extrato
protéico de sementes dos 4 transformantes foi analisado sob o efeito do agente redutor -
mercaptoethanol. Todos os extratos apresentaram o mesmo padrdo de marcacdo, revelando a

presenga de peptideos imunoreativos, com massa molecular relativa de 9 a 17 kDa. A
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presenca de diferentes bandas polipeptidicas observadas ¢ provavelmente resultante dos
diferentes niveis de glicosilagdo formado apds o processamento pos-traducional, os quais
ocorrem naturalmente nos aAls encontrados em feijado comum (Moreno e Chrispeels, 1989).
Resultado semelhante foi observado quando o gene que codifica para o aAl-1 de P. vulgaris
foi expresso em sementes de fumo, onde varios peptideos foram produzidos e processados
com massa relativa de 10 a 18 kDa (Altabella e Chrispeels, 1990).

Dentre os peptideos imunoreativos de 9 a 17 kDa, foram observados dois peptideos em
abundancia com massas moleculares relativas de aproximadamente 16,3 e 11,5 kDa,
provavelmente, correspondendo as cadeias a e 3 do inibidor alAI-Pcl, estimando ser esta uma
proteina de massa molecular de aproximadamente 28 kDa. (Figura 17). Estes valores foram
estimados com base no perfil eletroforético do aAl-1 purificado de P.vulgaris (controle
positivo), o qual se aproximou ao valor anteriormente citado de 25 kDa feito por analises
computacionais da seqliéncia predita do inibidor. O processamento proteolitico do aAl-1 em
duas subunidades a e 3 € essencial para a conversao de um precursor de cadeia Unica inativo

para uma proteina madura ativa o,f3,. (Altabella e Chrispeels, 1990; Pueyo et al., 1993).

M aAl-1 1A 2B oA s -
17 kDa —
16 kDa — |4
6 kDa — -
s

Figura 17: Analise da proteina recombinante por Western Blot do extrato protéico de semente
de planta de fumo. M-marcador de massa molecular; aAl-1-controle positivo, inibidor de a-
amilase de feijao P. vulgaris; 1A, 2B, 5A, 8E — Plantas de fumo transformadas; NT — controle

negativo, planta de fumo nao transformada.

4.2.3-Ensaio Imuno Enziméatico — ELISA

O nivel da expressdo da proteina recombinante foi quantificado por ELISA em
sementes maduras dos 14 transformantes (Figura 18) utilizando uma curva padrdo com

concentragdes crescentes de aAl-1, no intervalo de 20 a 100 ng. Na quantificacdo de aAl-
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Pcl, utilizou-se 100 pug de extrato protéico obtido das sementes dos transformantes. O nivel
de expressao da proteina recombinante variou de 0,02 a 0,05% em relagdo a proteina soluvel
total. Os transformantes denominados de 1L, 2, 2C, 2J, 3, 4, 6C e 8F apresentaram nivel de
expressao de 0,02 a 0,035%, enquanto que os transformantes 1A, 1M, 2B, 5A, 8E e 81
apresentaram nivel de expressao de 0,04 a 0,05%.

As analises das plantas transformadas com nivel de expressdo de 0,05% indicaram
conter 0,05 pg de inibidor aAl-Pcl por 100 pug de proteina soluvel total. A expressao aqui
mostrada ¢ considerada baixa quando comparada com a quantidade de inibidores de a-
amilases normalmente encontrada em feijdo cultivado de 0,5 a 1,25% (Shade et al., 1994), ou
com a expressdo de 1,5 a 3% do inibidor aAl-1 em relagdo a proteina soluvel total de
sementes de ervilha (Schroeder et al., 1995) ¢ 0,82 em sementes de feijdo azuki (Ishimoto et
al., 1996).

Voelker e colaboradores (1987) observaram que a expressdo da fitohemaglutinina
PHA em feijao atinge sua expressdo maxima no estdgio inicial do desenvolvimento da
semente ¢ ndo na semente madura. Esta diferenca no tempo de expressdao foi semelhante a
observada para a expressao do inibidor aAl-1 em sementes de plantas de fumo regulada pelo
promotor da PHA (Altabella e Chrispeels, 1990).

O baixo nivel de expressao do inibidor aAl-Pcl, cuja expressdo foi regulada pelo
promotor PHA, provavelmente esta relacionado ao tempo de desenvolvimento das sementes
dos transformantes, ja que foram utilizadas sementes maturas e ndo sementes em seu estagio

inicial de desenvolvimento.
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Figura 18: Quantificagdo por ELISA da proteina recombinante aAl-Pcl em sementes de
plantas de fumo transformadas. NT-Planta nao transformada. 1A, 1L, 1M, 2, 2B, 2C, 2J, 3, 4,
5A, 6C, 8E, 8F e 8I-Transformantes expressando aAl-Pcl. 100 pg de extrato protéico de
sementes foram utilizados em cada analise. Os ensaios foram realizados conforme descrito em

métodos e feitos em triplicata.

4.2 4-Ensaio de atividade inibitéria de a-amilase

A atividade inibitoria da proteina recombinante aAl-Pcl expressa nos 14
transformantes foi analisada a partir de ensaios in Vvitro contra o-amilases do extrato protéico
do inseto da broca-do-café (H. hampei) e contra a o.-amilase pancreatica bovina (PPA). Neste
ensaio foi utilizado extrato protéico total do inseto adulto, pois além da dificuldade em
obtermos larvas suficientes neste periodo, o inseto ¢ muito pequeno o que torna a dissecagao
do intestino bastante dificil, e de acordo com Valencia e colaboradores (2000), o extrato
protéico total do inseto adulto contem atividade amildsica decorrente da presenca de o-
amilases no seu intestino.

Com 250 pg de extrato protéico total de sementes de cada transformante,
aproximadamente contendo de 50 a 125 ng do inibidor aAl-Pcl, a atividade das o-amilases
da broca-do-café foi inibida aproximadamente de 32 a 65%, sob as condi¢des do ensaio

(Figura 19). Quando o ensaio foi realizado com extrato protéicos de sementes de planta de
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fumo nao transformada, nenhuma atividade inibitoria foi detectada, mostrando que a atividade
¢ resultante da presenca da proteina recombinante aAl-Pcl. A variacdao no efeito inibitorio de
aAl-Pcl sob as a-amilases da broca-do-café¢ esta provavelmente relacionada com os
diferentes niveis de expressdao do inibidor aAl-Pcl nos transformantes. Por essa razdo, os
transformantes com maior nivel de expressdo mostraram maior inibi¢do da atividade das a.-
amilases da broca-do-café. O efeito maximo de inibigdo de 65% sobre a atividade amilésica
foi encontrado com a adi¢dao de 125 ng de aAl-Pcl, presente nos 250 pug de extrato protéico
de 3 transformantes, com nivel de expressdo de 0,05% de aAl-Pcl (Figura 20). Os
transformantes 1A, 2B e 8E expressando o inibidor aAl-Pc1 inibiram aproximadamente 65%
da atividade proteolitica das a-amilases da broca-do-café, enquanto que os demais
transformantes 1L, 1M, 2, 2C, 2], 3, 4, 5A, 6C, 8F e 8I inibiram de 32 a aproximadamente
60% da atividade proteolitica.

Como esperado, devido a similaridade do inibidor aAI-Pc1 com aAl-1, a atividade da
PPA foi 100% inibida e esta inibicdo foi observada com 250 pg de extrato protéico de
sementes dos transformantes expressando 0,05% da proteina recombinante, ou seja, com 125
ng de aAl-Pcl (Figura 21).

Nos ensaios In vitro também foram utilizadas concentragdes do inibidor aAl-Pcl
acima de 125 ng na tentativa de encontrar um maior efeito deste inibidor sobre a atividade
amilasica. Devido a baixa expressao do inibidor tivemos que utilizar extrato protéico bastante
concentrado o que dificultou as andlises dos resultados.

Valencia e colaboradores (2000) mostraram que H. hampei apresenta varias o-
amilases com atividade digestiva no trato intestinal da larva e no extrato protéico do inseto
adulto, e relataram uma inibicdo de aproximadamente 70 e 40 % sobre a atividade amilasica
com 100 pg/ml do inibidor aAl-1 purificado de P. vulgarise e com 1 mg/ml do inibidor
Amaranthus, respectivamente. A atividade inibitoria do inibidor aAI-2 de P. vulgaris também

foi testado contra a atividade amilasica de H. hampei mais nenhum efeito foi observado.
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Figura 19: Inibigdo das a-amilases de H. hampei pela proteina recombinante aAl-Pcl
expressa em sementes das 14 plantas de fumo transformada. Extrato enzimatico e 250 ug de
extrato protéico de sementes contendo diferentes concentracdes (50 a 125 ng) do inibidor
aAl-Pcl foi pré-incubada por 20 min antes da adi¢ao do amido. NT-Planta nao transformada
1A, 1L, 1M, 2, 2B, 2C, 2J, 3, 4, 5A, 6C, 8E, 8F, 8l-Transformantes expressando aAl-Pcl.

Os ensaios foram realizados conforme descrito na metodologia.
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Figura 20: Inibicdo das a-amilases de H. hampei pela proteina recombinante aAl-Pcl
expressa em sementes de um transformante com nivel de expressdo de 0,05%. Extrato
enzimatico e diferentes concentragdes de extrato protéico de semente contendo concentragdes
crescentes (25, 50, 75 e 125 ng) do inibidor aAl-Pc1 foram pré-incubados por 20 min antes
da adi¢ao do amido. Resultado semelhante foi obtido para todos os 3 transformantes com

nivel de expressdo de 0,05%. Os ensaios foram realizados conforme descrito na metodologia.
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Figura 21: Inibicdo da PPA pela proteina recombinante alAl-Pcl expressa em sementes de
um transformante com nivel de expressdao de 0,05%. PPA e 250 pg de extrato protéico de
semente contendo 125 ng do inibidor atAI-Pcl foram pré-incubados por 20 min antes da
adicdo do amido. PPA-a-amilase pancredtica bovina; NT-Planta ndo transformada e T-
Transformantes expressando aAl-Pcl. Os ensaios foram realizados conforme descrito na

metodologia.
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1-ABSTRACT

The coffee berry borer, H. hampei (Ferrari) is the most important pest of coffee
worldwide. Trypsin and chymotrypsin activities present in the H. hampei larvae midgut can
be inactivated in the presence of proteic inhibitors. Thus, serine proteinase inhibitor belonging
to the Bowman-Birk class was purified from wild accession of P. coccineus seeds. The
inhibitor, nominated PcBBI1, is a protein cystein-rich and heat stable at alkaline pH. MALDI-
TOF/MS analysis showed that the inhibitor is present either as a monomer of 8.689 Da or a
dimmer of 17.378 Da. The inhibitory effect of PcBBI1 towards trypsin and chymotrypsin
from bovine pancreas and digestive proteinases from H. hampei larvae were analyzed in vitro
assays. The inhibitor was highly active against trypsin-like enzymes from H. hampei,
inhibiting 80% of proteolytic activity. This new inhibitor, PcBBI1, represent a promissing
protein with potential application in Biotechnology of plants by engineering genetic, aiming

resistance to the coffee berry borer.
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2-RESUMO

A Dbroca-do-café, H. hampei (Ferrari) € a praga de maior importancia para o café do
mundo. Atividades de tripsina e quimotripsina presentes no intestino de larva de H. hampei
podem ser inativadas na presenca de inibidores. Assim, inibidor de proteinase serinica
pertencente a classe Bowman-Birk, foi purificado de acesso selvagem de sementes de P.
coccineus. O inibidor, nomeado de PcBBI1, € uma proteina rica em cisteina e estavel ao calor
em pH alcalino. Analises por MALDI-TOF/MS mostraram que o inibidor PcBBI1 se
apresenta na forma de um mondmero de 8.689 Da ou de um dimero de 17.378 Da. O efeito
inibitorio de PcBBI1 foi analisado por ensaio in vitro para tripsina e quimotripsina pancreéatica
bovina e para proteinases digestivas de larvas de H. hampei. O inibidor foi fortemente ativo
conta as enzimas semelhantes a tripsina de H. hampei, inibindo 80% da atividade proteolitica.
Este novo inibidor, PcBBI1, representa uma proteina promissora com potencial aplicacdo em

Biotecnologia de plantas via engenharia genética, visando resisténcia a broca do cafe.
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3-MATERIAIS E METODOS
3.1-MATERIAIS
3.1.1-Material Bioldgico

Feijdo - Sementes de feijdo ndo cultivado da espécie P. coccineus acesso 35619 foram
fornecidas pelo Departamento de Quimica da Universidade de Caldas em Manizales na
Colombia.

Insetos - Colbnias de Anthonomus grandis (bicudo do algodoeiro), Euschistus heros
(percevejo-da-soja) foram cedidas pelo Centro Nacional de Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN / EMBRAPA), Brasilia, Destrito Federal, Brasil. Colénias de H.
hampei (broca-do-café) foram doadas pelo Instituto Agronémico do Parana (IAPAR),

Londrina, Paran, Brasil.

3.1.2-Enzimas

Tripsina pancreatica bovina - Sigma (St. Louis, MO)
Quimotripsina pancreatica bovina - Sigma (St. Louis, MO)
BSA (Albumina Sérica Bovina) - Sigma (St. Louis, MO)

Utilizada nos experimentos de imunoreacao

3.1.3-Solucdes e tampdes

Acetonitrila 2%
Acetonitrila 100% 2mL
g.s.p. 100 mL de H,O destilada

Acetonitrila 20%
Acetonitrila 100% 200mL
g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Acido trifluoracético (TFA) 0,1%

TFA 0,1% ImL
g.s.p. 1000 mL de H,O destilada
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Acrilamida/Bis-acrilamida
Acrilamida 29,2 g
Bisacrilamida 08¢
g.S.p. 100 mL de H,O destilada

HCI 0,1M, NaCl 0,15M

NaCl 4,16 ¢

HCI 3,3mL

g.s.p. 500 mL de H,O destilada

Persulfato de amonio 10%
Persulfato de amonio 10¢g
g.s.p. 100 mL de H,O destilada

SDS 10%
SDS 109
g.s.p. 100 mL de H,O destilada

Solucdo descorante para gel de poliacrilamida
Etanol 400 mL

Acido acético 100 mL

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Solucéo corante para gel de poliacrilamida
Coomassie brilliant blue R250 1 g

Metanol 400 mL

Acido acético 100 mL

g.S.p. 1000 mL de H,O destilada

Solucgéo de nitrato com prata
Nitrato de prata 200 mg
Formaldeido 74 uL
g.s.g 100 mL de H,O destilada
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Solucéo de tiossulfato de sodio
Tiossulfato de sodio 20 mg
g.s.g 100 mL de H,O destilada

Solucéo reveladora para o coramento com prata
Carbonato de sodio 69

Formaldeido 50 puL

Tiossulfato de sodio 2mL

g.s.q 100 mL de H,O destilada

Tampéo de corrida para eletroforese

Tris 39
SDS 1g
Glicina 144 ¢

g.s.g 1000 mL de H,0 destilada

Tampdao de amostra para gel de agarose (TEB) 10X

Glicerol 50% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1%(Vv/v)
Xileno cianol 0,1%(v/v)

Os reagentes foram dissolvidos em TEB 10X

Tris 0,025 M pH 7,0
Tris 3,03¢g
HCI para ajustar o pH
g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Tris 0,01 M pH 8,0

Tris 6,69

HCI para ajustar o pH

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada
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3.1.4-Reagentes

Marcador de massa molecular — BenchMark Prestained Protein Ladder (Gibco)
TEMED - Sigma (St. Louis, MO)

3.1.5-Cromatografias

DEAE-Cellulose (DE52) - Whatman

Superdex™ 75 HR 10/30 - Amersham Pharmacia Biotech
Source™ 5RPC ST 4.6/150 - Amersham Pharmacia Biotech
Cis (218 TP 54) - Vydac
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3.2-METODOLOGIA
3.2.1PURIFICA(;AO DO INIBIDOR DE TRIPSINA TIPO BOWMAN-BIRK DE
Phaseolus coccineus

3.2.1.1-Obtencéo do extrato proteico a partir de sementes de feijao

As sementes de feijdo P. coccineus foram maceradas em nitrogénio liquido até a forma
de farinha fina e depois delipidada com acetona (1:1 p/v) durante 15 min. Apds a decantacéo,
a acetona foi descartada, o processo foi repetido por 3 vezes, e a farinha delipidada foi seca a
temperatura ambiente e armazenada a -20°C. A extracdo das proteinas da farinha foi efetuada
utilizando uma solucédo de HCI 0,1 M e NaCl 0,15 M (1:5 p/v), sob agitacdo durante 2 horas a
4°C, depois submetida a centrifugacdo a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante
teve 0 pH ajustado para 7,0, permanecendo em repouso por 2 horas e as proteinas sollveis,
obtidas por centrifugacdo a 10.000 x g por 30 minutos a 4°C, foram submetidas a precipitacdo
fracionada com sulfato de aménio entre 0-60% de saturacdo. O precipitado foi coletado apos
centrifugacdo a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C e solubilizado em tampé&o Tris-HCI 0,025 M
pH 7,0. O material foi, ent&o, dialisado contra 0 mesmo tampéo, centrifugado a 10.000 x g por
30 minutos a 4°C e o sobrenadante, denominado Fq., foi armazenado a -20°C para os

experimentos seguintes.

3.2.1.2-Cromatografia de troca ibnica em DEAE-Cellulose

Cerca de 3,5 mg da fracdo Fq.0 com atividade anti-triptica foi aplicada em uma coluna
de troca idnica DEAE (Dietilaminoetil celulose) (20 x 2,5 cm), equilibrada com tampao Tris-
HCI 0,025 M, pH 7,5 sob fluxo de 30 mL/h. Fragdes de 3 mL das amostras foram coletadas.
As proteinas retidas foram eluidas utilizando um gradiente de NaCl de 0-0,4 M (100 mL para
cada) no mesmo tampdo. O perfil cromatografico foi determinado, através da leitura em
espectrofotdbmetro a 280 nm. Ensaios de atividade inibitdria para tripsina pancreatica bovina
foram feitos para identificacdo dos picos de inibicdo. As fracOes ativas foram coletadas,

dialisadas, liofilizadas e solubilizadas para as etapas seguintes.

3.2.1.3-Cromatografia de filtragdo molecular em Superdex 75

As fracOes ativas coletadas da DEAE-Cellulose foram solubilizadas em acetonitrila

20% (solvente organico). A suspensdo (10 uL) contendo cerca de 50 ug de proteina, foi
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aplicada em uma coluna de filtragdo molecular Superdex 75 HR 10/30 (30 x 1 cm) equilibrada
com acetonitrila 20%. As proteinas foram eluidas com acetonitrila 20% sob fluxo de 0,5
mL/min. O perfil cromatogréfico foi monitorado a 216 nm e a fracdo contendo o inibidor de

tripsina foi coletada e liofilizada.

3.2.1.4-Cromatografia liquida de alta pressdo em Vydac C18 TP 54

Seguindo com a purificacdo, as fracOes coletadas da coluna de filtragdo molecular
foram solubilizadas em &cido trifluoracético (TFA) 0,1% preparado em agua Milli-Q ultra
pura (solugdo A). Cerca de 90 pg de proteina foi adicionada em coluna de fase-reversa liquida
de alta pressdo Vydac C18 inicialmente equilibrada com a solugcdo A com um fluxo de 1,0
mL/min. As proteinas foram eluidas com um gradiente de 20-60% de acetonitrila em 0,1% de
TFA (solucdo B) e o perfil cromatografico foi monitorado a 216 nm. As fracGes protéicas

foram coletadas, liofilizadas e armazenados a -20°C.

3.2.1.5-Cromatografia liquida de alta pressdo em Source 5RPC ST 4.6/150

O ultimo procedimento de purificacdo também envolveu cromatografia liquida de alta
pressdo. A fracdo correspondente ao inibidor de tripsina, coletada do passo cromatografico
anterior, foi solubilizada em acetonitrila 2% e aplicada (30 ug) na coluna Source equilibrada
com uma solucédo de acetonitrila 2% em &cido trifluoracético (TFA) 0,1% (solucdo A) e fluxo
de 1,0 mL/min. As fracdes protéicas foram eluidas com um gradiente de 25-35% de
acetonitrila em TFA 0,1% (solugdo B) e o perfil cromatografico foi monitorado a 216 nm. A
fracdo correspondente ao inibidor de tripsina foi coletada, liofilizada e armazenada para os

experimentos de caracterizacdo. A fracdo proteica purificada foi denominada PcBBI 1.

3.2.2-DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976),

usando albumina sérica bovina como padrao.
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3.2.3-EXTRACAO DAS ENZIMAS DIGESTIVAS DE INSETOS

A dissecacdo das larvas de A. grandis e H. hampei e dos insetos adultos E. heros foi
realizada utilizando a metodologia descrita por Terra e colaboradores (1977). As larvas, com
idade de 18 a 20 dias e insetos adultos, foram mergulhados em solugdo de NaCl 0,15 M e
dissecadas a frio com auxilio de uma lupa estereoscopica. Apds a exposicao do trato
intestinal, segui-se o isolamento dos intestinos médios com seccdo na regido de passagem do
esdfago para o ventriculo e na regido de insercdo dos tubos de Malpighi. Todos os tecidos
estranhos as paredes intestinais, tais como traquéia e corpo gorduroso foram retirados. Depois
de isolados os intestinos médios foram acondicionados em microtubos (50 intestinos por tubo)
contendo 200 pL de tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0 (mesmo tampao utilizado nos ensaios
enzimaticos). Os intestinos foram entdo homogeneizados com auxilio de um cadinho em
banho de gelo por aproximadamente 10 minutos. Em seguida, os homogenatos foram
centrifugados a 10.000 x g, por 20 minutos, a temperatura de 4°C e os sobrenadantes obtidos

foram utilizados para os ensaios de atividade enzimatica e inibitoria.

3.2.4-ENSAIO in vitro DO INIBIDOR PCBBI1

A atividade inibitoria do inibidor PcBBI1 foi testada contra tripsina pancreatica
bovina, quimotripsina pancreatica bovina e extratos protéicos intestinais dos insetos acima
citados, utilizando o método fluorimétrico descrito por Silva e colaboradores (2001).

Solugdes estoque de enzima foram preparadas: tripsina (0,01pg/ul), quimotripsina
(0,01pg/uL) e extratos protéicos de H. hampei (4 pg/uL), A. grandis (5 png/uL) e E. heros (5
ug/uL) no tampdo de ensaio. Os extratos proteicos intestinais dos insetos foram todos
preparados em tampao Tris-HCI 0,05 M pH 8,0 contendo CaCl, 20 mM. Os substratos
fluorimétricos  Z-PheArg-MCA e  Z-Arg-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-MCA, na
concentracdo de 2,5 mM foram preparados em 50% de Dimetil suféxido (DMSO) para 0s
ensaios para tripsina e quimotripsina, respectivamente.

As diferentes concentracdes do inibidor foram incubados com as solucGes enzimaticas
por 30 minutos a 37°C em tampao Tris-HCI 0,05 M pH 8,0 contendo CaCl, 20 mM. O ensaio
foi iniciado com a adicdo do substrato para uma concentracdo final de 0,0625 mM em um
volume final de reacdo de 100 puL. Apos 10 minutos, a reacao foi parada com a adi¢ao de 900

uL de Etanol. Provas em branco foram feitas. Os resultados foram evidenciados pela
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liberacdo de metilcumarina livre, no qual foi utilizado o leitor fluorimeétrico HITACHI F2000,
em comprimento de onda de excitacdo de 380 nm e comprimento de onda de emissdo de 440
nm. Ensaios foram feitos em triplicata e nenhum valor diferiu em mais de 10%.

Uma unidade de atividade (UA) da enzima foi definida como a capacidade de liberar 1
HUMol de Metilcumarina (MCA) por minuto, por mg de proteina. Uma unidade de inibicéo
(UI) foi definida como a quantidade de inibidor capaz de inibir uma unidade de atividade da

enzima.

3.2.5-ENSAIO DE TERMOESTABILIDADE

Para o ensaio de termoestabilidade, o inibidor PcBBI1 purificado foi submetido a
tratamento térmico a 100°C por 30 min, 1 hora, 2 horas e 3 horas e em seguida incubado com
a tripsina pancredtica bovina por 30 minutos a 37°C. A inibicdo da atividade enzimatica foi

verificada utilizando o ensaio fluorimétrico, descrito anteriormente.

3.2.6-DETERMINACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA EM DIFERENTES pHs

A atividade inibitéria de PcBBI1 em diferentes pHs foi determinada incubando a
enzima e o inibidor em tampéo acetato de sdédio 0,1 M, contendo CaCl 100 uM pH 5,0 e 6,0,
tampdo fosfato de soédio pH 7,0 e tampédo Tris/HCI pH 8,0 e 9,0. Ensaios controles foram
feitos onde a atividade da enzima foi determinada nos mesmos tampdes. A atividade foi

evidenciada através do ensaio fluorimétrico, como descrito anteriormente.

3.2.7-ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Os passos de purificagdo foram monitorados por visualizacdo em gel de poliacrilamida
em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE), empregando acrilamida a 4% no gel concentrador
e 12% no gel separador, de acordo como o método desenvolvido por Laemmli (1970).
Também foi utilizado o método descrito por Shagger e von Jagon (1987), empregando
acrilamida a 4% no gel concentrador e 13% no gel separador. O marcador de massa molecular
utilizado nos dois métodos € composto de lisozima (14.3 kDa), B-lactoglobulina (18.4 kDa),
anidrase carbbnica (29 kDa), ovalbumina (43 kDa), albumina sérica bovina (68 kDa),
fosforilase b (97.4 kDa) e miosina (200 kDa). Os géis foram corados com comassie brilliant

blue seguidos de coramento com prata. Em algumas etapas as fragdes foram precipitadas com
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TCA para uma concentracdo final de 12%, seguido de incubacdo por 30 minutos no gelo e
centrifugacdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O precipitado foi lavado duas vezes com
acetona gelada, seguindo cada lavagem com centrifugacédo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.
O precipitado foi solubilizado em tampéao de amostra (SDS 4%, glicerol 4%, Tris 50 mM, -

mercaptoetanol 2% e azul de bromofenol G 0,01%) e aplicados no gel.

3.2.7.1-Coramento com comassie brilliant blue do gel de poliacrilamida

Apbs a eletroforese os géis foram corados segundo procedimento descrito por Weber e
Osborne (1969). A solucao corante foi preparada usando comassie brilliant blue R-250 a 1%,
metanol 40% e acido acético 10% em agua. O descoramento foi feito com uma solucao

contendo acido acético 10% e metanol 40%.

3.2.7.2-Revelacdo com nitrato de prata do gel de poliacrilamida

Para uma melhor visualizacdo das proteinas presentes no gel de poliacrilamida (13%)
em presenca de SDS, ap06s o descoramento do comassie brilliant blue, o gel foi submetido ao
processo de revelacdo com prata como descrito por Blomn e colaboradores (1987). Ap6s a
corrida, o gel de poliacrilamida, corado com coomassie brilliant blue, foi descorado e
submetido a um processo de desidratacdo com etanol 50% em 3 incubacgdes de 20 minutos,
sob agitacdo lenta. Apos a ultima incubacdo com etanol 50%, o gel foi incubado em uma
solucdo de tiossulfato de sodio por 1 minuto sob agitacdo, 2 mL dessa solucao foi reservada.
Posteriormente, o gel foi lavado em agua 3 vezes rapidamente e incubado em uma solugédo de
nitrato de prata por 20 minutos. Apés a incubacdo, o gel foi lavado 3 vezes com agua e
adicionado a solucédo reveladora até o aparecimento das bandas coradas. A reacgdo foi parada

com a adicdo de &cido acético 13%.
3.2.8-REDUCAO E ALQUILACAO DO INIBIDOR PcBBI1

O inibidor PcBBI1 foi reduzido e alquilado utilizando o método descrito por Crestfield
e colaboradores (1963), com algumas modificacOes. Este procedimento de redugdo e

alquilacéo das ligacdes dissulfeto € utilizado em proteinas ricas em residuos de aminoacidos

de cisteina, cujo objetivo é desnaturar a proteina e bloquear os grupos —SH livres, tornando a
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proteina mais susceptivel a digestdo proteolitica, permitindo, dessa forma, um melhor acesso a
sequéncia.

Inicialmente, 150 ug de PcBBI1 foi dissolvido em 250 uL de uma solucdo de
cloridrato de guanidina 6 M em carbonato de aménio (NH;HCO3) 0,1 M. Em seguida, foram
adicionados 3 puL de DTT 1 M em NH4HCO3 e incubado por 15 min a 37°C (repete este
passo). Posteriormente, foram adicionados 20 uL de iodacetamida 10 mM em NH;HCO; e
incubado por 5 min a 37°C na auséncia da luz, seguido da aplica¢do imediata da amostra em

cromatografias ou congelamento a -20°C.

3.2.9-ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

O grau de pureza e as massas moleculares das proteinas presentes nas etapas de
purificacdo, descritas anteriormente, tambem foram analisados por espectrometria de massa
em sistema Matrix Assisted Laser Desoption ionization-Time of Flight (MALDI-TOF)
(Voyager-DE STR, PerSeptive Biosystems, Fostercity, USA). Aliquotas de 3 uL contendo
cerca de 5-20 pmol/uL de proteina foram dissolvidas inicialmente em &cido trifluoracético
0,1% e adicionadas a 9uL de uma solucdo de a-ciano-4-hydroxicindamico (CHCA) saturada
em acetonitrila e TFA a 3%, (1:1 v/v). A mistura foi homogeneizada por aproximadamente 1
minuto em agitador Vortex-Genie 2 (Scientific Industries Inc., Bohemia, USA). Fracdes de 1
uL foram aplicadas em quadriplicata sobre uma placa de amostra (Voyager Bioworkstation) e
cristalizadas a temperatura ambiente. Os espectros de massa (MS) foram obtidos no modo de
refletor, com resolugdo monoisotdpica e calibracdo externa, utilizando padrdes de calibracéo
(Sequazyme Calmixture 1-Applied Biosystems, Fostercity, USA).

Analises do inibidor PcBBI1 reduzido e alquilado foram realizadas também por
espectrometria de massa em sistema Q-TOF Ultima API (Waters, Manchester, UK) em modo
W. As amostras foram preparadas em uma mistura de &gua, acetonitrila e acido acético
(50:50:0,1) e aplicadas sob fluxo de 2 pL/min. O capilar e a voltagem do cone foram

ajustadas para 2.8 kV e 30 V, respectivamente.
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3.2.10-SEQUENCIAMENTO DO N-TERMINAL PELO METODO DE
DEGRADACAO DE EDMAN

O inibidor PcBBI1 purificado foi seqlienciado automaticamente pelo método de

degradacdo de Edman em um seqlienciador de peptideos PPSQ (Shimadzu Co., Kyoto,

Japan), conforme instrugdes do fabricante.
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1-PURIFICA(;AO DO INIBIDOR DE PROTEINASE TIPO BOWMAN-BIRK DE
Phaseolus coccineus

4.1.1-Cromatografia de troca ibnica em DEAE-Cellulose

A fracdo Fo.g0, apds precipitacdo com sulfato de amodnio 0-60% de saturacdo, foi
aplicada em uma coluna de troca iénica DEAE-Ccellulose (Figura 22A). O perfil protéico
monitorado a 280 nm, revelou 3 fracGes correspondentes aos picos denominados de ID, 11D e
IID. O pico ID foi eluido com 0 mesmo tampé&o de equilibrio, enquanto que, os picos IID e
11D foram eluidos em gradiente linear entre 0-0,4 M de NaCl em tampé&o Tris-HCI 0,025 M,
pH 7,5. O pico IlID que apresentou atividade inibitdria para tripsina pancreatica bovina foi
eluido em 0,06 M de NaCl, aproximadamente, e quando submetido a analise por Maldi-Tof
(dados ndo mostrados) e por SDS-PAGE (Figura 22B), apresentou proteinas com massas
moleculares pequenas, caracteristicas desses inibidores. O pico IIID foi, entéo, liofilizado e

utilizado nos passos seguintes de purificacdo e caracterizacao.

4.1.2-Cromatografia de filtracdo molecular em Superdex 75

A fracdo ativa (pico IlID), coletada da DEAE-Cellulose, foi solubilizada em
acetonitrila 20% e aplicada em uma coluna de filtragdo molecular Superdex 75 (Figura 23A)
equilibrada com acetonitrila 20%. As proteinas foram eluidas sob fluxo de 0,5 mL/min. O
perfil cromatografico monitorado a 216 nm revelou 3 picos denominados de IM, 1IM e 11IM,
os quais foram também submetidos a anélises eletroforéticas (Figura 23B), por Maldi-Tof
(dados ndo mostrados) e ensaios in vitro contra tripsina. O pico IM, o qual apresentou
atividade inibitoria para tripsina foi, entdo, liofilizado e utilizado para seguir com a

purificacdo do inibidor.
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Figura 22: (A) Perfil protéico da Fo.g0 Submetida a cromatografia de troca ibnica em DEAE-
Celulose. A fracdo (pico I1ID) contendo o inibidor de tripsina foi eluida em gradiente linear
entre 0-0,4 M de NaCl em tampé&o Tris-HCI 0,025 M, pH 7,5 sob fluxo de 30 mL/h. (B) SDS-
PAGE corado com comassie brilliant blue das fracbes eluidas da DEAE-Celulose. Linha

1:Marcador de massa molecular. Linha 2: Pico ID. Linha 3: Pico IID. Linha 4: Pico IlID.
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Figura 23: (A) Cromatografia de filtracdo molecular em Superdex 75 a partir da fragdo I11D.
A fracdo IM contendo o inibidor de tripsina foi eluida em acetonitrila 20% sob fluxo de 0,5
mL/min. (B) SDS-PAGE corado com comassie brilliant blue da fracéo eluida da Superdex 75.

Linha 1:Marcador de massa molecular. Linha 2: Pico IM.
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4.1.3-Cromatografia liquida de alta pressdo em Vydac C18 e em Source 5RPC

Seguindo com a purificacdo, a fracdo IM coletada da coluna de filtragdo molecular foi
solubilizada em TFA 0,1% e adicionada em uma coluna fase-reversa liquida de alta pressdo
Vydac C18 (Figura 24A), equilibrada com uma solugdo de agua contendo A&cido
trifluoracético (TFA) 0,1%, sob fluxo de 1,0 mL/min. As proteinas foram eluidas com um
gradiente de 20-60% de acetonitrila. O perfil cromatografico monitorado a 216 nm, revelou 3
fracBes protéicas, denominadas de IC, IIC e IlIC. A fracdo IIIC foi eluida em 29,4% de
acetonitrila e mostrou atividade inibitoria para tripsina pancreatica bovina. Nesta fracdo, apds
analise por MALDI-TOF, foi observada a presenca de duas proteinas, sendo entdo necessario
aplicar esta mesma fracdo em outra coluna liquida de alta pressdo (Figura 24B), onde foi
possivel observar duas fracGes protéicas separadamente IS e 1IS, as quais foram eluidas em
28,6 e 29,4% de acetonitrila, respectivamente. A fracdo IS e IIS apresentaram atividade
inibitéria para tripsina, mas apenas a forma mais abundante IS denominada de inibidor
PcBBI1 foi submetida ao seqiiénciamento para andlise da composicdo de residuos de

aminoacidos e para 0s experimentos de caracterizagéo.
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Figura 24: (A) Perfil cromatografico da fracdo IM em coluna liquida de alta pressdo (Vydac
C18). A fracdo I1IC contendo o inibidor ativo para tripsina foi eluida em 29,4% de acetonitrila
sob fluxo de 1 mL/min. (B) Perfil cromatogréfico da fracdo 111C em coluna liquida de alta
pressdo (Source). A fragdo IS e IIS foram eluidas em 28,6% e 29,4%, respectivamente, de

acetonitrila, sob fluxo de ImL/min.
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O procedimento de purificacdo para obtencédo do inibidor de proteinase de sementes de
P. coccineus se mostrou um procedimento bastante eficiente, revelando uma purificacdo de

489 vezes e um rendimento de 41,9% para o inibidor PcBBI 1.

Tabela 02: Purificacdo do inibidor de proteinase Bowman-Birk de P. coccineus - PcBBI1

Fracoes Atividade Proteina  Atividade Purificacdo Concentracdo Recuperacdo

inibitoria total especifica (X) de proteina (%)
total (ug) (Ul/mg (ng) que
proteina) inibe 50% da
atividade da
tripsina
Fo-60 31500 3.500 9 1 90 100
Fip 26400 600 4 5 20 83,8
Fir 21990 30 733,3 82 1,2 69,8
Finc 19550 10 1955 221 0,45 62,1
Fis (pcBBI) 13200 3 4400 489 0,2 41,9
Fuis (peBBI2) 12060 3 4020 472 0,18 40

Uma unidade de atividade € a quantidade da enzima que libera um pMol de MCA/minuto/mg
de proteina.

Uma unidade inibitoria foi definida como a quantidade de inibidor capaz de inibir uma
unidade da enzima.

4.2-ANALISE DA MASSA MOLECULAR DO INIBIDOR DE PROTEINASE PcBBI1

A massa molecular do inibidor purificado PcBBI1 foi determinada por analise em
SDS-PAGE, MALDI-TOF. O perfil eletroforético (Figura 25A) do inibidor PcBBI1 quando
tratado com B-mercaptoethanol, responsavel pela redugdo das ligagbes dissulfeto, revelou
uma proteina de aproximadamente 8.500 Da, podendo ser caracterizada como a forma
monomeérica, e sem tratamento, uma proteina de aproximadamente 17.000 Da, possivelmente
caracterizada como a forma dimérica. Similar resultado foi observado por analise em
espectrometria de massa (MALDI-TOF) (Figura 25B), onde foi visualizado uma massa
molecular de 8.689 Da e uma de 17.375 Da, correspondendo ao monémero e ao dimero,
respectivamente. Este resultado pode revelar que a proteina (PcBBI1) consiste de duas
subunidades idénticas ou bastante similares que interagem entre si por pontes dissulfeto, as

quais sdo formadas por ligacdes covalentes.
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Figura 25: Analise da massa molecular do inibidor purificado PcBBI1. (A) Gel de
poliacrilamida (13%) corado com prata. Linha 1: Marcadores de massa molecular. Linha 2:
proteina reduzida. Linha 3: proteina nativa. 10 ug da fragdo IS ou PcBBI1 foi aplicado no gel.

(B) Espectrometria de massa (Maldi-Tof).
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4.3-ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DO N-TERMINAL DO INIBIDOR PcBBI1

Através do seqliénciamento protéico do PcBBI1 foi identificado 51 residuos de
aminoéacidos. Esta seqliéncia, quando depositadas no banco de dados, mostrou identidade com
varias sequéncias proteicas de inibidor tipo Bowman-Birk. O maior percentual de identidade
do PcBBI1 foi notado em relagédo ao inibidor de tripsina TBPI de P. acutifolius, apresentando
76% de identidade e ao inibidor tipo Bowman-Birk de P. vulgaris, com 68% de identidade.
Um menor percentual em relagdo aos demais inibidores de Bowman-Birk também foi
observado.

O alinhamento da sequéncia protéica do N-terminal do inibidor PcBBI1 com as
sequéncias de inibidores, acima mencionadas, pode ser visualizado na figura 26, onde o
inibidor PcBBI1 apresenta os dois sitios ativos como encontrados nos IBBs. O primeiro sitio
de ligacéo presente no inibidor PcBBI1, representado pela seqiiéncia CTKSIPPQC se mostrou
bastante conservado. Neste sitio foi observada uma lisina (Lys) na posi¢do 27 (numerada de
acordo com a seqliéncia do inibidor TBPI), citada como o residuo de aminoacido responsavel
pela inibi¢do da tripsina na maioria dos IBBs (Prakash et al., 1996; Campos et al., 2004; QI et
al., 2005). J& o segundo sitio ativo, representado pelos residuos de aminoacidos
CLHRGHAHC, se apresentou bastante diferente, onde na posicdo 49 (numerada de acordo
com a sequéncia do inibidor TBPI) foi observada uma histidina (His) no lugar dos residuos de
aminoacidos de arginina (Arg), fenilalanina (Phe), tirosina (Try), leucina (Leu) ou alanina
(Ala), freqlientemente encontrado no segundo sitio como os residuos de aminoacidos
responsaveis pela inibicdo da quimotripsina nos IBBs, principalmente de dicotileddneas (QI et
al., 2005), sendo Phe, o residuo de aminoacido mais importante nesta inibicdo (Odani e Ono,
1980; Campos et al., 2004; QI et al., 2005). Outras diferengas de grande relevancia foram
observadas pela presenca de uma arginina (Arg) na posicdo 51 ao invés do residuo de
aminoacido de serina (Ser), e pela presenca de uma histidina na posicdo 53 ao invés de
residuo de aminoacido de prolina (Pro), Tanto Ser como pro sdo aminoacidos conservados
nos dois sitios reativos dos BBIs (Maeder et al., 1992; QI et al., 2005). Estes residuos de
aminoacidos estdo envolvidos na conformacdo de uma al¢a inflexivel que esta relacionada a
atividade inibitéria dos IBBs (Maeder et al., 1992).

Mais adiante, sera mostrado, pelos ensaios de inibicdo, que esta diferenca nao reduziu
a especificidade do inibidor PcBBI1 pela quimotripsina (Tabela 03), mesmo assim é
necessario um estudo mais apurado da seqiiéncia, ou seja, das variagcBes observadas e sua

relacdo sobre a atividade do inibidor aqui estudado.
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Os residuos de aminoacidos de cisteinana seqliéncia do inibidor PcBBI1 sdo bem
conservados. Devido apenas 10 residuos de aminoacidos de cisteina terem sido detectados no
sequenciamente do N-terminal, o inibidor foi reduzido com DTT e alquilado com
iodacetamida e submetido a analise por espectrometria de massa em Q-TOF (Figura 27) para
confirmacdo do nimero de cisteinas. O DTT ocasiona a quebra das ligagdes, enquanto que o
iodacetamida se liga a cisteina, impedindo que as mesmas voltem a se oxidar e reconstituam
as pontes dissulfeto. Entdo a analise por espectrometria do inibidor PcBBI1, com massa
molecular de 8.689 Da, apos reducdo e alquilagdo, mostrou uma massa de 9.502 Da. Este
acréscimo de 813 Da na massa molecular da proteina é decorrente da adi¢do de 14 residuos de
iodacetamina com massa molecular de 58 Da (ap6s perder o iodo da molécula inicial) de
cada, que se ligam individualmente a cada cisteina livre, sugerindo, assim, a presenca de 14
residuos de aminodcidos de cisteina no inibidor PcBBI1, as quais formam sete pontes
dissulfeto caracteristicas desta classe de inibidor (Richardson et al., 1991; Werner e Wemmer,
1991; Singh e Rao, 2002).

PCBBIl e DEPSESSKACCDHCACTKSIPPQC 23
TBPI e SGHHHHD . . SSDEPSESSKACCDHCACTKSIPPQC 32
Pvl-3 il SGHRHESXBSTBXASXSSKPCCBHCACTKSIPPQC 34
SoyBBI MVVLKVCLVLLFLVGGTTSANLRLSKLGLLMKSDHQHSNDDESSKPCCDQCACTKSNPPQC 60
AzukiBBl .. SVHHQD. . SSDEPSESSHPCCDLCLCTKSIPPQC 31

SoyBBPIDIl MVVLKVCLLLLFLVGVTAAP. .. _MELSFFKSDQSSSYDDDEYSKPCCDLCMCTRSMPPQC 56

PcBBI1 RCSNLRLNECKHECRKCICLHRGHAHC . . . . . ... . oL ... 51
TBPI RCA.LRLN.CNH.CRSCICTFSIPAQCVCTDTNDFCYEPCKSGHDDDDSG 80
PvI-3 RCSBLRLNSCHSECKGCICTFSIPAQCICTDTNNFCYEPCKSSHGPBBNN 85
SoyBBI RCSDMRLNSCHSACKSCICALSYPAQCFCVDITDFCYEPCKPSEDDKEN. 110
AzukiBBI QCADIRLDSCHSACKSCMCTRSMPGQCRCLDTHDFCHKPCKSRDKD. ... 78
SoyBBPIDI1 SCEDIRLNSCHSDCKSCMCTRSQPGQCRCLDTNDFCYKPCKSRDD. . . .. 102

Figura 26: Alinhamento do inibidor PcBBI1 com outros IBBs. TBPI: P83311 (Campos et al.,
2004); PvI-3: P81484 (Funk et al., 1993); SoyBBI: X68704 (Baek e Kim, 1993); AzukiBBI:
(Kiyohara et al., 1981); SoyBBPID-II: (Baek et al., 1994). Os sitios de ligacdo para tripsina e

quimotripsina estdo sublinhados e os residuos de cisteina marcados com a cor cinza.
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Figura 27: Espectro de massa do inibidor PcBBI1 por Q-TOF. Massa molecular da proteina

reduzida com DDT e alquilada com iodacetamida.

4.4-ATIVIDADE in vitro DO INIBIDOR PcBBI1

As fracBes protéicas coletadas dos passos cromatograficos de purificacdo,
identificadas de Fo.go, I1ID, IM, HIC, IS (PcBBI1) e IIS (PcBBI2), foram selecionadas, passo a
passo, quando ensaiadas in vitro contra tripsina pancreatica bovina, onde todas mostraram
atividade inibitoria (Tabela 03). A especificidade da atividade inibitéria do inibidor
purificado PcBBI1 foi demonstrada por ensaios enzimaticos in vitro contra tripsina e
quimotripsina pancreatica bovina e contra proteinases serinicas, presente nos extratos
enzimaticos intestinais de larvas de H. hampei, A. grandis e extratos enzimaticos intestinais
de inseto adulto de E. heros.

O inibidor PcBBI1 foi altamente ativo contra tripsina e quimotripsina pancreética

bovina, inibindo 100% de ambas as atividades proteoliticas a uma baixa concentracao de 0,01

92



Capitulo 1l — Resultados e discussdo

ug/100 uL (Tabela 03). Nesta mesma concentracdo, o inibidor PcBBI1 mostrou atividade
inibitéria para tripsina em todos os pHs testados mostrando maior atividade em pH 8,0
(Figura 28).

O inibidor foi altamente estavel ao calor em pH 8,0 permanecendo ativo por um longo
tempo, perdendo 90% de sua atividade inibitoria apenas ap6s 180 minutos de tratamento
térmico a 100°C (Figura 29). A estabilidade térmica do inibidor PcBBI1 ndo foi testada nos
pHs &cidos e neutros. Osman e colaboradores (2002) demonstraram que os inibidores de
Bowman-Birk, como TBPI e SoyBBI, sdo altamente estaveis quando submetidos a tratamento
térmico a 100°C em pH &cidos e neutro e sdo menos estaveis em pH alcalino. DiPietro e
Liener (1989) mostraram que o inibidor de Bowman-Birk BTCI, purificado de sementes de V.
unguiculata (L.), apresentou alta estabilidade em pH de 3 a 12 e também alta estabilidade
qguando submetido a tratamento térmico nestes diferentes pHs.

Embora a estabilidade térmica do inibidor PcBBI1 em pH &cido e neutro ndo tenha
sido testada, ndo podemos descartar a hipotese de que este inibidor seja estavel nestes pHs.
Belitz e Grosch (1988) afirmaram que a estabilidade térmica dos inibidores de proteinases
depende de sua massa molecular e da estabilidade da estrutura ativa, decorrente da presenca
das pontes dissulfeto. Isto tem sido demonstrado desde os primeiros relatos feitos por Birk
(1985), que inibidores de Bowman-Birk sdo muito estaveis a variagdo de pH, devido seu
tamanho e numeros de pontes dissulfeto do que os inibidores tipo kunitz.

Com relacdo a atividade inibitéria do inibidor PcBBI1 sobre as atividades das
proteinases presentes nos intestinos dos insetos alvos, foi encontrado que o inibidor PcBBI1, a
uma concentracdo de 0,03 ng/100 uL, apresenta um alto nivel de inibig&o, reduzindo 80% da
atividade proteolitica da tripsina de larvas de H. hampei (Tabela 03 e Figura 30), sendo
inativo para a atividade tripsinica dos extratos enziméticos de A.grandis e E. heros (Tabela
03). O restante da atividade (20%), observada para as proteinases com atividade triptica de H.
hampei, pode ser explicada pela presenca de proteinases insensiveis ao inibidor.

Relatos recentes tém demonstrado a atividade inibitoria de inibidores de Bowman-Birk
contra proteinases intestinais de insetos como A.grandis (Purcell et al., 1992, Franco et al.,
2003), A. pisum (Rahbé et al., 2003) e D. saccharalis (Falco et al., 2003).
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Tabela 03: Atividade inibitoria do inibidor PcBBI1 para diferentes proteinases.

Proteinase alvos Ihibigdo (%)
Trypsin 100 £ 0.17
Chymotrypsin 100+ 1.90
HhP 80+231
AgP 4+2.05
EhP 3+ 1.58

A atividade inibitéria do inibidor PcBBI1 foi testada em pH 8,0 contra a atividade enzimética
da tripsina e quimotripsina e, contra as atividades das proteinases tipo tripsina presentes no
extrato protéico do inseto adulto E. hero (EhP) e do intestino de larvas de H. hampei (HhP) e
A. grandis (AgP). Para o ensaio com tripsina foi utilizado o substrato Z-PheArg-MCA e para
quimotripsina o Z-Arg-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-MCA. O ensaio foi feito em triplicata e

0 desvio padréo foi calculado.
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Figura 28: Atividade inibitdria do inibidor PcBBI1 em diferentes pHs. Atividade da tripsina
na presenca de 0,1 ug PcBBI1, ap6s 30 minutos de pré-incubacdo foi medida apés a adi¢do do
substrato Z-Phe-Arg-MCA. Cada medida foi feita em triplicata. O erro de barras representa o

desvio padréo.
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Figura 29: Inativacdo térmica do inibidor PcBBIL1. Atividade da tripsina residual (% de
atividade da tripsina na auséncia do inibidor PcBBI1). A enzima foi pré-incubacdo por 30
minutos com PcBBI1 (0,1 ug) apds tratamento térmico a 100°C em diferentes tempos (30, 90,
120 e 180 min). Cada medida foi feita em triplicata. As barras de erro representam o desvio

padrao.
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Figura 30: Inibicdo da atividade triptica das proteinases de larvas de H. hampei (HhP) pelo

inibidor PcBBI1. Enzimas e varias concentracbes de PcBBI1 foram pré-incubados por 30

minutos antes da adicdo do substrato Z-Phe-Arg-MCA para medir a atividade da enzima.

Cada medida foi feita em triplicata. O erro de barras representa o desvio padrao.
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1-ABSTRACT

A proteinaceous inhibitor with high activity against papain was found in seeds of the
xerophytic algaroba tree (Prosopis juliflora). The proteinase inhibitor Pj was purified using
Sephacryl S-200 gel filtration followed by reverse-phase high-performance liquid
chromatography on a Vidac 18 TP. Inhibitor Pj showed a M; of 20.000 on sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis an a M, of 19.276 Da by mass spectrometry. The
inhibitor of papain by the Pj inhibitor was the noncompetitive type, with a K; value of 0.59 x
10 M. The gelatinase activity of papain was strongly inhibited by Pj too. The N-terminal
amino acid sequence of the Pj inhibitor showed homology with the N-terminal amino acid
sequence of the Kunitz-proteinase inhibitor family. Pj was strongly effective against digestive
proteinases from bean weevil Acanthoscelides obtectus and cowpea weevil Callosobruchus
maculatus and Mexican bean weevil Zabrotes subfasciatus. The data shown here suggest that
the protein present in algaroba seeds is involved with defense responses to insects and may be

an important tool to be used in engineering plants resistant to bean weevils.
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2-RESUMO

Um inibidor de proteinase com alta atividade contra a papaina foi isolado de sementes
de algaroba (Prosopis juliflora). O inibidor de proteinase Pj foi purificado usando uma coluna
de filtracdo molecular Sephacryl S-200 seguido por uma coluna de fase-reversa liquida de alta
pressdo Vydac 18 TP. O inibidor Pj mostrou uma massa molecular de 20.000 Da por
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e massa molecular de 19.276 Da por
espectrometria de massa. A inibicdo da papaina pelo inibidor Pj foi do tipo ndo-competitivo,
com um valor de K;de 0.59 x 10°. A atividade gelatinasica da papaina também foi fortemente
inibida pelo inibidor Pj. A seqiéncia de aminoacidos da extremidade N-terminal do inibidor
Pj mostrou homologia com a sequéncia de aminoacidos da extremidade N-terminal de
inibidores de proteinase da familia Kunitz. Pj foi fortemente efetivo contra proteinases
digestivas do gorgulho do feijao Acanthoscelides obtectus e do gorgulho de caupi
Callosobruchus maculatus e foi moderadamente ativo contra proteinases digestivas do
gorgulho da vagem Mimosestes mimosae e do gorgulho do feijdo comum Zabrotes
subfasciatus. Os dados aqui mostrados sugerem que a proteina presente em sementes de
algaroba estar envolvida na defesa em resposta ao ataque de insetos e pode ser uma

importante arma para ser utilizada na engenharia de plantas resistentes a gorgulhos do feijao.
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3-MATERIAIS E METODOS
3.1-MATERIAIS
3.1.1-Material bioldgico

Algaroba - Sementes de algaroba (P. juliflora) foram fornecidas pelo banco de sementes do
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) de
Natal-RN.

Insetos - Colénias de C. maculatus, M. mimosae foram mantidas e cedidas pelo laboratério de
Quimica e Funcédo de Proteinas do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte, Natal-RN. Z. subfasciatus, A. obtectus e Meloidogyne javanica foram
cedidos pelo Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN /
EMBRAPA), Brasilia-DF.

3.1.2-Enzimas

Papaina - Sigma (St. Louis, MO)
Enzima utilizada nos ensaios de deteccdo enzimatica e de inibicdo
BSA (Albumina Sérica Bovina) - Sigma (St. Louis, MO)

Utilizada nos experimentos de imunoreacao e quantificacdo protéica

3.1.3-Solucdes e tampdes

Acetonitrila 20%
Acetonitrila 100% 200mL
g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Acido trifluoracético (TFA) 0,1%
TFA 0,1% 1mL
g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Acrilamida/Bis-acrilamida
Acrilamida 29,29
Bisacrilamida 08¢
g.s.p. 100 mL de H,O destilada
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HCI 0,1M, NaCl 0,15M

NaCl 4,16 g

HCI 3,3mL

g.s.p. 500 mL de H,O destilada

Persulfato de amonio 10%
Persulfato de aménio 10¢g
g.S.p. 100 mL de H,O destilada

SDS 10%
SDS 10g
g.S.p. 100 mL de H,O destilada

Solucgéo descorante para gel de poliacrilamida
Etanol 400 mL

Acido acético 100 mL

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Solucédo corante para gel de poliacrilamida
Coomassie brilliant blue R250 1 g

Metanol 400 mL

Acido acético 100 mL

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

Tampao de corrida para eletroforese

Tris 30
SDS 19
Glicina 1449

g.s.q 1000 mL de H,O destilada
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Tampao de amostra para gel de agarose (TEB) 10X

Glicerol 50% (v/v)
Azul de bromofenol 0,1%(Vv/v)
Xileno cianol 0,1%(v/v)

Os reagentes foram dissolvidos em TEB 10X

Tris0,05 M pH 7,5

Tris 6,06 g

HCI para ajustar o pH

g.s.p. 1000 mL de H,O destilada

3.1.4-Reagentes
Marcador de massa molecular - BenchMark Prestained Protein Ladder (Gibco)
TEMED - Sigma (St. Louis, MO)

3.1.5-Cromatografias

Sephacryl S200 - Amersham Pharmacia Biotech
Cis (218 TP 54) - Vydac
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3.2-METODOLOGIA
3.2.1-PURIFICAQAO DO INIBIDOR DE PAPAINA DE SEMENTES DE ALGAROBA
3.2.1.1-Obtencao do extrato protéico a partir das sementes secas de algaroba

Inicialmente, as sementes secas de algaroba foram trituradas em multiprocessador e
passadas em peneira para obtencdo de uma farinha. O extrato bruto da farinha de semente foi
preparado em tampédo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5, na propor¢do de 1:10 (p/v), sob agitacdo
constante por 3 horas, em camara fria. O extrato foi centrifugado a 8.000 x g por 30 minutos,
a 4°C. O precipitado foi descartado, e o sobrenadante filtrado foi denominado de ExB, o qual
foi fracionado com sulfato de amoénio em trés etapas de saturacdo: 0-30%, 30-60% e 60-90%.
Apds cada etapa de saturacdo, as solugfes saturadas com sulfato de aménio foram deixadas
por 18 horas a 5°C, e posteriormente, centrifugadas a 10.000 x g durante 30 minutos, a 4°C.
Os precipitados resultantes de cada saturacdo foram ressuspensos em tampao Tris-HCI 0,05
M, pH 7,5 e dialisados contra agua, durante 18 horas. Essas fracbes foram denominadas de
acordo com o referido percentual de saturacdo F0-30, F30-60 e F60-90. Posteriormente, estas
fracBes foram ensaiadas in vitro contra a papaina (uma proteinase cisteinica) para a detec¢do

da atividade inibitoria.

3.2.1.2-Cromatografia de filtragcdo molecular em Sephacryl S-200

A fracdo F30-60, com alta atividade inibitéria contra papaina, foi utilizada para o
isolamento do inibidor de proteinase. Liofilizado da fracdo F30-60 foram ressuspensos em 4
mL de tampdo Tris-HCL 0,05 M, pH 7,5 (5,5 mg de proteinas/mL) e, em seguida,
centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna
de Sephacryl S-2000 (84 x 2,5 cm), equilibrada com o mesmo tampédo acima citado e
submetida a um fluxo de 30 mL/h. Fracdes de 1,5 mL foram coletadas e o perfil proteico foi
monitorado a 280 nm. Ensaios de atividade inibitéria para papaina foram feitos para
identificacdo dos picos de inibicdo. A fracdo com maior atividade inibitdria, denominada de
FI3, foi coletada, dialisada e liofilizada para ser, entdo, utilizada nas etapas seguintes de

purificacéo.
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3.2.1.3- Cromatografia liquida de alta pressdo em Vydac C18

A fracdo FI3, coletada da coluna de filtragdo molecular, foi solubilizada em &cido
trifluoracetico (TFA) 0,1% preparado em agua Milli-Q ultra pura (Solucédo A) e aplicada em
uma coluna de fase reversa (Vydac 18 TP 1022 C-18) acoplada a um sistema de HPLC e,
inicialmente, equilibrada com a solugdo A, com um fluxo de 1,0 mL/min. As proteinas foram
eluidas com um gradiente de 0-100% de acetonitrila em 0,1% de TFA (Solucdo B). O acido
trifluoroacético (TFA) a 0,1% foi utilizado como agente pareador de ions. O perfil
cromatogréfico foi monitorado a 216 nm e as fragdes individuais obtidos foram ensaiadas
contra a papaina. A fracdo purificada correspondente ao inibidor de proteinase, identificada na
coluna de pico G, foi denominada de inibidor Pj, o qual foi coletado, liofilizado e armazenado

para 0s experimentos seguintes.

3.2.2-DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976),

usando albumina sérica bovina como padréo.

3.2.3-ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Eletroforeses das amostras foram feitas em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes (SDS-PAGE) empregando acrilamida a 4% no gel concentrador e 12% no gel
separador de acordo como o método desenvolvido por Laemmli (1970). O marcador de massa
molecular utilizado era composto de a-lactalbumina (14.3 kDa), inibidor de tripsina de soja
(20.1 kDa), anidrase carbénica (29 kDa), ovalbumina (43 kDa), albumina sérica bovina (68
kDa) e fosforilase b (97 kDa). Apds a separacdo das proteinas, os géis foram corados com
comassie brilliant blue como descrito anteriormente no capitulo Il. As eletroforeses foram

realizadas sob corrente constante de 40 mA por, aproximadamente, 2 horas.

3.2.4-ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

O grau de pureza e a massa molecular do inibidor Pj , também foi analisado por
espectrometria de massa em sistema Matrix Assisted Laser Desoption ionization-Time of
Flight (MALDI-TOF) (Voyager-DE STR, PerSeptive Biosystems, Fostercity, USA).
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Aliquotas de 3 uL contendo cerca de 5-20 pmol/uL de proteina foram dissolvidas
inicialmente em &cido trifluoracético 0,1% e adicionadas a 9uL de uma solucéo de a.-ciano-4-
hydroxicindmico (CHCA) saturada em acetonitrila e TFA a 3%, (1:1 v/v). A mistura foi
homogeneizada por aproximadamente 1 minuto em agitador Vortex-Genie 2 (Scientific
Industries Inc., Bohemia, USA). Fracdes de 1 uL foram aplicadas em quadriplicata sobre uma
placa de amostra (Voyager Bioworkstation) e cristalizadas a temperatura ambiente. Os
espectros de massa (MS) foram obtidos no modo de refletor, com resolu¢do monoisotdpica e
calibracdo externa, utilizando padrbes de calibragdo (Sequazyme Calmixture 1-Applied
Biosystems, Fostercity, USA).

3.2.5-DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTI-PAPAINASICA

A atividade inibitoria das fracGes protéicas analisadas foi determinada usando como
substrato uma solugdo de azocaseina 1%. Aliquotas de 30 uL de uma solucdo de papaina
(Img/ImL em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,8) foram adicionadas a 40 uL de uma solucéo
ativadora contendo EDTA 0,02 M e L-cisteina 0,05 M, pH 8,0, e 40 uL de tamp&o Tris-HCL
0,05 M, pH 7,5. Esta mistura foi pré-incubada por 10 minutos a 45°C. No final desse tempo,
foram adicionados 60 pL das fragcdes protéicas, contendo cada 1,2 mg de proteina/mL em
tampdo Tris-HCL 0,05 M, pH 7,5, e 330 uL de tamp& Tris-HCL 0,05 M, pH 7,5
permanecendo por mais 10 minutos nas mesmas condigdes de pré-incubagdo. A reagdo foi
iniciada com a adicdo de 200 pL de solucdo de azocaseina a 1%. Apds 10 minutos, a reagdo
foi parada pela adicdo de 300 uL de solugdo de TCA a 10%. Decorridos 5 minutos a
temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos e o
sobrenadante foi alcalinizada com NaOH 0,25 N (v/v). A leitura espectrométrica dos
peptideos sollveis foi realizada num comprimento de onda de 440 nm. Provas em branco
foram realizadas. Os ensaios foram feitos em triplicata. Uma unidade de atividade anti-
papainasica (Ul) foi definida como a quantidade de inibidor que diminui a atividade da
papaina de 0,01 da absorbancia a 440 nm.
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3.2.6-EXTRACAO DAS PROTEINASES DAS LARVAS DE INSETOS E DOS
NEMATOIDES

A dissecacgéo das larvas de C. maculatus, M. mimosae, Z. subfasciatus, A. obtectus e
dos nematdides M. javanica foi realizada utilizando a metodologia descrita por Terra e
colaboradores (1977). As larvas dos insetos, com idade de 18 a 20 dias foram mergulhados
em solucdo de NaCl 0,15 M e dissecadas a frio com auxilio de uma lupa estereoscopica. Apds
a exposicao do trato intestinal, segui-se o0 isolamento dos intestinos médios com sec¢do na
regido de passagem do esdfago para o ventriculo e na regido de inser¢do dos tubos de
Malpighi. Todos os tecidos estranhos as paredes intestinais, tais como traquéia e corpo
gorduroso foram retirados. Depois de isolados os intestinos médios foram acondicionados em
microtubos (50 intestinos por tubo) contendo 100 uL de tampé&o. As larvas de C. maculatus e
M.mimosae foram acondicionadas em tampédo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5, enquanto que as
larvas de Z. subfasciatus e A. octectus foram acondicionadas no tampéo Tris-HCI 0,025 M,
pH 6,5, contendo 20 mM de DMSO e 25 mM de DTT. Os intestinos foram entdo
homogeneizados com auxilio de um cadinho em banho de gelo por aproximadamente 10
minutos. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos, a
4°C e os sobrenadantes obtidos foram utilizados para os ensaios de atividade enzimaética e
inibitéria. Nematdides fémeas foram homogeneizados com auxilio de um cadinho em banho
de gelo por aproximadamente 10 minutos usando como extrator 1 mL de tampéo Tris-HCI
0,025 M, pH 6,5, contendo 20 mM de DMSO e 0,025 M de DTT. Em seguida, o homogenato
foi centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi, em seguida,

removido e usado para 0s ensaios de atividade enzimatica e inibitéria.

3.2.7-ENSAIQ in vitro DO INIBIDOR Pj CONTRA OS EXTRATOS PROTEICOS DAS
LARVAS DOS INSETOS E NEMATOIDES

A atividade inibitdria do inibidor Pj foi testada de acordo com a metodologia descrita
por Solomon e colaboradores (1999), usando como substrato 10 uM de Phe-Arg-MCA (4-
ethyl-7-coumaryl)amide em tampéao Tris 0,025 M, pH 6,5, DMSO 20 mM, DTT 0,025 M, em
um volume final de reacdo de 100 uL. Aliquotas dos extratos protéicos intestinais dos
diferentes insetos e 0s extratos protéicos dos nematdides, separadamente, foram pré-incubadas
com o inibidor Pj em tampé&o Tris-HCL 0,05 M, pH 7,5, por 15 minutos a 37°C. O inibidor foi
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testado a uma concentracdo padrdo de 50 ug/mL. Provas em branco foram feitas, onde o
branco da fluorescéncia (com excecdo do substrato) foi subtraido. O resultado foi evidenciado
pela liberacdo de metilcumarina livre no qual foi utilizado o leitor fluorimeétrico DyNA Quant
500 (Pharmacia-Biotech), em comprimento de onda de excitacdo de 365 nm e comprimento
de onda de emisséo de 460 nm. Ensaios foram feitos em triplicata e nenhum valor diferiu em
mais de 10%.

3.2.8-ENSAIO in vitro DA ATIVIDADEDO INIBITORIA DO INIBIDOR Pj CONTRA
PROTEINASES SERINICAS

A atividade inibitoria do inibidor Pj foi testada para as proteinases serinicas do tipo
tripsina e quimotripsina. Solugdes estoque das enzimas e do inibidor Pj foram preparadas:
tripsina (0,3 mg/mL em HCI 0,0025 M) e quimotripsina (1 mg/mL em tampé&o Tris-HCI 0,05
M, pH 7,5); inibidor Pj (1,2 mg/mL em tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5). A reagdo de pré-
incubacdo com tripsina continha aliquotas de 50 pL da solucdo de tripsina, 200 uL HCI
0,0025 M, 50 pL de Pj e 260 uL de tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5. A reacdo de pré-

incubacdo com quimotripsina continha aliquotas de 7 pL da solugdo de quimotripsina, 50 ulL.

3.2.9-ENSAIO DA ATIVIDADE DA PAPAINA EM GEL DE POLIACRILAMIDA
CONTENDO 0,1% DE GELATINA

Devido o baixo rendimento na purificagdo do inibidor Pj, a fracdo FI3 foi utilizada
para determinar a atividade inibitdria do inibidor contra a papaina em gel de poliacrilamida,
contendo gelatina 0,1%, utilizando a metodologia descrita por Michaud e colaboradores
(1993) com algumas modificacdes. Inicialmente, foram feitas trés reacdes: uma reacao
controle, denominada de C, contendo 2,5 uL (1 ug/uL) de papaina, 3,8 uL de solucdo
ativadora (EDTA 0,02 M e L-cisteina 0,05 M, pH 8,0), 26 uL de tampé&o Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5; uma reacdo 1, denominada de R1, contendo 2,5 uL (1 ug/uL) de papaina, 3,8 uL de
solucéo ativadora (EDTA 0,02 M e L-cisteina 0,05 M, pH 8,0), 6 uL de tampdo Tris-HCI 0,05
M, pH 7,5, e 20 puL (2 pg/uL) da fragdo FI3; e uma reacdo 2, denominada de R2, semelhante a
R1, mais contendo 26 pL (2 ng/uL) da fragdo FI3. A reacdo R1 e R2 foram pré-incubadas por
10 minutos a 45°C. Apds a pré-incubacao, foram adicionados a essa mistura, 3 puL do tampéo

de amostra, a qual foi, entdo, aplicadas ao gel (SDS-PAGE) contendo gelatina 0,1%. Apos a
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separacdo das proteinas, cuja corrida foi feita a 5°C, os geis foram incubados com uma
solugcdo de Triton X-100 a 2,5% por 60 minutos para remover o SDS, seguido de uma
lavagem com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 por 10 minutos. Posteriormente, os géis foram
incubados com uma mistura contendo 1,5 mL de solucédo ativadora (EDTA 0,02M e cisteina
0,05 M, pH 8,0) por 60 minutos a 45°C. Ao final deste periodo, o gel foi submetido a uma

rapida lavagem com agua destilada e, em seguida, corado com coomassie brilliant blue.

3.2.10-ENSAIO DA ATIVIDADE INIBITORIA EM GEL DE POLIACRILAMIDA-
SDS

Estas analises foram feitas em SDS-PAGE, no qual foi aplicado um marcador protéico
de massa molecular (), 22 ug da fragdo FI3 (I1), e 45 ug da fragdo FI3 (I11). Apés a separacao
das proteinas, o gel foi incubado com uma solucédo de Triton X-100 a 2,5% por 30 minutos, a
temperatura ambiente, para remover o SDS, seguido de uma lavagem com tampéo Tris-HCI
0,05 M, pH 7,5 por 30 minutos. Apds a lavagem, o gel foi dividido em duas partes: uma parte
chamada de gel controle, contendo (1) e (I1); e uma segunda parte chamada de gel teste,
contendo a amostra (I11). O gel teste foi pré-incubado em Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5 por 10
minutos a 45°C. Ap0s este tempo, o gel foi incubado, por mais 60 minutos, com 3 mL de uma
mistura contendo 1,5 mL de solucéo de papaina (1 mg/1l mL de tampédo Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5) e 1,5 mL de solucéo ativadora (EDTA 0,02M e cisteina 0,05 M, pH 8,0). Posteriormente,
a reacdo foi parada pela transferéncia do gel para uma solucéo corante em coomassie brilliant
blue, em seguida, o gel foi descorado com metanol:acido acetico:agua (3:1:6, v/iv/iv). O gel
controle foi corado e descorado utilizando 0 mesmo procedimento para o gel teste.

3.2.11-ANALISE CINETICA DA ATIVIDADE INIBITORIA DO INIBIDOR Pj

Para a determinacdo do mecanismo de inibig&o do inibidor Pj, o valor de Ki (constante
de equilibrio da reacdo de ligacdo do inibidor) da reacdo entre o inibidor Pj e a papaina foi
obtido como descrito em 3.2.4. Para o controle positivo, aliquotas de 30 uL de papaina foram
incubadas com concentragdes crescentes de solucdes de azocaseina a 1% (0,062 mg; 0,084
mg; 0,126 mg; 0,25 mg; 0,5 mg e 1,5 mg) em volumes de 200 uL livres do inibidor. Para
analise da fracédo inibidora (Pj), aliquotas de 20 uL; 60 uL; 80 uL e 100 pL da fracdo foram

incubadas com 30 uL de solucéo de papaina e 200 pL das solugdes de azocaseina (0,062 mg;

108



Capitulo 11l — Materiais e métodos

0,084 mg; 0,126 mg; 0,25 mg; 0,5 mg e 1,5 mg). Provas em branco foram realizadas e 0s
ensaios foram realizados em triplicatas. A absorbancia foi medida a 440 nm e a velocidade da
reacdo foi expressa como 1/V (DOus/h/mL)™ . O valor de Ki foi determinado pelo grafico
duplo reciproco de Linaweaver-Burk conforme Dixon e colaboradores (1979). Os valores do
Interceptor correspondem aos interceptos no eixo 1/V (DOuo/h/mL)™" obtidos da
determinacdo do mecanismo de inibi¢do acima citado e os valores para a inclinacéo das retas

foram obtidos pela formula abaixo:

Inclinagéo = A 1/V (DOue/h/mL)*:
AL [S]ug*

3.2.12-SEQUENCIAMENTO DO N-TERMINAL PELO METODO DE
DEGRADACAO DE EDMAN

O inibidor PcBBI1 purificado foi sequenciado automaticamente pelo método de

degradacdo de Edman em um seqlenciador de peptideos PPSQ (Shimadzu Co., Kyoto,

Japan), conforme instrugdes do fabricante.
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4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-PURIFICACAO DO INIBIOR TIPO KUNITZ DE SEMENTE DE ALGAROBA
ATIVO CONTRA PROTEINASES CISTEINICAS

4.1.1-Obtencédo do extrato proteico com atividade inibitoria

O extrato bruto da semente de algaroba fracionado com sulfato de aménio em trés
etapas de saturacdo: 0-30%, 30-60% e 60-90%, originaram trés fracbes protéicas,
denominadas de F0-30, F30-60 e F60-90, as quais foram testadas quanto a sua atividade anti-
papainasica (Figura 31). A fracdo F30-60 apresentou maior atividade anti-papainasica em

relacdo as demais fragcdes analisadas, com um percentual de inibicdo correspondente a 72%.
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Figura 31: Atividade anti-papainasica das fracfes protéicas ExB, F0-30, F30-60 e F60-90.
Para determinar a inibicdo das fragdes sobre a papaina foram utilizadas cerca de 100 ug de
proteina de cada fracdo em tampdo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,5. A atividade da papaina na
presenca de cada fracdo, apds 10 minutos de pré-incubacdo foi medida apds a adicdo do

substrato azocaseina a 1%. Cada medida foi feita em triplicata. O erro de barras representa o
desvio padrao.
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4.1.2-Cromatografia de exclusdo molecular em sephacryl S-200

A fracdo protéica F30-60, com elevada atividade anti-papainasica, foi aplicada em
uma coluna de exclusdo molecular em Sephacryl S-200 (Figura 32), equilibrada com tampéo
Tris-HCL 0,05 M pH 7,5. O perfil protéico foi monitorado a 280 nm. As fragdes protéicas
eluidas com tampéo de equilibrio em volumes de 1,5 mL, foram submetidas ao ensaio in vitro
para deteccdo da atividade anti-papainésica, revelando a presenca de trés grupos de inibidores,
denominados de FI1, FI2 e FI3. As fragOes correspondentes a cada grupo de inibidor, devido
0 baixo rendimento cromatogréfico, foram reunidas a partir de varias corridas cromatogréaficas
e precipitadas com sulfato de amdnio em saturacdo de 0-90%. Apds dialise em tampéo Tris-
HCI 0,05 M, pH 7,5, essas fragdes foram submetidas a ensaio de atividade anti-papainésica,
permitindo assim, identificar o percentual de inibicdo sobre a atividade da papaina. Como
resultado desse procedimento, foi observado maior atividade inibitéria da fracdo FI3 (68% de

inibicdo) do que nas fracdes FI1 e FI2 (30% e 43%, respectivamente) (Figura 33).
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Figura 32: Perfil de eluicdo de F30-60 em cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl
S-200. As fragdes protéicas foram eluidas com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 7.5 e lidas a 280
nm (1,5 mL, volme de cada fracdo eluida). FI1, FI2 e FI3, representam os trés grupos de

inibidores que foram detectados através dos ensaios de atividade anti-papainasica.
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Figura 33: Percentual da atividade anti-papainasica das fracfes FI1, FI2 e FI3. Essas fracdes
correspondem aos trés grupos de inibidores, ativos para papaina, obtidos da cromatografia de

exclusdo molecular em Sephacryl S-200.

4.1.3-Cromatografia liquida de alta pressdo em Vydac C18

A fracdo FI3, com alta atividade inibitdria, proveniente da cromatografia de exclusdo
molecular Sephacryl S-200, foi submetida a cromatografia liquida de alta pressdo (Vydac
C18), equilibrada com a solucdo A em um fluxo de 1,0 mL/min. As proteinas foram eluidas
com um gradiente de 0-100% de acetonitrila em 0,1% de TFA (solugéo B) e o perfil
cromatografico foi monitorado a 216 nm. O perfil de eluicdo da fracdo FI3, parcialmente
purificado, revelou a presenca de inimeros picos protéicos que foram identificados em ordem
alfabética de A até G (Figura 34). Os picos protéicos foram ensaiados contra papaina como
descrito no item 3.2.7 e apenas o pico G, denominado de fragdo G ou inibidor Pj, mostrou
atividade inibitdria para a papaina, apresentando 99% de inibicdo, sendo, entdo, inicialmente
caracterizado como um inibidor de proteinase cisteinica. O inibidor Pj foi, posteriorente,

utilizado para as analises inibitorias contra enzimas de varias fontes (Tabela 05).
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Figura 34: Perfil de eluicdo de FI3 em coluna liquida de alta presséo (Vydac C18). A fracdo
G, contendo o inibidor ativo para papaina, foi eluida com cerca de 65% de acetonitrila sob

fluxo de 1 mL/min.

Para a elaboracdo de uma tabela de purificacdo (Tabela 04), as fracGes obtidas nas
etapas de isolamento: ExB, fragdo F30-60, fracdo FI3 e a fragdo G, foram testadas
especificamente contra papaina. A tabela 04 mostra o teor de proteinas, atividade anti-
papainasica total, atividade especifica, o rendimento e o grau de purificacdo das fracGes.

Observou-se que os métodos empregados para o isolamento do inibidor de proteinase
do tipo kunitz, ativo contra a papaina, de sementes de algaroba proporcionaram um grau de
purificacdo satisfatdrio, tendo em vista a obtencdo do rendimento dessa proteina em 2,9%,

grau de purificacdo de 95 vezes e auséncia de contaminantes.
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Tabela 04: Purificacdo do inibidor tipo kunitz ativo contra proteinases cisteinicas

Fracoes Atividade  Proteina Atividade  Purificacdo  Rendimento

inibitéria  total (mg) especifica X) (%)

total (Ul/mg

proteina
ExB 88800 1634,40 54,33 1 100
F30-60 28200 10 2820 52 31,7
FI3 12427 3,23 3847,40 71 14
Inibidor Pj (G) 2580,9 0,50 5161,72 95 2,9

Uma unidade de inibidor foi definida como a quantidade de inibidor que diminui a atividade
da enzima em 0,01 da absorbancia a 440nm.

4.2-ANALISE DA MASSA MOLECULAR DO INIBIDOR POR ELETROFORESE EM
GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS (SDS-PAGE) E MALDI-TOF

A figura 35A mostra o perfil eletroforético do extrato bruto (ExB-18ug de proteina);
F30-60 (22 pg de proteinas); fracdo FI3 obtida da cromatografia de exclusdo molecular
Sephacryl S-200 (21,6 ug de proteinas) e fracdo G ou inibidor Pj (20ug de proteinas), obtida
da cromatografia liquida de alta pressdo Vydac C-18. A analise eletroforética do ExB e da
fracdo F30-60, revelou a presenca de bandas com massa molecular que variam de 15.000 a
68.000 Da. Na fracdo protéica FI3 constatou-se a presenga de varias bandas protéicas de
massa molecular entre 20.000 Da e 50.000 Da, sendo a de 20.000 Da a mais abundante. Para
o inibidor Pj observou-se uma banda protéica de massa molecular de aproximadamente
20.000 Da. Similar resultado foi observado quando o inibidor Pj foi analisado por
espectrometria de massa (MALDI-TOF), onde foi visualizado uma massa molecular de
19.276 Da e uma de 38.573 Da, correspondendo ao monémero e ao dimero, respectivamente
(Figura 35B).
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Figura 35: (A) Andlise eletroforética das fracbes obtidas nos varios passos de purificacdo do
inibidor de proteinase cisteinica de sementes de algaroba. M-Marcador de massa molecular.
ExB-Extrato bruto. F30-60-Fragdo protéica obtida do fracionamento com sulfato de amdnio.
FI3-Fragdo protéica proveniente da Sephacryl S-200; e FG (inibidor Pj)-Fracdo protéica
eluida da Vydac C18. (B) Espectrometria de massa (MALDI-TOF) do inibidor Pj.

115



Capitulo 111 — Resultados e discussao

4.3-ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DO N-TERMINAL DO INIBIDOR Pj

Através do sequénciamento protéico do inibidor Pj foi identificado 22 residuos de
aminoéacidos. Esta seqliéncia quando depositada no banco de dados, mostrou homologia com
varias sequéncias protéicas de inibidores de proteinases da familia Kunitz (Tabela 05). O
maior percentual de identidade do inibidor Pj foi notado em relacdo ao inibidor de
Adenanthena pavonina, apresentando 88% de identidade e ao inibidor de Acacia confusa,
com 86% de identidade. Um menor percentual foi observado em relacdo ao inibidor de
Albizzia julibrissin e Glicine Max, com 69 e 57% de identidade, respectivamente.

Tabela 05: Seqiiéncia de aminoécidos da extremidade N-terminal do inibidor Pj em
comparagdo com outros inibidores de proteinases vegetais tipo Kunitz

Espécies Sequéncia N-terminal Identidade
P. juliflora SDR-CKDLGISIDEENN-RRL-V 100%

A. pavonina LE-CKDLGISIDDDMN-RRLAV 88%

A. confusa DDESCKDLGISIDDENN-RRLVV 86%

A. julibrissin KDDHCKDLGSIDDDE 69%

G. max DDKCGDIGISIDHDDGTRRLV S57%

4.4-ATIVIDADE INIBITORIA DO INIBIDOR Pj PARA VARIAS PROTEINASES

O inibidor purificado Pj foi ensaiado contra a atividade de diferentes proteinases
presentes nos insetos C. maculatus, M. mimosae, Z. subfasciatus, A. obtectus e no nematdide
M. javanica. O inibidor pj também foi testado contra a atividade da tripaina e quimotripsina
(Tabela 06), ja que alguns inibidores tipo cistatina possuem atividade inibitéria contra
proteinases serinicas, e pelo fato de que o inibidor Pj, segundo o seqiiénciamento é um
inibidor do tipo kunitz. Os resultados revelaram que o inibidor Pj apresenta alto nivel de
inibicdo contra a atividade proteolitica das proteinases cisteinicas de A. obtectus e de C.
maculatus com 76,3 e 72%de inibicdo, respectivamente. Os resultados também mostraram
que o inibidor Pj inibiu moderadamente a atividade proteolitica das proteinases digestivas de

M. mimosae, com 42% de inibigdo, assim como apresentou baixa atividade inibitoria contra a
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atividade das proteinases digestivas de Z. subfasciatus, com apenas 19,1% de inibicdo. No
entanto nenhum efeito inibitério significativo foi observado contra as proteinases de M.
javanica e contra as proteinases serinicas.

Segundo Ojima e colaboradores (1997), o inibidor de proteinase cisteinica, purificado
de cultura de células da cenoura, foi considerado um fraco inibidor contra a tripsina, mesmo
com um percentual de inibicdo equivalente a 30%, mas nenhuma inibicao foi detectada contra
a quimotripsina. Pernas e colaboradores (1998) consideraram efetiva a atuacdo da cistatina
purificada de sementes de castanha, C. sativa, contra a tripsina, onde apenas 15% de inibigéo
foi detectado.

Nossos resultados sugerem que, embora o inibidor Pj seja caracterizado pela sua
sequéncia como um inibidor do tipo Kunitz, inibidor que atua preferencialmente sobre as
proteinases do tipo serinicas, podemos dizer que o inibidor Pj se trata de um tipico inibidor de

proteinase cisteinica.

Tabela 06: Atividade inibitéria do inibidor Pj contra diferentes proteinases

Enzimas % de inibicéo
Papaina 99,0+ 0,70
Tripsina 4,2+0,42
Quimotripsina 56+1,75
AoP 76,2 +1,90
CmP 72,0+1,71
MmP 42,0+ 1,24
ZsP 19,1+1,83
MjP 25+0,28

Ensaio contra papaina, tripsina, quimotripsina, nematdide M. javanica (M]jP), e proteinases
dos bruquideos A. obtectus (AoP), C. maculatus (CmP), M. mimosae (MmP) e Z. subfasciatus
(ZsP). Os valores da tabela representam as médias dos percentuais de inibicdo + desvio
padrdo dos resultados obtidas nos ensaios in vitro de atividade inibitéria realizados em
triplicata.
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4.5-ENSAIO DA  ATIVIDADE ANTI-PAPAINASICA EM GEL DE
POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 0,1% de gelatina foi feita seguindo a
metodologia descrita por Michaud e colaboradores (1993), com algumas modificagfes. Por
meio deste método foi possivel visualizar a atividade proteolitica da papaina caracterizada
como uma area clara em contraste com o azul do gel corado com ccomassie brilliant blue.
Neste ensaio, devido as pequenas quantidades do inibidor (Pj), obtido no passo final de
purificacdo, a fragdo FI3 foi utilizada como fonte de inibidor. Como resultado, na figura 36A,
foi observado na linha 1 (controle) a atividade proteolitica da papaina, e na linha 2 (R1) e na
linha 3 (R2), onde a papaina foi tratada com a fracdo FI3, a atividade da papaina também foi
visualizada, mais em menor intensidade, devido a acdo inibitdria do inibidor sobre a atividade
da papaina.

Outro ensaio foi feito em gel de poliacrilamida na auséncia de gelatina (Figura 36B)
para testar a atividade do inibidor contra a papaina. A fracdo FI3 também foi utilizada neste
experimento como fonte de inibidor. No gel teste (111), contendo 45 ng da fracdo FI3, tratado
com papaina, foi visualizado uma Unica banda protéica de aproximadamente 20.000 Da,
correspondente a mesma massa molecular apresentada pelo inibidor Pj (fracdo G) purificado
da coluna Vydac C18 e visualizada no SDS-PAGE (Figura 35A).
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Figura 36: (A) Ensaio inibitorio do inibidor Pj em gel de poliacrilamida contendo gelatina a
0,1%. C (controle positivo); R1-2,5 ug de papaina + 40 ug de FI3; R2-2,5 ug de papaina +
56 ug de FI3. (B) Ensaio inibitorio do inibidor Pj em gel de poliacrilamida sem gelatina. Gel
controle:1-marcador de massa molecular; 2-10 ug de FI3. Gel teste: 3-22 ug de FI3. A seta

indica a banda protéeica de 20.000 Da correspondente ao inibidor Pj.

4.6-MECANISMO DE INIBICAO DO INIBIDOR Pj

Para a determinacdo do mecanismo de inibicdo do inibidor Pj contra a papaina, 0s
dados cinéticos de inibicdo foram analisados pelo grafico duplo reciproco de Lineweaver-
Burk (Figura 37). A analise do gréafico revelou um mecanismo de inibi¢cdo do tipo ndo-
competitivo, caracterizado pela inalteracdo do valor de K e diminuicdo da Vma, quando
comparada com a reacdo na auséncia do inibidor. Este resultado ndo se assemelha com os
resultados revelados por Barrett (1987) que se referiu aos inibidores de proteinases cisteinicas
como inibidores competitivos. No entanto, trabalhos posteriores, feitos com cistatina de arroz
e de milho (Abe et al., 1994), cistatina de soja (Zhao et al., 1996) e cistatina isolada da
castanha (Pernas et al., 1998) apresentaram um perfil de inibicdo do tipo ndo-competitiva

guando ensaiados contra a papaina.
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A determinacdo da constante de inibicao do inibidor Pj (Figura 38), foi realizada pelo
Método de Dixon e colaboradores (1979), utilizando os dados obtidos com o grafico duplo

reciproco de Linaweaver-Burk. O valor de K; encontrado para o inibidor Pj foi de 0,59 x 10°°.

1V (OD,, /h/mL)*
\\

-5 11 -7 -3 1 5 9 13 17

1/S (g x 10%)

Figura 37: Inibicdo da atividade da papaina pelo Inibidor Pj. Dados da cinética de inibicao
foram ilustrados pelo grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk. A atividade inibitoria
de Pj foi determinada usando vérias concentraces de azocaseina como substrato. (H)
Controle (auséncia de Pj); (m) 24 pg de Pj; (m) 72 png de Pj; (M) 96 pg de Pj e (M) 120 pug
de Pj.
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Figura 38: Determinacdo do valor de K; do inibidor Pj contra a papaina. Para determinar a
constante de inibicdo de Pj sobre a papaina foi utilizado como controle positivo a papaina
incubada com concentracfes crescentes de solucfes de azocaseina a 1% (0,062 mg; 0,084 mg;
0,126 mg; 0,25 mg; 0,5 mg e 1,5 mg) na auséncia do inibidor. Para analise da fracdo inibidora
(Pj), aliquotas de 20 uL; 60 pL; 80 uL e 100 uL da fracdo foram incubadas com 30 uL de
solucdo de papaina e 200 pL das solugbes de azocaseina (0,062 mg; 0,084 mg; 0,126 mg; 0,25
mg; 0,5 mg e 1,5 mg).
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4-DISCUSSAO

Com o avanco da engenharia genética, voltada para o desenvolvimento de plantas
resistentes ao ataque de insetos-praga e patdgenos, os inibidores protéicos vém sendo
propostos como um dos fatores a serem utilizados para a obtencédo de plantas geneticamente
modificadas (Gatehouse e Gatehouse, 1998; Ussuf et al., 2001; Carlini e Grossi de S&, 2002;
Lawrence e Koundal, 2002).

Para a selecdo destes inibidores, estudos detalhados vém sendo desenvolvidos levando
em consideracdo, principalmente, a fisiologia e a bioquimica de sua digestdo pelo inseto.
Sendo assim, diferentes inibidores protéicos, encontrados em diferentes espécies de planta,
sdo amplamente estudados em relacdo ao seu efeito inibitorio sobre as proteinases intestinais
de insetos (Ishimoto et al., 1996; Grossi de Sa et al., 1997; Da Silva et al., 2000; Franco et al.,
2000; Valencia et al., 2000), bem como pelo seu potencial em reduzir a fecundidade e o peso,
aumentar a mortalidade e causar varias deformacdes no inseto (Kuroda et al., 1996; De Leo e
Gallerani, 2002; Elden, 2000; Telang et al., 2003; Franco et al., 2003; Franco et al., 2004;
Srinivasan et al., 2005).

Os inibidores protéicos e outros compostos envolvidos no mecanismo de defesa estéo,
naturalmente, presentes nas plantas. Diante disto, € esperado que estas proteinas,
independente de sua origem, desempenhe sua funcdo bioldgica em resposta ao ataque do
inseto alvo na planta geneticamente modificada tornando-a resistente.

No entanto, questionam-se como alguns insetos-praga, sdo capazes de infestar as
plantas tornando-se dominantes. Em alguns casos, estes compostos estdo presentes em acessos
selvagens em altos niveis, quando domesticados, estes acessos, perdem ou reduzem a
capacidade de sintetiza-los (Hilder et al., 1987). Um exemplo deste processo € a proteina
arcelina, uma familia de proteinas com propriedades inseticidas, encontrada apenas em
acessos selvagens de feijdo comum P. vulgaris (Orborn et al., 1988; Cardona te al., 1990).
Outro fato importante € a co-evolucao dos insetos e plantas, explicada pela teoria de Erlich e
Raven (1964), o qual sugere que a producdo e o acimulo de uma toxina pela planta séo
seguidos por uma resposta do predador. Esta resposta pode esta relacionada a estratégias
desenvolvidas pelos insetos, que incluem a metabolizagéo e o seqliestro de compostos toxicos
(Scott e Wen, 2001; Nishida, 2002), mecanismo de fuga (Zangerl, 1990) e alteracdo nos
padrdes de expressao génica (Silva et al., 2001).
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Durante a evolugdo, plantas e insetos desenvolveram mecanismos ecoldgicos,
fisioldgicos e bioquimicos para diminuir os efeitos negativos desta interacdo. Com énfase aos
inibidores protéicos, as plantas desenvolveram mecanismos extraordindrios contra as
proteinases dos insetos, tais como, 0 aumento da atividade destes inibidores nos tecidos
(Rakwal et al., 2001), a sintese de uma gama enorme de inibidores que possuem atividade
contra varias enzimas (Christeller et al., 1998), a producdo de inibidores bifuncionais que
atuam contra amilases e proteinases (Roy e Gupta, 2000), a expressao de inibidores altamente
especificos para as enzimas dos insetos (Falco et al., 2001) e a sintese de inibidores resistentes
a protedlise e ativos sob vérias condi¢bes de pH do trato digestivo de insetos (Christeller et
al., 1998). Em contrapartida, os insetos desenvolveram maneiras de superar os efeitos
negativos causados pelos inibidores protéicos presentes em suas plantas hospedeiras. Estas
incluem o aumento da atividade das enzimas do trato digestivo e a sintese de enzimas menos
sensiveis (Paulillo et al., 2000), a modificacdo do espectro ou atividade relativa de varias
hidrolases digestivas (Patankar et al., 2001), a quebra de inibidores via proteinases (Girar et
al., 1998) e a diminuicao da sensibilidade das enzimas aos inibidores (Brito et al., 2001) via
formacéo de oligdbmeros de alto peso molecular insensivel aos inibidores protéicos.

Patankar e colaboradores (2001) mostraram que lagartas de H. armigera eram capazes
de superar os efeitos de varios Pl de plantas hospedeiras alterando a composicdo das enzimas
do trato digestivo ap0s a ingestdo destes Pl. O mesmo foi observado para Agrotis ipsilon, H.
zea (Mazumdar-Leighton e Broadway, 200la, b) e H. virescens (Brito et al., 2001).
Mazumdar-Leighton e Broadway (2001a) mostraram que insetos da ordem Lepidoptera
apresentavam tripsinas constitutivas e tripsinas induzidas apos a ingestdo de Pl que eram
insensiveis aos inibidores. Resultados semelhantes foram descritos para as quimotripsinas
(Mazumdar-Leighton eBroadway, 2001b) e para as a-amilases (Silva et al., 2001).

Diante deste quadro, surge a necessidade de selecionar novas proteinas com acédo
inseticida com alta afinidade e desenvolver novos mecanismos para driblar a capacidade
adaptativa dos insetos. Estudos enfatizando a introducdo de multiplos genes relacionados a
defesa na mesma planta também vém sendo aplicados como uma nova estratégia, sendo
assim, é preciso conhecer a proteina a ser introduzida, seu papel fisiolégico e modo de a¢éo,
gue sao etapas imprescindiveis nesse processo.

Estudos relacionados as propriedades de interacdo proteina-proteina sdo
indispensaveis (Richardson, 1991; Da Silva et al., 2000, Clemente et al., 2204, Weder e

Hinker, 2004), onde a descoberta de novos residuos responsaveis pela interacdo especifica,
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entre inibidor e enzima, além de ajudar a desvendar algo novo, abre novos horizontes para o
desenho de inibidores altamente especificos, mostrando ser um passo eficiente e seguro no

desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas.
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5-CONCLUSAO

Neste trabalho selecionamos dois inibidores de sementes de P. coccineus com
atividade inibitoria sobre as proteinases digestivas da broca-do-café. A identificacdo e a
avaliacdo da especificidade in vitro do inibidor de a-amilase (aAl-Pcl) e do inibidor de
proteinase serinica PcBBI1, foi um passo inicial muito importante, que contribuiu para
selecionar inibidores com potencial a ser utilizado na producdo de café transgénicos que
confira resisténcia a broca-do-café. No entanto, alguns estudos mais aprofundados séo
necessarios.

O trabalho direcionado para a selecdo de inibidores de proteinase proveniente de
sementes de algaroba (P. juliflora) mostrou que o inibidor de proteinase cisteinico tem grande

potencial de uso para o melhoramento de plantas de feijdo através da engenharia genética.
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6-PESPECTIVA

Os proximos passos a serem dados:

» A purificacdo do inibidor aAl-Pcl das sementes de plantas de fumo
transgénico para que possam ser feitos os experimentos de estrutura e analises
bioquimicas mais detalhadas envolvendo a interagdo do inibidor com a a-
amilase da broca-do-café;

» Clonagem do gene que codifica para o inibidor de Bowman-Birk das sementes
de P. coccineus;

> Validacdo destas duas moléculas sobre as pragas alvos por meio de bioensaio;

» Utilizacdo dos genes destas proteinas na obtencdo de plantas de café
geneticamente modificadas, visando obter plantas resistentes ao inseto-praga

estudado, a broca-do-café.
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