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Resumo

PILON, Anderson Martins, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2004. Resposta bioquimica da lagarta da soja ao inibidor de protease
benzamidina e seus efeitos no desenvolvimento poés-embrionario.
Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Conselheiros: Raul Narciso
Carvalho Guedes, Maurilio Alves Moreira e José Eduardo Serréo.

Dos seres vivos existentes, 72% sao insetos, sendo que 50% destes sao
fitfagos. Na coevolugcdo entre plantas e insetos, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa contra o ataque de insetos. Dentre estes mecanismos
destaca-se a producdo de inibidores de protease. E postulado que, quando
uma planta é atacada ou ferida, ela propicia um aumento nos niveis de
inibidores de proteases na regiao ferida (resposta local) e ou por toda a planta
(resposta sistémica). Nesta interacdo inseto-planta, os insetos podem
desenvolver mecanismos de defesa contra os inibidores de proteases
produzidos pela planta. Esta possibilidade demanda um conhecimento mais
elaborado do comportamento das enzimas proteoliticas do intestino médio dos
insetos, a partir da ingestao cronica de inibidores de protease no momento do

ataque a planta.

Plantas de soja atacadas por larvas de Anticarsia gemmatalis (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) induzem, através da via das lipoxigenases, o0 aumento
na sintese de inibidores de proteases, como uma forma de defesa ao ataque
do inseto (FORTUNATO, 2001). Este inseto apresenta proteases tripsinas-like
como enzimas digestivas (XAVIER, 2002). Tomando conhecimento destas
informacdes e por ser a soja uma importante cultura para a economia
brasileira, buscamos realizar a caracterizacao bioquimica e fisiol6gica do efeito
do inibidor de tripsina benzamidina na digestibilidade protéica, crescimento e

desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis.

Neste sentido, o presente trabalho baseou-se na determinacdo da
digestibilidade e os efeitos no crescimento e desenvolvimento de larvas de A.
gemmatalis, assim como a avaliacdo da atividade das proteases digestivas
presentes no intestino médio da lagarta, quando alimentadas com o inibidor de

iX



tripsina benzamidina nas concentragdes 0; 0,25; 0,50 e 0,75 (% p/p de dieta
artificial). Verificamos, através do teste de Tukey (p < 0,05), que a adi¢cdo de
benzamidina alterou significativamente a digestibilidade do alimento proteico.
Tal alteracéo esta correlacionada com impactos negativos ocasionados na fase
larval desse inseto, tais como aumento do ciclo larval, diminuicdo de ganho de
peso e aumento da mortalidade. Verificamos que tanto a atividade proteolitica
quanto a atividade amidasica apresentaram maiores indices em lagartas de 5°
instar. Observamos também que a presenca do inibidor alterou os perfis de
atividades, sugerindo que os insetos, apés a ingestdo alta de inibidores de
proteases, podem apresentar respostas de defesa através da hiperproducéo de
proteases sensiveis a benzamidina e/ou sintese de proteases insensiveis ao
inibidor. Portanto, estes dados sugerem que a utilizagcdo de inibidores de
protease possa ser uma estratégia promissora no controle de Anticarsia

gemmatalis na cultura da soja.



Abstract

PILON, Anderson Martins, M.S., Federal University of Vicosa, February of
2004. Biochemical answer of the soy caterpillar to the inhibitor of
protease benzamidine and its effects in the post-embryonic
development. Adviser. Maria Goreti de Almeida Oliveira. Committee
members: Raul Narciso Carvalho Guedes, Maurilio Alves Moreira and José
Eduardo Serrao.

From the existent beings living creatures, 72% are insects, and 50% of
these are phytophagous. In the co-evolution between plants and insects, the
plants developed defense mechanisms against the attack of insects. Among
these mechanisms stand out the production of protease inhibitors. It is
postulated that, when a plant is attacked or wounded, it propitiates an increase
in the levels of proteases inhibitors in the wounded area (local answer) and or
for the whole plant (systemic answer ). In this interaction insect-plant, the
insects can develop defense mechanisms against the proteases inhibitors
produced by the plant. This possibility demands an elaborated knowledge of the
behavior of the proteolytic enzymes of the medium intestine of the insects,
starting from the chronic ingestion of protease inhibitors in the moment of the

attack to the plant.

Soy plants attacked by larvas of Anticarsia gemmatalis (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) they induce, through the lipoxigenases way, the
increase in the synthesis of proteases inhibitors, as a defense form to the attack
of the insect (FORTUNATO, 2001). This insect presents proteases trypsin-like
as digestive enzymes (XAVIER, 2002). Becoming aware of these informations
and for being the soy an important culture for the Brazilian economy, we tried to
accomplish the biochemical and physiologic characterization of the effect of the
inhibitor of trypsin benzamidine in the proteic digestibility, growth and

development of Anticarsia gemmatalis.

In this way, the present work based on the determination of the

digestibility and the effects in the growth and development of larvas of
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Anticarsia gemmatalis, as well as the evaluation of the activity of the present
digestive proteases in the medium intestine of the caterpillar, when fed with the
inhibitor of trypsin benzamidine in the concentrations 0; 0,25; 0,50 and 0,75 (%
p/p of artificial diet). It was verified, through the test of Tukey (p <0,05), that the
benzamidine addition altered the digestibility of the proteic food significantly.
Such alteration is correlated with negative impacts caused in the larval phase of
that insect, such as increase of the larval cycle, decrease of weight gain and
increase of the mortality. It was verified that not only the proteolytic activity but
also the starch activity presented larger indexes in caterpillars of 5th urge. It
was also observed that the presence of the inhibitor altered the profiles of
activities, suggesting that the insects, after the high ingestion of proteases
inhibitors, they can present defense answers through the hyper-production of
sensitive proteases to the benzamidine and/or synthesis of insensitive
proteases to the inhibitor. Therefore, these data suggest that the use of
protease inhibitors can be a promising strategy in the control of Anticarsia

gemmatalis in the culture of the soy.
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RESPOSTA BIOQUIMICA DA LAGARTA DA SOJA AO
INIBIDOR DE PROTEASE BENZAMIDINA E SEUS
EFEITOS NO DESENVOLVIMENTO POS-EMBRIONARIO

1. Introducéo

Na agricultura mundial as perdas devido ao ataque de insetos perfaz um
total de 20% (ROBINSON, 1996). Na tentativa de controlar o ataque de insetos-
praga, tém-se utilizado intensivamente agroquimicos, os quais, apesar de
manterem a produtividade, causam sérios danos ao meio ambiente e ao
homem. Anualmente sdo gastos com pesticidas mais de 10 bilhdes de ddlares
(KHUSH, 1999). Portanto devemos procurar métodos mais econdmicos e
menos danosos de controle, sendo a exploracdo dos mecanismos fisioldgicos

de defesa da planta uma alternativa potencial.

As plantas possuem um complexo sistema de autodefesa contra
patébgenos e herbivoros. Algumas das defesas quimicas sdo constitutivas
formando barreiras fisicas ou bioldgicas contra 0s organismos invasores, outras
sdo ativas sendo induzidas por ataque a planta. A resposta ao dano pode ser
local ou sistémica na planta, sendo que muitos destes compostos quimicos de
defesa sdo denominados “metabdlitos secundarios” e produzidos a partir de
uma via biossintética especializada. Entretanto algumas moléculas ativas na
planta possuem papéis primarios na defesa, como os inibidores de protease e
lectinas, que funcionam também como proteinas de reserva em sementes, e
complexos estruturais, como, a lignina presente em parede celular (RYAN e
JAGENDORF, 1995).

E postulado que inibidores de proteases tém fungdo de proteger plantas
contra danos causados por varios tipos de insetos, inibindo significativamente

atividades proteoliticas de proteases presentes no intestino dos insetos (HILDER



et al.,, 1987, RYAN, 1990). Quando ocorrem ferimentos em folhas ocorre um
grande aumento, pela planta, da sintese de inibidores de proteases no local do
ferimento (resposta local), e também por toda a planta (resposta sistémica)
(FARMER e RYAN, 1992). Diversos compostos identificados em plantas que
podem regular a expressao dos genes que codificam inibidores de proteases sao
induzidos por ferimentos; dentre eles estdo os oligouronideos, acido abscisico,

metil jasmonato, acido jasménico e a sistemina.

7

A producdo de &acido jasmbnico € um processo regulado e as
concentracfes desse acido em tecidos normais (ndo estressados) da planta séo,
geralmente, muito baixas (WANG et al., 2000). Entretanto, o acido jasmonico se
acumula em plantas feridas ou em células de plantas tratadas com patégenos. O
papel dos jasmonatos na inducdo de genes de defesa contra estresse tem sido
caracterizado com respeito a expressao de genes de inibidores de proteases
induzidos por ferimento, os quais protegem a planta contra serino-proteases

digestivas de insetos herbivoros (FARMER e RYAN, 1992).

As plantas sintetizam diversos inibidores do tipo serino-proteases o0s
quais podem ser divididos em oito familias: Bowman-Birk, Kunitz, Potato I,
Potato Il, Curcubita, Superfamilia dos cereais, Ragi e familia Thaumatin PR-like
(RICHARDSON, 1991). Os mais estudados e melhor descritos sao o0s
inibidores de tripsina: tipo Kunitz, encontrado em soja; Bowman-Birk; Potato | e
Potato Il encontrados em tecidos de batata. O significado fisiolégico dos
inibidores de serino-proteases estdo associados a trés principais funcées nas
plantas: regulacdo de proteinases enddgenas, reserva de aminoacidos

sulfurados e defesa quimica.

Considerando o efeito antinutricional dos inibidores, a avaliacdo da
eficiéncia destes para a producdo de plantas resistentes a pragas tem
despertado grande interesse. Porém, a eficacia do controle de pragas
dependera do grau de vulnerabilidade da praga em relacdo ao inibidor, e isto
se baseia na importancia da proteina-alvo para o ciclo de vida da praga, na
eficiéncia da inibicdo dessa proteina e na capacidade adaptativa do inseto em
resposta a esta acdo (KOIWA et al., 1998). Um numero crescente de trabalhos

tém mostrado que os insetos sdo capazes de se adaptarem a presenca dos



inibidores produzidos pelas plantas (JONGSMA et al., 1995; MICHAUD, 1997,
JONGSMA e BOLTER, 1997). Os mecanismos envolvidos neste processo tém
despertado muito interesse no meio cientifico e tém sido tema de trabalhos
recentes (PAULLILO et al., 2000; BRITO et al., 2001 e ZHU- SALZMAN et al.,
2003).

Na tentativa de controlar o ataque de pragas, tém-se buscado novos
métodos que ndo sejam baseados em agroquimicos, que apesar de aumentar a
produtividade, causam sérios danos ao meio ambiente e ao homem. Resisténcia
a pragas esta presente em algumas variedades de soja. Vale ressaltar que essa
resisténcia ndo proporciona uma completa protecédo, apenas diminui 0 consumo
da soja pela lagarta que passa a consumi-la lentamente. Neste processo ha uma
diminuicAo no ganho de peso da lagarta e consequentemente a taxa de

crescimento no proximo estadio estara diminuida (BEACH & TODD, 1988).

A utilizagéo de genes que codificam inibidores de enzimas digestivas para
a obtencado de plantas resistentes contra o ataque de insetos € uma estratégia
promissora. Entretanto, se fazem necessarios estudos que levem em
consideracao a fisiologia e a bioquimica da digestdo dos inibidores pelo inseto.
Neste contexto, buscamos compreender melhor o mecanismo de interacdo entre
a lagarta da soja [A. gemmatalis (Hubner)] e a planta da soja [Glicine max (L.)
Merrill] realizando o estudo da digestibilidade protéica da lagarta da soja apos
ingestao cronica do inibidor de serino protease (benzamidina) e sua relagdo com
possiveis alteracées no desenvolvimento e crescimento do inseto. Verificamos o
perfil enzimatico das proteases digestivas do intestino médio, buscando uma
melhor compreensédo da bioquimica e fisiologia do inseto durante 0 mecanismo

de interacdo planta-inseto.



2. Revisao de Literatura

2.1.Interacao Inseto-Planta

As plantas e o0s insetos nos ecossistemas naturais estao continuamente
interagindo de forma complexa. Os insetos propiciam as plantas atividades
benéficas como a polinizacao e defesa, ja as plantas podem prover aos insetos
abrigo, local para ovoposicéo e alimentacdo, demostrando uma estreita relacéo
associativa entre esses organismos. Em contrapartida existem insetos que
atacam as plantas e dependendo da intensidade de herbivoria podem ser
extremamente prejudiciais podendo levar até mesmo a morte destas (PANDA e
KHUSH, 1995).

Na coevolucao das plantas e dos insetos as plantas evoluiram diferentes
mecanismos de defesa contra o ataque dos insetos, que incluem barreiras
fisicas e defesas quimicas, além de complexas vias de sinalizagdo (FALCO et
al., 2001). Existem diferentes mecanismos de defesa quimica destacando-se a
sintese de proteinas (HARUTA et al., 2001), a liberacdo para o ambiente de
compostos volateis objetivando a atracdo de predadores dos insetos herbivoros
(BIRKETT et al., 2000), a sintese de metabdlitos secundarios (BALDWIN, 2001;
KLIEBENSTEIN, 2001) e o aumento de tricomas na epiderme de folhas e caule
(FORDYCE e AGRAWAL, 2001) (figura 1).

Em resposta aos mecanismos de defesa das plantas o0s insetos
desenvolveram estratégias para contornar as barreiras impostas pelas plantas,
as quais incluem a metabolizacéo e sequestro de compostos toxicos (SCOTT e
WEN, 2001; NISHIDA, 2002) mecanismos de fuga (ZANGERL, 1990) e

alteracdo nos padrdes de expressao génica (SILVA et al, 2001) (figura 1).



Figura 1 — Interacdes entre plantas e insetos
Fonte: MELLO & SILVA-FILHO, 2002.

As proteinas de defesa demonstram ser uma excelente estratégia de
controle. Estas podem ser produzidas constitutivamente em tecidos os quais
sdo particularmente vulneraveis ao ataque de insetos, tais como sementes e
folhas, ou podem ser induzidos por danos mecanicos, como ocorre quando um
inseto se alimenta de uma folha (JOUANIN et al, 1998). Entretanto, muitas
destas proteinas também séo toxicas a mamiferos o que indica que devam ser
cautelosamente estudadas para 0 uso como mecanismo de protecdo de
plantas a insetos (SILVA-FILHO & FALCO, 2000). Entre as proteinas estédo
incluidas enzimas tais como quitinases, lectinas e inibidores de protease
(RYAN, 1990, SILVA et al., 2002).

Os inibidores de proteases sdo naturalmente produzidos pelas plantas e
estao intimamente relacionados ao mecanismo de defesa delas a herbivoria.

Seus niveis em folhas s&o extremamente baixos e podem ser rapidamente



elevados quando a planta € mecanicamente danificada pelo inseto ou mediante
a liberacdo de elicitores (RAKWAL et al., 2001). Além da resposta local foi
verifica-se que sinais especificos originarios dos tecidos danificados sao
transportados via floema, acarretando aumento nos niveis de inibidores de
proteases por toda a planta, caracterizando esta resposta como sistémica
(JONGSMA e BOLTER, 1997). Os inibidores de proteases de planta funcionam
como substratos especificos das proteases digestivas dos insetos, formando
um complexo estavel no qual a protedlise é limitada e extremamente lenta
(TIFFIN e GAUT, 2001).

Enfim, a ingestéo crbnica de inibidores de protease pelo inseto acarreta
uma deficiéncia em aminoacidos essenciais, o qual influencia no seu
crescimento e desenvolvimento, podendo eventualmente ocasionar sua morte
devido a inibicdo das proteases digestivas ou por uma hiperproducdo destas
enzimas, reduzindo a disponibilidade de aminoacidos essenciais para a sintese
de outras proteinas ( JONGSMA e BOLTER, 1997; POMPERMAYER et al.,
2001). Ao tornarem prolongado o desenvolvimento dos insetos herbivoros, os
inibidores de protease prolongam o periodo em que 0s inimigos naturais
(predadores) podem ser atraidos para a planta atacada por meio de compostos
volateis liberados por ela, promovendo dessa maneira o controle da praga
(BALDWIN, 2001).

Na evolucdo das plantas e dos insetos, 0s insetos herbivoros parecem
ter desenvolvido estratégias de contraposicdo as defesas de plantas, uma vez
que alguns se alimentam de uma larga variedade de espécies de plantas
(polifagos), podendo ser seletivos ou utilizar partes mais desejaveis, restringido
deste modo os compostos toxicos produzidos pelas plantas. Outros restringem
sua alimentacdo a uma ou poucas espécies de plantas (insetos mono6fagos) e
evoluiram sistemas enzimaticos que podem desintoxicar tecidos (RUPPERT &
BARNES, 1996). Com os inibidores de proteases produzidos pelas plantas ndo
é diferente. Quando a planta produz um inibidor que atua sobre uma enzima de
uma determinada classe de proteases, 0 inseto produz proteases de classes
diferentes que poderdo degradar inclusive o inibidor protéico produzido por esta
planta e desta forma impede a sua acao prejudicial (SILVA-FILHO & FALCO,
2000).



Em uma visao global verificamos que na evolucdo de insetos e plantas
estes desenvolveram mecanismos ecoldgicos, bioquimicos e fisiolégicos de
contornar os efeitos negativos da interacdo inseto-planta. Os insetos apoés
ingestao de inibidores de proteases que poderiam sofrer impactos negativos no
seu desenvolvimento, contornam a situacdo, mediante aumento da atividade
das enzimas no trato digestivo ou sintese de enzimas ndo sensiveis ao inibidor
(PAULILLO et al., 2000; ZHU-SALZMAN 2003), a modificacdo do espectro ou
atividade relativa de varias hidrolases digestivas (PATANKAR et al., 2001), a
hidrolise de inibidores protéicos através de proteases insensiveis (GIRARD et
al., 1998) e a diminuicdo da sensibilidade das enzimas aos inibidores através
da formacgé&o de oligoméros de alto peso molecular insensiveis aos inibidores (
BRITO et al., 2001).

As plantas desenvolveram também estratégias muito eficientes de
defesa contra as proteases dos insetos como o aumento da sintese de
inibidores nos tecidos (RAKWAL et al.,, 2001), assim como um aumento na
sintese de uma gama de inibidores que possuem atividade contra varias
proteases (CHRISTELLER et al., 1998). Desenvolveram também a producao
de inibidores bifuncionais que atuam contra amilases e proteinases (ROY e
GUPTA, 2000), o aumento da complexidade dos inibidores com propriedades
bioguimicas diferentes por meio da producao de isoinibidores (TIFFIN e GAUT,
2001), a expressao de inibidores especificos para as enzimas do trato digestivo
dos insetos (FALCO et al.,, 2001) e a sintese de inibidores resistentes a
protedlise e ativos sob varias condicdbes de pH no trato digestivo
(CHRISTELLER et al., 1998).

2.2.Inibidores de Proteases

E postulado que os inibidores de proteases atuam no mecanismo de
defesa de plantas contra infestacédo de insetos e patdgenos. Quando ocorrem
ferimentos em folhas de plantas, ocorre rapidamente sintese de inibidores de
proteases no local do ferimento(resposta local), como também em folhas mais

distantes (resposta sistémica) (FARMER e RYAN, 1992). Diversos compostos



identificados em plantas que podem regular a expressao dos genes que
codificam os inibidores de proteases séo induzidos por ferimentos; dentre eles
estdo os oligouronideos, o &acido abscisico, o metil jasmonato, o &cido
jasmonico e a sistemina. Os inibidores de proteases representam cerca de 6%

das proteinas presentes no gréo de soja (BRANDON et al., 1987)

Os inibidores de protease exercem uma importante funcdo de defesa
das plantas (RYAN, 1990). Danos causados em folhas de tomateiro por insetos
mastigadores ou por outros meios mecéanicos resultam numa rapida ativacdo
transcripcional de inibidores de proteases. O modelo proposto por FARMER e
RYAN (1992) para genes que codificam inibidores de proteases em tomateiro
mostra que um sinal sistémico € aparentemente necessario para a inducdo

desses genes de defesa (Figura 2).

Estes inibidores tém efeito de proteger as plantas contra danos
causados por varios tipos de insetos, inibindo significativamente atividades
proteoliticas no intestino dos insetos (HILDER et al., 1987). Em resposta ao
ataque do inseto, foi verificado que folhas de batata induziam a sintese de
inibidores de cisteino protease, Multicystatin e PCPIs (Potato Kunitz type
cisteino protease inibidor) (WALSH e STRICKLAND, 1993; BOLTER, 1993;
GRUDEN et al., 1997) e inibidores de serino proteases, Pl; (Potato proteinase
inibidor 1), Pl, (Potato proteinase inibidor Il) e PKPIs (Potato Kunitz type serine
Proteinase inibidor) (1989; PENA-CORTES et al., 1988; ISHIKAWA et al.,
1994).
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Figura 2: Mecanismo esquemético da ativagdo da producdo de inibidores de
proteases por ferimento em folhas de tomate. PK=Proteina Quinase (FARMER &
RYAN, 1992).

Existem quatro familias de inibidores de proteases que atuam sobre
serino, cisteino, metalo ou aspartil proteases (XAVIER-FILHO e CAMPOS,
1989). As mais estudadas sdo aquelas capazes de inibir as serino proteases,
tripsina e quimotripsina, enzimas encontradas majoritariamente em insetos da
ordem Lepidoptera (TERRA e FERREIRA, 1994) e aqueles que inibem cisteino



proteases comumente encontrados em insetos da ordem Coleoptera (TERRA e
FERREIRA, 1994; MATSUMOTO et al., 1997; KOIWA et al., 2000) .

Inibidores de proteases sé@o importantes na natureza para a regulacao
da atividade de proteases alvo, para inibicdo de sua atividade bioldgica em
casos emergenciais, ou para interagdo com receptores de sinalizacdo ou

“clearance”.

Muitos inibidores de proteases possuem um numero de propriedades
que claramente os distinguem de muitas outras proteinas, pois eles resistem a
acao do calor e extremos de pH e também a hidrélise por enzimas proteoliticas.
Esta resisténcia € resultado da sua estrutura tridimensional compacta a qual €
geralmente, mas ndo necessariamente, estabilizada por pontes dissulfeto.
Inibidores de proteases de plantas séo geralmente caracterizados pelo alto teor
de residuos de cisteina e um baixo percentual de metionina, histidina e
triptofano, eles sdo normalmente ricos nos aminoacidos aspartico e glutamico,
e em residuos de serina e lisina, podendo ter ponto isoelétrico &cido ou basico
(LASKOVSKI e KATO, 1980; BODE e HUBER, 1992).

Geralmente os inibidores se associam fortemente com as enzimas que
eles inibem, com constante de associacédo da ordem de 10’ a 10** M*, esta
relagdo € do tipo competitiva abolindo todas as atividades da enzima cognata
(LASKOVSKI e KATO, 1980).

Tem sido sugerido que a ingestéo de inibidores enzimaticos néo elimina
a digestdo proteolitica no intestino médio dos insetos, em vez disto resulta na
hiperproducgéo de enzimas proteoliticas. O efeito adverso ocorre de acordo com
a ingestao cronica de inibidores, o que resulta na hiperproducdo perniciosa de
proteases alimentares, levando a limitacdo de aminoacidos essenciais para a
sintese protéica, e consequentemente, reducdo do crescimento e do
desenvolvimento do inseto (BROADWAY e DUFFEY, 1986; BROADWAY,
1995).

A transferéncia de genes pode ser considerada como um passo crucial
no desenvolvimento de plantas resistentes a insetos, juntamente com Varios

by

resultados positivos em plantas transgénicas resistentes a pragas via
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expressao de genes de inibidores de proteases (HILDER et al, 1987; DUAN et
al, 1996; GATEHOUSE et al, 1997).

A utilizagdo de genes que codificam inibidores de enzimas digestivas
para a obtencdo de plantas resistentes contra 0 ataque de insetos € uma
estratégia promissora. Entretanto, para que isto ocorra é necessario que se
selecione estes inibidores levando-se em consideracdo a fisiologia e a
bioguimica de sua digestéo pelo inseto (FRANCO et al, 2002). Neste sentido,
os inibidores de proteases apresentam grande potencial por reduzirem ou
impedirem a atividade das enzimas digestivas dos insetos, causando-lhes

desnutricdo e reducdo do desenvolvimento, podendo chegar até a morte.

2.3.Inibidores de serino proteases

As plantas sintetizam diversos inibidores do tipo serino proteases, sendo
estes encontrados inicialmente em O0rgdos de reserva de plantas, tais como
sementes e tubérculos, mas, posteriormente, foram detectadas em folhas e
frutos (XAVIER-FILHO, 1992). Além de protegerem as plantas contra o ataque
de insetos, os inibidores de protease também sao utilizados como proteinas de
reserva em algumas sementes (SILVA-FILHO & FALCO, 2000).

O numero de inibidores de serino proteases bem caracterizados excede
0 numero de inibidores descritos para as outras trés classes, podendo ser
agrupados em, no minimo, 16 familias baseadas na similaridade de sequéncia
e mecanismo de ligacdo (LASKOVSKI e KATO, 1980; BODE e HUBER, 1992).
Os inibidores de serino proteases de plantas sdo agrupados em oito familias:
Bowman-Birk, Kunitz, Potato |, Potato Il, Curcubita, Superfamilia dos cereais,
Ragi e familia Thaumatin PR-like (RICHARDSON, 1991).

Em relac&o a outros inibidores de proteases, 0 mecanismo de interacao
dos inibidores de serino proteases com suas enzimas alvo é bem mais
conhecido. Estudos de sequienciamento e cristalografia por raios-X mostraram
que estes inibidores, apesar de nao serem homoélogos, em sua maioria,

interagem com um mesmo mecanismo padrao (LASKOVSKI e KATO, 1980).
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Este grupo de inibidores compreende pequenas proteinas de 29 a 190 residuos
de aminoacidos aproximadamente. Todos possuem um loop de ligacdo exposto

em conformacéo bem caracteristica (BODE e HUBER, 1992).

A familia de inibidores Kunitz inclui o inibidor de tripsina da soja (SBTI)
que é o mais estudado em plantas e que da nome a familia. E comum em
Leguminoseae mas também €& encontrado em Mimosoideae, Papilonideae,
Ceaesalpiniodeae, dentre outras. Este inibidor possui massa molecular de 21
kDa e as sequéncias de aminoacidos de trés variantes genéticas sao
conhecidas — T?, T e T. Estas possuem valores de Ki diferentes, T? e T
possuem valores de Ki similares de 1.5 X 10 M e 2.0 X 10" M
respectivamente e T tem um valor mais alto de 1.0 X 10® M (XAVIER-FILHO e
CAMPOS, 1989).

A familia do inibidor de soja Bowman-Birk (BBI) € tipico de
Leguminoseae podendo ser encontrado também em Fabaceae, Phaseolaceae,
Glycinaceae e Viciae (XAVIER-FILHO e CAMPOS, 1989), possui uma massa
molecular de 8 kDa e é considerado como um potencial agente
anticarcinogénico e quimopreventivo de alguns tipos de canceres humano, por
possivelmente inibir a atividade de um antigeno especifico na préstata; o seu
uso em tratamento de pacientes com cancer neste 6rgdo esta sendo avaliado
(ZHANG et al., 1999; WAN et al., 1999). O BBI pode simultaneamente inibir
tripsina e quimotripsina em sitios reativos independentes (XAVIER-FILHO,
1992). O BBI de sementes de soja é Unico, porque possui um sitio inibidor de
quimotripsina mais ativo relativo a atividade do sitio de inibigcdo da tripsina em
soja (KENNEDY, 1998; SESSA e WOLF, 2001).

A familia Curcubita compreende inibidores encontrados em sementes de
Curcubitaceae, com inibidores de tripsina e o fator Hagemam caracterizado
pelo baixo peso molecular (XAVIER-FILHO, 1992).

O tubérculo de batata (Solanum tuberosum) é rico em inibidores de
serino proteases e de carboxipeptidases. Potato | possui massa molecular de 8

kDa, associa-se fortemente formando uma molécula pentamérica, é inibidor de
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quimotripsina e também pode inibir subtilisina e tripsina (XAVIER-FILHO,
1992).

Sementes de cereais (Gramineae) sao ricas em inibidores de serino
proteases. A familia Ragi compreende inibidores bifuncionais os quais inibem
serino protease e a-amilase-like. Cereais que também contém inibidores
bifuncionais séo relacionados a familia da proteina Thaumatin (XAVIER-FILHO,
1992).

2.3.1. Benzamidina

A benzamidina é uma amidina aromatica, inibidor sintético competitivo
de tripsina, apresentando Ki de 1,0 mM (MARES-GUIA et al.,, 1981). A
Benzamidina, quando presente no meio de reacdo em baixas concentracoes,
posiciona-se no sitio de especificidade, sitio S1, da tripsina, onde é estabilizada
por interacBes hidrofébicas no bolso hidrofébico e, por interacdo eletrostética,
entre seu grupamento amidina e entre um residuo carboxila pertencente a um
acido aspartico presente na porcao do fundo do bolso do sitio S1 (MARES-
GUIA et al., 1981, OLIVEIRA et al., 1993).

2.4.Inibidores de cisteino proteases

A classe especifica de inibidores de cisteino proteases esta dividida em
trés categorias: peptideos sintético diazometanos, epdxidos e os inibidores

naturais conhecidos como cistatinas.

Peptideo diazometanos, sdo oligopeptideos no qual o OH-
carboxiterminal é substituido por uma molécula de diazometil (CH-N=N). Essa
inibicdo é irreversivel sendo intermediada pela via tiohemicetal com a formacéao
de uma cisteino com sitio ativo alquilado formando uma ligacéo tio-éter com o
grupo metil do inibidor (ZUMBRUNN et al. 1988).
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Peptideo epodxido pertence a um grupo de inibidores irreversiveis
baseado na composicdo de E64 [N-(L-3-trans-carboxioxiran-2-carbonil)-L-
leucil]-amido(4-guanidino)butano], um inibidor de baixo peso molecular 357,4
kDa. O inibidor E 64 foi isolado originalmente a partir de cultura de Aspergillus
japonicus. Este inibidor caracteriza uma inibicdo irreversivel de cisteino
proteases (HANADA et al., 1978; HASHIDA et al., 1980; BARRETT et al., 1982;
PARKES et al., 1985).

Uma forma comumente utilizada para a caracterizacdo de cisteino
protease é a utilizacdo de E-64 (BEYNON e SALVESEN, 1989; BARRETT,
1994). Com a utilizacdo desse inibidor evidenciou-se a presenca de cisteino

protease no intestino de lepidépteros (ORTEGO et .al,1996).

E relatado também que E64 diminui a atividade de outras cisteino
proteases (BARRETT et al., 1982; BLACK et al., 1989; KAMENS et al, 1995),
assim como algumas serino protease como tripsina e metaloproteases
(HANADA et al., 1978; BARRETT et al., 1982).

SREEDHARAN et al. (1996) evidenciou que E64 inibiu tripsina bovina
utilizando-se  BApNA como substrato. Esta € uma inibicdo competitiva
reversivel. Foi verificado que E64 é capaz de inibir enzimas tripsina-like obtidas
de insetos pertencentes a ordem Lepidoptera como Spodoptera littoralis e
Sesamia nonagrioides, quando se utiliza BApNA ou BAEE como substrato
(LEE e ANSTEE, 1995; ORTEGO et al., 1996).

WOLFSON e MORDOCK (1990) verificaram que niveis subletais de E64
pode ter efeitos notaveis na fecundidade de Coleoptera. Insetos alimentados
com EG64, inibidor para cisteino protease (Hanada et al., 1978), propicia um
aumento na mortalidade e um atraso no crescimento de larvas de CPB
(besouro da batata do Colorado) e uma diminuicdo da taxa de fecundidade de
adultos (WOLFSON e MURDOCK, 1987; BOLTER e LATOSZEK-GREEN,
1997).

Cistatinas pertencem a uma grande familia de inibidores de protease e
encontram-se divididas em trés subfamilias baseado nas caracteristicas

estruturais e localizacdo celular. Em mamiferos estas correspondem
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respectivamente a stefins (11 kDa), familia Il (11-13 kDa) e Kininogens (60-120
kDa) (BARRETT, 1987). Em plantas sdo conhecidas as fitocistatinas (5-87
kDa), que apresentam caracteristicas semelhantes a subfamilia stefins (familia
) e familia Il (TURK et al., 1997, ARAI et al., 1998).

As fitocistatinas desempenham grande atividade inibitéria contra
proteases de intestino de insetos. Quando Oryzacistatin I, € incluida em dieta
alimentar de Tribolium castaneum, esta espécie tém seu crescimento e
desenvolvimento retardados (MICHAUD et al.,, 1995). Da mesma forma o
inibidor multicistatina de batata, inibe o crescimento de Diabroética virgifera
virgifera (ORR et al., 1994). O inibidor cisteino protease de soja, Soyacystatin
N (ScN), comprometeu a atividade enzimética digestiva de Diabrotica virgifera
virgifera conturbando o crescimento e desenvolvimento dessas pragas (ZHAO
et al.,, 1996; KOIWA et al.,, 1998, 2000). Esses resultados sugerem que a
utilizacdo de cistatinas € promissor para o controle de pragas que utilizam

cisteino protease como enzima na digestédo de proteina.

2.5. Anticarsia gemmatalis (Htbner)

A lagarta da soja, A. gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae) é uma
das maiores pragas da soja (Glycine max). Esta consome a folha iniciando seu
ataque pela epiderme inferior e mesofilo, e apds o segundo instar a lagarta da
soja consome a folha inteira. A lagarta da soja alimenta-se inicialmente da
metade superior ou do terco superior de plantas de soja, podendo passar as
folhas inferiores e a seguir para tecidos terminais dos caules. Sob altas
infestacbes, ela pode também se alimentar das ramas e vagens pequenas
(ROBERTS e GUILLEBEAU, 1999). A lagarta da soja € considerada
primariamente uma praga das leguminosas, embora tenham sido registrados
surtos em algodoeiro (HINDS e OSTERBERGE, 1931), arroz (TARRAGO et al.,
1977) e pastagens (WILLE, 1943).

A lagarta da soja € uma praga desfolhadora bastante problematica em
culturas brasileiras. Mesmo em baixas densidades populacionais, este inseto

causa grandes danos a lavoura de soja, que vai desde o desfolhamento até a
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destruicdo completa da planta. E um inseto mastigador que se alimenta de folhas
jovens. Quando a folhagem é removida, ela ataca outras partes da planta. O
desfolhamento compromete o enchimento das vagens, com consequente

reducdo da producao de gréaos (EMBRAPA, 2001).

Apesar da soja ser um dos principais hospedeiros primarios da A.
gemmatalis, sua larva é capaz de se alimentar de muitas outras espécies
incluindo amendoim, kudzu (Pueraria thunbergiana), feijdo de cavalo
(Cannavalia sp), algodéo, ervilha, erva daninha do café, folhas de trevo entre
outras (WATERS e BARFIELD 1989). A lagarta da soja € nativa das areas
tropicais e subtropicais do hemisfério ocidental sendo uma habitante

permanente da América tropical.

O ciclo de vida da lagarta da soja se completa em cerca de quatro
semanas durante o verdo, sendo de maior duracdo no outono. O numero de
geracdes depende da dispersdo e a chegada dos adultos. Os ovos séo
brancos, ligeiramente ovais e com tamanho entre 1 mm a 2 mm de diametro e
aplainado em sua superficie de baixo. O ovo possui suportes proeminentes,
sendo brancos s6 até antes de chocar, quando se torna rosa. Os ovos s&o
postos separadamente do lado abaxial da folha, entretanto quando se tem alta
infestacdo de ovos podemos encontrar ovos também na superficie adaxial das

folhas, nos peciolos e até mesmo nos caule (WATSON, 1916).

Larvas recém chocadas se alimentam na casca do ovo do qual irdo
emergir deixando somente a porcdo presa a folha. Existem normalmente seis
instares no estagio larval da lagarta da soja. As larvas variam extremamente
em coloracdo e marcas durante os instares. A maioria das lagartas possui uma
linha negra longitudinal e linhas brancas estreitas, amarelas ou rosas. A larva
gasta cerca de dois dias no primeiro instar e cresce de 2,5 mm a 6 ou 7 mm
antes da muda. A cabeca é marrom claro, arredondada e bilobada. O corpo da
lagarta no primeiro instar € uniformemente verde-claro sem nenhuma faixa
longitudinal. As pseudopatas do segmento abdominal 3 e 4 sdo menores do
gue os dos segmentos 5 e 6. No segundo instar a borda negra da linha lateral
aparece e o primeiro par de pseudopatas abdominais estdo cerca de um quarto

maior do que o do terceiro par. O Segundo par de pseudopatas estdo 50%
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maiores do que o terceiro. O segundo instar termina em 3 ou 4 dias tendo larva
cerca de 9 mm de comprimento. O terceiro instar também termina em 3 ou 4
dias e a lagarta pode alcancar 16 mm em comprimento. O quarto e o quinto
instares terminam em 3 ou 4 dias e podem alcancar 25 mm de comprimento.
Durante o sexto instar a lagarta da soja torna-se gradualmente maior e pode
chegar a medir 48 mm. O sexto instar termina no quinto dia, até aqui se
passaram 25 dias. No estagio pré-pupal a larva reduz em tamanho para 25mm
de comprimento e torna-se marrom com poucas linhas longitudinais (WATSON,
1916).

A pupa da A. gemmatalis é verde claro por volta de um dia de idade,
quando entdo se torna marrom. A pupa é de textura lisa e mede de 18 a 20 mm
de comprimento e de 4 a 6 mm de largura. Ela vive diretamente embaixo da
superficie do solo em uma profundidade de cerca de 2 cm, suas células séo
frageis. A mariposa adulta é varidvel em formas e coloracdo com uma
envergadura de 30 a 38 mm. A asa da mariposa de A. gemmatalis varia de
cinza, marrom amarelado claro, ou marrom avermelhado escuro. A ponta das
asas é marrom clara com uma linha de pontos claros préximo a margem. Uma
linha diagonal escura estende através das duas asas quando estas estdo
completamente estendidas (BARBARA, 2001).

Véarios parasitbides atacam a lagarta da soja. O parasitéide
predominante € Winthemia rufopicta (Bigot) (Diptera: Tachinidae). Os
parasitbéides podem variar de ano a ano e de local para local. Os predadores
desta lagarta séo generalistas os quais se alimentam de outras lagartas. Dentre
estes predadores observamos os besouros, Calosoma sayi Dejean, Calleida
decora (Fabricius) e Poecilus chalcites (Say) (todos Coleoptera: Carabidae) e
varios outros. Predadores vertebrados como os passaros, sapos, e roedores
também agem como inimigos naturais da lagarta da soja. Este tipo de predacao
tem-se mostrado insignificante no controle da lagarta da soja (BARBARA,
2001).

Na tentativa de controlar o ataque destas pragas, tem-se buscado novos
métodos que ndo sejam baseados em agroquimicos, 0os quais, apesar de

aumentarem a produtividade, causarem sérios danos ambientais,
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contaminacao dos operadores rurais e proporcionam a selecao de individuos
resistentes entre as espécies que se estd combatendo. A engenharia genética
de plantas oferece a possibilidade de se introduzir genes de resisténcia as
pragas, 0s quais codificam para inibidores de proteases (JOUANIN et al, 1998).
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3. Objetivos:

Este trabalho teve como objetivo geral identificar aspectos bioquimicos e
fisiologicos em A. gemmatalis alimentadas com o inibidor de protease
benzamidina, visando esclarecer o processo envolvido no mecanismo de
interacdo planta-inseto, para propor quais os tipos de substancias devem ser

induzidas na resposta de defesa da planta a insetos-praga.

3.1.Objetivos especificos

» Avaliacdo da digestibilidade protéica, quando o inseto € alimentado com
niveis crescentes de benzamidina em dieta artificial.

= Avaliar os efeitos de benzamidina no desenvolvimento pos-embrionario de
Anticarsia gemmatalis.

» Avaliacdo da atividade proteolitica do extrato enzimatico obtido a partir do
intestino médio do inseto.

» Avaliacdo da atividade amidasica do extrato enzimatico obtido a partir do
intestino médio do inseto.

» Estudo da acdo de benzamidina sobre as atividades proteasica e amidasica

no intestino médio do inseto.
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4. Materiais e Métodos

4.1.Criacao da lagarta da soja

Ovos de A. gemmatalis foram obtidos do Centro Nacional de Pesquisa
da Soja (CNPSo), Londrina/ PR e mantidos no laboratério de Controle Biolégico
de Insetos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO),
da UFV, a 25 + 2°C de temperatura, 70 + 10% de umidade relativa. A lagarta
da soja apresenta ciclo biolégico com duracado entre trés e quatro semanas e
seus adultos foram obtidos de pupas colocadas em placas de petri no interior
de gaiola telada de 50 x 50cm revestida internamente com folhas de papel
sulfite, tamanho 21 X 29,7cm.

Ap6s quatro dias, os adultos emergiram e foram alimentados com
solugédo nutritiva composta de mel (10,5g), cerveja (350 ml), sacarose (60g),
acido ascorbico (1,05g), nipagin (1,05g) e agua (1050 ml), embebida em um

chumaco de algodéo colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri.

As posturas de A. gemmatalis ocorreram apos trés dias na superficie do
papel que revestia internamente a gaiola. As folhas de papel que revestem
internamente a gaiola foram retiradas e cortadas em tiras de 2,5cm de largura x
10cm de comprimento, colocadas em copos plasticos (500 ml) com um orificio
circular na tampa de, aproximadamente 2cm, onde esta acoplada uma tela de
fil6. Esses copos foram entdo transferidos para uma camara climatizada a 25 +

1 °C, com umidade relativa de 60 + 10% e fotoperiodo de 14 horas.

Ap0s dois a trés dias ocorreu a eclosdo dos ovos, quando se iniciou a
alimentacdo das larvas de A. gemmatalis com dieta artificial baseada na
metodologia de HOFFMAN-CAMPO et al. (1985), colocando-se um cilindro de

dieta artificial, em cada copo plastico.
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O experimento foi montado em delineamento de blocos ao acaso, sendo
cada tratamento composto de 5 repeticdes, cada uma constituindo-se de
grupos de 10 lagartas individualizadas. As lagartas foram colocadas em potes
plasticos individuais, onde receberam dietas artificiais, até a fase pupa farato.
Foram mantidas em condices de temperatura 25 °C e o monitoramento da
dieta assim como a pesagem das lagartas em balanca do tipo analitica, foram

feitos diariamente.

4.2.Preparo da dieta artificial

Foi preparada uma dieta artificial controle e outras trés dietas artificiais,
onde foram acrescentados o inibidor de protease benzamidina  nas
concentracgdes de 0,25; 0,50 e 0,75%, conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1- Composicao da dieta artificial utilizada no experimento com

lagartas (g/100g de mistura)

Ingredientes Controle 0,25% 0,50% 0,75%
Feijdo mulatinho (cozido)* 4,80 4,80 4,80 4,80
Levedo de cerveja’ 2,4 2,4 2,4 2,4
Germe de trigo* 3,8 3,8 3,8 3,8
Proteina de soja’ 3,8 3,8 3,8 3,8
Caseina® 1,9 1,9 1,9 1,9
Agar-agar® 1,34 1,34 1,34 1,34
Acido ascérbico? 0,23 0,23 0,23 0,23
Acido sérbico* 0,11 0,11 0,11 0,11
Solucéo vitaminica® 0,38 0,38 0,38 0,38
Nipagin® 0,19 0,19 0,19 0,19
Formol 40%* 0,23 0,23 0,23 0,23
Benzamidina® 0,0 0,25 0,50 0,75

! Obtido comércio de Vigcosa, MG

2 Obtido da Sigma

% Obtido da Isofar- Industria e comércio de produtos quimicos
* Obtido da Synth- LabSynth produtos para laboratério Ltda
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Estes ingredientes foram processados e misturados, nesta ordem, com o
auxilio de um liquidificador industrial. A mistura foi autoclavada por 1 hora a
pressdo de 1,5 kgflcm? em seguida foi transferida novamente para o
liquidificador, misturada e adicionada de acido ascorbico (6 g), acido sérbico (3
g), nipagin (metilparabeno) (5 g), formol 40% (6 ml) e 10 ml de solucdo
vitaminica composta por niacinamida (1 mg), pantoenato de calcio (1 mg),
tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), acido félico (0,25
mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg), agua (1L); até formar uma pasta
homogénea que foi entdo transferida ainda quente para recipientes plasticos
com tampa. A pasta obtida era resfriada em camara germicida acondicionada

com luz ultravioleta e conservada a 4 °C.

4.3.Determinacdo da concentracao de proteina.

A determinacdo de proteinas foi realizada, segundo o método de
KJELDAHL, para a quantificacdo de nitrogénio total, descrito pelo INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985. Na fase de digestdo, apds obtencdo do material
aparentemente digerido, foi adicionado perdxido de hidrogénio 30%, levando a
mistura a aquecimento por mais 30 minutos. Na fase de destilacdo, a aménia
liberada foi recolhida em solucédo de &cido bdérico 4%. O material recolhido foi
titulado com HCI 0,01 N. Para a conversdo do nitrogénio em proteinas foi

utilizado o fator 6,25.

4.4.Digestibilidade protéica

Para determinacdo da digestibilidade, as lagartas foram trocadas de
potes e supridas com dieta ad libitum, sendo esta dieta pesada em balanca

analitica, o que possibilitou a obtencédo da quantidade de proteina ingerida.

As fezes foram coletadas a partir da introducéo da dieta até a fase pupa

farato, colocadas em recipientes individuais e mantidas sobre refrigeragéo.
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Ao término do experimento, as fezes foram secas em estufa com
circulacdo de ar, & 105 °C por 24h. Em seguidas foram resfriadas, pesadas e
trituradas em multiprocessador para determinacdo da concentracdo de

nitrogénio pelo método micro-Kjeldahl, com amostras em triplicata.

A digestibilidade foi calculada como mostrado abaixo, determinando-se a
qguantidade de nitrogénio ingerido na dieta menos a quantidade de nitrogénio

excretada nas fezes.

%Digestibilidade(app.) = PI-(PE)x100

Pl

Pl — Proteina ingerida.

PE — Proteina excretada.

4.5.0btencao do extrato enzimatico do intestino médio de larvas de A.

gemmatalis

O intestino médio foi extraido apds dissecacédo de larvas de 1°, 2°,3°,4°,
5° e 6° instar, em presenca de HCI 102 M a 4 °C. O extrato enzimatico foi obtido
através do rompimento celular resultante de nove ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37 °C. Apos os ciclos,
fracBes de 1 ml do extrato foram centrifugadas em tubos plasticos de 2 ml, com

tampas, a 100.000 g por 30 min a 4°C.

O sobrenadante contendo o material soltvel foi retirado e mantido a -

18°C para andlises posteriores.

4.6.Determinacdo da concentracéo de proteina do extrato

23



A concentracdo de proteina foi determinada pelo método descrito por
BRADFORD (1976), utilizando-se como padrao uma solucdo 0,2 mg/ml de
Albumina do Soro Bovino(BSA).

4.7.Atividade proteasica

A atividade protedsica foi determinada utilizando-se caseina como
substrato na concentracado final de 1% (p/v). A atividade foi monitorada
espectrofotometricamente a 280 nm utilizando-se o método descrito por
KUNITZ (1947). A reacao foi realizada em tampao Tris-HCI 0,05M, pH 8,0 a 37
°C.

O tempo de incubacdo foi de 3 minutos, o qual foi interrompido por
adicao de acido tricloroacético 5% (p/v). Apds a interrupcéo, as amostras foram
centrifugadas para remover a proteina precipitada e a atividade do
sobrenadante pOde, entdo, ser determinada a 280 nm. O experimento foi

realizado em uma série de trés repeticdes.

4.8. Atividade amidéasica

A atividade amidésica foi realizada pelo método descrito por ERLANGER
et al. (1961), utilizando-se o substrato cromogénico N-benzoil-L-argininil p-
nitroanilida (L-BApNA, substrato para enzimas tripsina-like) na concentracao
final de 0,5mM, a 25 °C em tampéo Tris-HCI 0,1M, pH 8,2 contendo 20mM de
CaCl, e 1% (v/v) de dimetilformamida (DMF).

As velocidades iniciais foram determinadas pela formacgéo do produto p-
nitroanilida, através da medida da absorvancia a 410 nm em funcédo do tempo
(2,5 min), utilizando-se para os calculos o coeficiente de extincdo molar de 8800
M?*cm™ para o produto. O experimento foi realizado em uma série de trés

repeticoes.
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5. Resultados e Discussao

5.1.Consumo de dieta artificial

Uma alimentacao rica em inibidores de protease, tende a comprometer a
degradacdo de proteinas, uma vez que inibe as enzimas digestivas
proteoliticas do trato intestinal, comprometendo deste modo a absorcdo de
peptideos e aminoéacidos. Ao longo do tempo isto pode comprometer o
crescimento e desenvolvimento de A. gemmatalis e posteriormente a sua

transformac&do em adulto.

Podemos verificar que larvas de A. gemmatalis quando recebem dieta
artificial rica em inibidor, apresentaram um pico no seu consumo alimentar no
décimo primeiro dia quando alimentados com as concentracdes 0,0; 0,25 e
0,75 % de benzamidina (figura 1). Neste periodo, correspondente entre o
quarto e quinto instar larval, o inseto apresenta alta atividade de enzimas
proteoliticas no seu intestino médio (XAVIER, 2002). Portanto € neste periodo
que ocorre a maior absorcdo protéica, para atingir o seu maximo
desenvolvimento larval, e seja desencadeada sua metamorfose e
transformarcéo em adultos viaveis. Deste modo neste periodo também ocorre o

seu maior consumo alimentar.

No entanto, o tratamento 0,50% de bezamidina apresentou um pico de
consumo alimentar tardio, no décimo terceiro dia, sendo este pico de maior
grandeza que o0s demais tratamentos incluindo o que ndo recebeu
benzamidina. Assim os tratamento 0,50% e 0,25% apresentaram maiores
indices de cosumo no décimo segundo e décimo quarto dia do que o
tratamento que néo recebeu benzamidina. Esses resultados obtidos para estas
concentracfes sugerem que estes insetos tiveram a necessidade de aumentar
0 seu consumo alimentar, na tentativa de suprir a menor atividade proteolitica

devido a alta concentracdo de benzamidina no trato intestinal da lagarta da
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soja. Com isso ocorreria uma maior absorcdo de peptideos e aminoacidos
essenciais, 0 que possibilitaria o inseto atingir seu peso critico necessario para
que este possa assegurar a sua transformacao para adulto. Esses resultados
sdo condizentes aos encontrados por GIRARD et al. (1998b), os quais
verificaram que larvas de Psylliodes chrysocephala L. alimentadas com plantas
transgénicas que expressam inibidores de cisteino protease, tiveram um
aumento significativo no seu consumo alimentar, buscando compensar a super
producdo de proteases digestivas para possibilitar a digestdo protéica. Da
mesma forma Melanoplus sanguinipes, quando alimentada com inibidor de
tripsina de soja (SBTI), teve uma estimulagdo no seu consumo alimentar
(HINKS e HUPKA, 1995).
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Figura 1- Perfil de consumo, com a adicdo de benzamidina, de dieta artificial
durante o ciclo larval de A. gemmatalis. Simbolos representam os resultados comuns
de 5 repeticbes e as barras verticais indicam o erro padrao das médias. Baseados em
andlise de variancia com medidas repetidas, verificamos que houve efeito significativo
da interacdo tempo*benzamidina (Wilks' Lambda = 0,0000002; F = 130,30; dfumerador =
24; dfgenominador = 15; P < 0,0001). Os periodos comprendidos entre dias0e 2;2e5;5e
9;9e12; 12 e 15; 15 e 17 correspondem respectivamente aos 1°; 2°; 3°; 4°, 5° e 6°

instares.
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5.2.Digestibilidade protéica

A ingestéo de dieta protéica estimula a sintese e secre¢do de enzimas
proteoliticas no trato digestivo dos animais (LIDDLE et al., 1986; TSUZUKI et
al., 1991, SHARARA et al.,, 1993; NORIEGA et al., 1994). Na figura 2
verificamos que o acréscimo de benzamidina na concentracao 0,25 (% p/p) a
dieta proteica, reduziu significativamente a digestibilidade proteica de A.
gemmatalis. Ja nas concentracfes 0,50 e 0,75 (%) de benzamidina houve um
aumento significativo na digestdo de proteinas, sendo que essas duas
concentracfes nao diferiram significativamente ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey (figura 2). A ingestdo de benzamidina em concentracdes
acima de 0,25% parece estar ativando a sintese de enzimas proteoliticas no
intestino médio da lagarta da soja, causando o aumento da digestibilidade
protéica. Esses resultados estdo de acordo com o0s encontrados por
BROADWAY (1995), o qual verificou que dieta acrescentada de inibidores de
proteases de repolho resultam na elevacdo da digestdo proteolitica de
Trichoplusia ni, mas estes nao influenciam na digestibilidade in vivo de
Helicoverpa zea, sugerindo que a hiperproducdo de enzimas proteoliticas

ocorre apenas na primeira espécie.
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Figura 2 — Média percentual de digestibilidade protéica aparente versus concentracédo
de benzamidina (0,0; 0,25; 0,50 e 0,75%). Médias seguidas por um mesma letra ndo

diferenciam entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Outra hipotese seria a ativacdo de enzima tripsina-like com aumento da
concentracado de inibidor na dieta. MARES-GUIA et al. (1981), com o objetivo
de fazerem um modelo quantitativo para a ativacao da hidrélise tripitica para
qualquer modificador quimico e ndo s6 por substrato como é o modelo
proposto por TROWBRIDIGE et al (1963), estudaram a ativacdo da tripsina
usando L-TAME como substrato e benzamidina como modificador. A
benzamidina é um inibidor classico da hidrélise triptica. Em concentracdes
maiores que 1,0 mM de benzamidina ocorre ativagdo da hidrélise esterasica.
Na literatura j& existia uma discussdo sobre um equilibrio alostérico da tripsina

mas nenhum modelo qualitativo foi proposto, este foi o primeiro.
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5.3.Crescimento e Desenvolvimento de A. gemmatalis alimentada com

inibidor de protease.

A ingestdo cronica de benzamidina por larvas de A. gemmatalis,
ocasionou um decréscimo no crescimento uma vez que seu peso larval foi
reduzido cerca de 13,5% na maior concentragao de inibidor. Verificamos que o
aumento, da digestibilidade, ao contrario do que se esperava, ocasionou uma
reducdo no crescimento (figura 3). O aumento da digestibilidade pode ter
ocorrido devido ao aumento da sintese de proteases. Assim a
biodisponibilidade de aminoacidos estaria sendo utilizada para a sintese de
mais proteases ao invés da biossintese de outras proteinas necessarias ao

crescimento e desenvolvimento do inseto.
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Figura 3 — Variacbes no peso larval de A. gemmatalis em funcédo da percentagem de
digestibilidade aparente. Indicando uma correlacdo negativa, uma vez que o aumento

da digestibilidade reduz o crescimento larval.
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Estes resultados sé&o condizentes com BROADWAY e DUFFEY (1986 a),
no qual a incorporacdo do inibidor de tripsina de soja(SBTI) e o inibidor de
protease [0 de batata em dieta resultou em um decréscimo na taxa de
crescimento dos Lepidoptera Heliothis zea e Spodoptera exigua. Outros
inibidores tém dados resultados semelhantes como oryzacistatina |, que
retarda o crescimento de Tribolium castaneum (MICHAUD et al.,, 1995), da
mesma forma que o inibidor multicistatina de batata, reduz o crescimento de
Diabrotica virgifera virgifera (Orr et al., 1994). Esta espécie, quando alimentada
com soyacistatina N, tem sua atividade digestiva comprometida conturbando
também o seu crescimento e desenvolvimento (ZHAO et al., 1996; KOIWA et
al., 1998 e 2000).

Observando o perfil de ganho de peso durante o ciclo larval (figura 4),
verificamos que a ingestdo de inibidores pela lagarta da soja afetou o
desenvolvimento desde o inicio, o que implicou em uma maior diferenca de
peso no final do ciclo larval, esse menor crescimento parece mesmo estar
relacionado com uma diminuicdo na biodisponibilidade de aminoéacido
essencial para a sintese de outras proteinas necessarias para o crescimento e
desenvolvimento do inseto, resultante de uma hiperproducdo de enzimas

proteoliticas.
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Figura 4 - Perfil de ganho de peso diario durante o ciclo larval de A. gemmatalis
alimentada com as concentrac¢des 0,0; 0,25; 0,50; 0,75% de benzamidina. Simbolos
representam os resultados de 5 repeticdes e as barras verticais indicam o erro padréo
das médias. Baseados em analise de variancia com medidas repetidas, verificamos
que houve efeito significativo da interacdo tempo*benzamidina (Wilks' Lambda =
0,0000001; F = 154,9; dfiumerador = 24; dfgenominador = 15; P <0,0001). Os periodos
comprendidos entre dias 0 e 2; 2 e 5;5e 9; 9 e 12; 12 e 15; 15 e 17 correspondem

respectivamente aos 1°; 2°; 3°; 4°; 5° e 6° instares.

Contrario ao observado por MCMANUS e BURGESS (1995), que
observaram observaram reducéo de crescimento apenas no 1° instar de larvas
de Spodoptera litura apds ingestdo crénica de inibidores, o que acarretou
menores ganhos de peso até 12 dias e 0 seu desenvolvimento foi
incrementado de um dia de atraso. JaA KOIWA et al. (1998) verificaram que o
inibidor de soyacystatina N causa impactos negativos no crescimento e
desenvolvimento de Callosobruchus maculatus apenas nos trés primeiros
instares, ja a partir do quarto instar até a fase pupa farato o inseto demonstrou

ter uma taxa de recuperacao aos efeitos negativos dos 3 primeiros instares.
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Um fato interessante é que alguns insetos ndo tenham essa deficiéncia de
crescimento. BRODWAY (1995) por exemplo, alimentando larvas de
Trichoplusia ni com inibidores de serino proteases semi-purificado de repolho,
verificou uma reducgdo de crescimento larval de 35% e 66% de emergéncia de

adulto.

De fato, trabalhos recentes indicam que a falta de aminoacidos
necessarios a biossintese protéica é resultado de um grande aumento na
sintese de enzimas proteoliticas devido a presenca de inibidores no intestino
médio dos insetos, razdo para a supressdo de crescimento de larvas
Spodoptera exigua e Helicoverpa zea (JONGSMA et al., 1995 e BROADWAY,
1996).

5.4.Duracao de ciclo larval

Observamos que o aumento na digestibilidade devido a presenca de
benzamidina, além de acarretar um decréscimo no crescimento, aumentou a

duracao do ciclo larval de A. gemmatallis (figura 5).

Em larvas de A. gemmatalis, a ingestdo de inibidores enzimaticos nédo
elimina a digestao proteolitica no intestino médio dos insetos, ao invés disso
parece resultar em uma hiperproducdo de enzimas proteoliticas, o que
resultaria em uma limitacdo da biodisponibilidade de aminoacidos essenciais
para a sintese protéica e, consequentemente, na reducdo do crescimento e

atraso no desenvolvimento do inseto.
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Figura 5 - Variagbes no tempo de duragdo do ciclo larval de Anticarsia
gemmatalis em funcdo da percentagem de digestibilidade aparente. Indicando uma
correlagédo positiva, uma vez que o aumento da digestibilidade aumenta o tempo de

crescimento larval.

O mesmo foi demonstrado por BOLTER e JONGSMA (1995) quando
submeteram Leptinotarsa decemlineata a alimentacdo com folhas de batata
tratadas com metil jasmonato gasoso, as quais induziam altos niveis de
inibidores proteoliticos de cisteino e aspartil protease, ocasionando atraso
significativo no crescimento. Ja KOIWA et al. (1998) expressaram dois
inibidores de cistatina de soja na superficie de fagos e selecionaram as
particulas expressando estes dois inibidores contra a papaina. O inibidor foi
selecionado, e mostrou ter efeito retardador do crescimento comprometendo o

desenvolvimento do gorgulho do caupi (Callosobruchus maculatus).
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5.5.Mortalidade de larvas A. gemmatalis

Verificamos em nossos estudos que o aumento da duracao larval se
correlaciona muito mais com a mortalidade do que com a ingestdo crbnica de
inibidores diretamente, sendo portanto uma resposta indireta, uma vez que 0s
inibidores ndo causam a morte das larvas de A. gemmatalis.
proporcionam sim um aumento na producdo de enzimas digestivas,
contribuindo para uma deficiéncia na absor¢cdo de aminoacidos essenciais,

desta forma proporcionando uma reducdo de crescimento e aumento no ciclo

larval o que acarretou em um aumento na mortalidade (figura 6).
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Figura 6 - Variacdes na mortalidade de larvas em funcdo do peso larval de A.

gemmatalis. Indicando uma correlacéo positiva, uma vez que o0 aumento do ciclo larval

aumentou a mortalidade.
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Resultados semelhantes foram encontrados quando alimentou-se
Leptinotarsa decemlineata com E64 inibidor sintético de cisteino protease, isto
resultou em um atraso no crescimento e consequentemente um aumento na
mortalidade, assim como uma diminuicdo da taxa de fecundidade de adultos
(WOLFSON e MURDOCK, 1987; BOLTER e LATOSZEK — GREEN, 1997).

5.6.Pupacéao de A. gemmatalis

A adicdo de benzamidina acarretou um aumento da digestibilidade
protéica, no entanto houve uma reducdo no ganho de peso larval de A.
gemmatalis durante o seu ciclo, o qual a posteriori ira provocar fracasso na
transformacéo de pupa (figura 7), reducédo no peso final de pupa (figura 8) e
uma deficiéncia na emergéncia de adulto (figura 9). Nenhum destes sendo uma
resposta direta pela ingestdo de benzamidina e sim uma debilitacdo
ocasionada pela deficiéncia na absorcdo de aminoacidos para a sintese de
novas proteinas, unido com um maior gasto de energia necessaria para a alta
producdo de enzimas digestivas no intestino médio da lagarta da soja, na

tentativa de compensar alta concentracao de inibidores no trato digestivo.
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Figura 7 - Variagdes na transformagcédo em pupa de A. gemmatalis em fungéo
do peso larval. Indicando uma correlacdo positiva, uma vez que o aumento do peso

larval acarreta em aumento na transformacao em pupa.
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Figura 8 - Variacdes no peso de pupa de A. gemmatalis em funcdo do peso
larval. Indicando uma correlacdo positiva, uma vez que o aumento do peso larval

acarreta em aumento no peso de pupa.
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Figura 9 - Variacdes na emergéncia de mariposas de A. gemmatalis em fungéo
do peso larval. Indicando uma correlacéo positiva, uma vez que o aumento do peso

larval acarreta em aumento na emergéncia de adulto.

Pragas generalistas como Spodoptera exigua, como € 0 caso também
de A. gemmatalis, sobrevivem a muitas respostas de defesa de plantas, uma
vez que atacam diferentes plantas, sugerindo que tenham um potencial de
respostas, produzindo diferentes proteases alternativas e/ou possuem um
namero limitado de proteases resistentes a inibidores proteoliticos das plantas.
Até o presente vem sendo relatado como uma defesa dos insetos a altos niveis
de inibidores a alta producao de proteases sensiveis e a inducao de proteases
insensiveis aos inibidores utilizados no ensaio ( JONGSMA et al., 1995 e ZHU-
SALZMAN et al.,2003). Este fato podera acarretar em uma baixa absorcao de
aminoacidos essenciais com baixa eficiéncia, juntamente com uma

hiperproducdo de enzimas proteoliticas, comprometendo desta forma o
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desenvolvimento larval e implicara em eventual fracasso na transformacédo de

pupa, reducéo no peso de pupa e decréscimo na emergéncia de adulto.

5.7.Atividade proteolitica

A figura 10 mostra o perfil de atividade proteolitica obtida apartir dos
extratos enzimaticos do intestino médio de A. gemmatalis. Ap6és doze dias de
alimentacdo de A. gemmatalis com dieta artificial verificamos que é neste
periodo, correspondente ao 5° instar de desenvolvimento que ocorreram 0S
maiores picos de atividade proteolitica deste inseto, em todos os tratamentos.
Para os tratamentos de 0,25 e 0,50% de benzamidina, observou-se que a

atividade proteolitica foi superior ao grupo controle (0,0% de benzamidina).

Decorridos 5 dias, podemos observar que para a concentracao 0,50% de
benzamidina, o seu perfil de atividade proteolitica foi superior aos insetos
alimentados com dieta proteica sem benzamidina e nas concentracdes 0,25% e
0,75%. Esse fato, caracteriza uma hiperproducéo enzimatica no intestino médio

de A. gemmatalis.

Para a maior concentracao (0,75%) de inibidor, 0 mesmo nao pode ser
observado, uma vez que o seu perfil de atividade proteolitica mostrou-se
inferior aos demais tratamentos. No entanto quando observamos o perfil de
ganho de peso (figura 4) verificamos que houve um comportamento de ganho
de peso equivalente ao tratamento 0,25% e superior ao tratamento 0,50% de
benzamidina. Curiosamente a digestibilidade entre as tratamentos 0,50 e
0,75% nao diferiu significativamente (figura 2). Esses dados permitem inferir
que possa haver uma outra forma de protease atuando na digestao protéica.
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Figura 10- Perfil de atividade proteolitica com a adicdo de benzamidina nas
concentracdes 0,0; 0,25; 0,50 e 0,75 % (9/100g) em dieta artificial durante o ciclo larval
de A. gemmatalis. Simbolos representam os resultados de 3 repeticdes e as barras
verticais indicam o erro padrao das médias. Baseados em analise de variancia com
medidas repetidas, verificamos que houve  efeito significativo da interacdo
tempo*benzamidina (Wilks' Lambda = 0,00000011; F = 132,31; dfiumerador = 15;
dfgenominador = 6; P < 0,0001). Os periodos comprendidos entre dias0e 2;2e5;5e9; 9
e 12; 12 e 15; 15 e 17 correspondem respectivamente aos 1°; 2°; 3°; 4°; 5° e 6°

instares.

Como observado neste experimento em A. gemmatalis quando
alimentada com altas concentracfes de inibidor de tripsina, outros Lepidoptera
como Spodoptera littoralis, se adaptam a inibidores de proteases com uma

grande producao de proteases digestivas (DE LEO et al.,1998).

Quando ocorrem ferimentos em folhas de plantas, ocorre rapidamente
sintese de inibidores de proteases no local do ferimento, como também em
folhas mais distantes (FARMER e RYAN, 1992). Neste sentido, GRUDEN et al.
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(1998), provocaram ferimentos em folhas de batata para induzir um aumento
nos niveis de inibidores de protease. Estes inibidores, quando ingeridos por
larva de Leptinotarsa decemlineata Say, propiciaram um aumento nos niveis de
atividade proteolitica como uma forma de defesa contra os inibidores de

protease produzidos pelas plantas.

Da mesma forma, plantas de soja quando injuriadas por ataque de
larvas de A. gemmatalis, induzem através da via das lipoxigenases, uma super
expressao de inibidores de tripsina (FORTUNATO, 2001; SILVA et al., 2002 ).
Portanto, uma vez que larvas de A. gemmatalis apGs a ingestao crénica de
inibidor de tripsina, respondem com incremento em sua atividade enzimatica no
trato intestinal, é provavel que quando esta se alimenta de folhas de soja com
altos niveis de inibidores de tripsina desencadeiam como resposta fisiologica
observada no trato intestinal, uma super producdo de proteases digestivas,
propiciando assim a digestdo de dieta protéica e com isso assegurando o seu

desenvolvimento, crescimento e transformac&o em adultos.

Um fato interessante € que na necessidade de aumentar a sintese de
proteases digestivas, em presenca de altos niveis do inibidor de tripsina no
trato intestinal de A. gemmatalis, tenha ocasionado a redug¢do no crescimento.
No entanto, essa reducdo parece realmente estar ligada com o alto gasto de
energia necessario nesta sintese, uma vez que a presenca do inibidor na dieta
protéica aumentou a digestibilidade que nao foi suficientemente capaz de suprir
a absorcdo de aminoacidos essencias para que este inseto tivesse um

desenvolvimento semelhante ao tratamento livre de benzamidina.
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5.8. Atividade amidasica

Como podemos observar (figura 11) os maiores picos de atividade de
tripsinas-like aconteceram no décimo segundo dia, o qual corresponde ao 5°
instar de desenvolvimento. Verificamos também que o inibidor de benzamidina
nao foi capaz de inibir toda a atividade de tripsina-like em todos os tratamentos.
Ao contrério, verificamos que a concentracdo 0,50% (figura 11) apresentou um
pico de atividade superior aos insetos que nao receberam benzamidina e os
tratamentos 0,25 e 0,75%, 0 que sugere que com essa concentracdo de
inibidor no trato digestivo, a lagarta da soja primoriza a producéo de tripisina-
like como sua principal enzima digestiva conforme sugerido por XAVIER
(2002).

No entanto, a ingestdo crénica de benzamidina n&o foi capaz de inibir
toda atividade triptica, ao contrario, para o tratamento 0,50% o residual de
atividade no trato intestinal foi superior ao tratamento sem benzamidina.
Portanto este parece induzir a sintese de tripsinas-like insensiveis ao inibidor,
como foi determinado para outros Lepidoptera. MAZUMDAR-LEIGHTON e
BROADWAY (2001a) por exemplo observaram que insetos da ordem
Lepidoptera, apds a ingestdo de inibidores de proteases apresentavam
tripsinas constitutivas e tripsinas induzidas insensiveis aos inibidores.
Resultados semelhantes foram encontrados para as quimotripsinas
(MAZUMDAR-LEIGHTON e BROADWAY, 200l1a) e para as alfa-amilases (
SILVA et al., 2001).
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Figura 11 - Perfil de atividade triptica com a adi¢cdo de benzamidina nas concentragées
0,0; 0,25; 0,50 e 0,75 % (g/100g) em dieta artificial durante o ciclo larval de A.
gemmatalis. Simbolos representam os resultados comuns de 3 repeticdes e as barras
verticais indicam o erro padrdo das médias. Baseados em andlise de variancia com
medidas repetidas, verificamos que houve  efeito significativo da interacéo
tempo*benzamidina (Wilks' Lambda = 0,00011; F = 10,20; dfpumerador = 15; dfgenominador =
6; P =0,0048). Os periodos comprendidos entre dias 0 e 2;2e 5;5¢e 9;9e 12;12 ¢

15; 15 e 17 correspondem respectivamente aos 1°; 2°; 3°; 4°; 5° e 6° instares. ).

ZHU-SALZMAN et al. (2003) estudando C. maculatus, o qual utiliza
cisteino protease como principal enzima na digestdo de proteinas. Verificou
que altas concentracdes de Soyacistatina N (ScN) na dieta deste inseto,
induziam a sintese de cisteino protease diferenciada e resistente ao inibidor.

Uma davida adveio quando comparamos os perfis de atividade (figura 10

e 11). Por que para o tratamento 0,50% seu perfil de atividade proteésica é
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superior ao tratamento ausente de benzamidina a partir do quinto dia de
tratamento, uma vez que o perfil de atividade amidasica foi superior ao controle
apenas no décimo primeiro dia. O inseto sintetizaria outras proteases além de
tripsinas-like atuando? A alta concentracdo de benzamidina ativaria a hidrélise-
estedrica como observado por MARES-GUIA et al.(1981)?

Estudos tem indicado que Coleoptera sintetizam naturalmente mais de
uma classe de proteases. Como observado por GIRARD et al. (1998), em P.
cochleariae que em sua digestdo protéica utiliza mdltiplas enzimas
proteoliticas, sendo detectado em gel de atividade duas formas de cisteino
proteases, quatro formas de serino proteases principalmente elastase e um
pequeno residual de atividade atribuida a aspartil proteases. Aspartil e cisteino
proteases foram encontrados em L. decemlineata ( THIE e HOUSEMAN,1990;
MICHAUD et al.,, 1995 A) e em larvas de P. cruciferae (RYMERSON e
BODNARYK, 1995). Outros resultados mostram que C. maculatus requer. a
presenca conjunta de aspartil, cisteino e serino proteases na sua digestdo
protéica (GATEHOUSE e BOULTER, 1983; SILVA e XAVIER-FILHO, 1991;
ZHU-SALZMAN et al.,2003). O mesmo é observado em T. castaneum (LIANG
et al., 1991; CHEN et al., 1992; BLANCO-LABRA et al., 1996). Isso explicaria a
adaptalidade destes insetos a uma diversidade de plantas, logo estando
sujeitos a uma diversidade de inibidores.

No entanto em Lepidoptera, estudos tém indicado que tripsinas-like sao
as responsaveis pela digestdo protéica, igualmente observado em nossos
experimentos que mostram uma alta de atividade residual triptica, (Figurall)
mesmo com uma presenca de alta concentracdo de benzamidina no trato
intestinal. Semelhante ao encontrado por BRODWAY (1995), este estudando
as espécies de Lepidoptera P. rapae, P. napi, P. xylostella, T. ni, L. dispar e H.
zea, observou atividades de tripsina e quimotripsina nestas espécies, sendo
que indices muito maiores de atividade eram atribuidas a tripsinas. Inibidores
de tripsina mostraram-se também muito mais eficientes, sugerindo que
inibidores de tripsina na defesa de plantas ao ataque de Lepidoptera s&o muito
eficientes, uma vez que a digestdo desses insetos € mais dependente de

tripsinas-like.
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Verificamos entdo que A. gemmatalis responde a ingestdo crbnica de
inibidores com aumento na sintese de tripsinas-like insensiveis a benzamidina.
O questionamento sobre a producdo de outras proteases foi feito e na tentativa
de responder esta pergunta vimos a necessidade de verificar a correlacao da
atividade geral versus atividade triptica (figura 12). Observamos que n&o
houve diferenca significativa na correlacdo de atividade proteolitica versus
amidasica para os diferentes instares (p >0,05), por analise de covariancia
tendo-se instares como covariavel. Portanto foi estabelecida uma Unica curva
para todos os tratamentos e pudemos verificar que essa foi uma correlacéo
positiva, ou seja a medida que o inseto crescia esse se alimentava mais e sua
atividade amidasica e protedsica aumentavam conjuntamente independente do

tratamento.
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Figura 12 - Variagdes na atividade protedsica em funcéo da atividade amidasica. Néo

diferenciando a correlacdo dessas atividades para os instares.

No entanto, quando avaliamos a correlagdo dessas duas atividades
guanto aos tratamentos com benzamidina (figura 13), verificamos que o
tratamento com benzamidina 0,50% proporcionou uma curva de regressao
significativamente diferente em relacdo aos tratamentos 0,0; 0,25; e 0,75% de
benzamidina os quais propiciaram uma Unica curva. Tais resultados foram
obtidos a partir de andlise de covariancia tendo-se concentracdo de
benzamidina como covariavel (p< 0,05). Dessa forma podemos concluir que
para uma concentracao de 0,50%, apresenta atividade de outras proteases ou

ativacdo da atividade tripsinas-like.
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Figura 12 - VariagBes na atividade proteasica em funcdo da atividade
amidasica. Indicando uma correlacdo positiva, uma vez que o aumento da atividade
equivale com o aumento da atividade proteasica. Diferenciando as correlacdes
dessas atividades para o tratamento 0,50 [A: Y = 0,07 +8,81X, Qlero = 16, F = 96,96, p
=<0,000l e R*= 0,86] e os tratamentos 0,0; 0,25 e 0,75 [B: Y = 0,11 + 4,62X , Qlero =
52, F= 55,90, p = < 0,0001e R* = 0,52].

O mesmo foi observado por Patankar et al. (2001), estes demostraram
gue lagartas de H. armigera eram capazes de superar os efeitos negativos de
varios inibidores de protease de plantas hospedeiras alterando a composicao
das enzimas do trato digestivo apds a ingestao cronica destes inibidores.
Resultados semelhantes foram observados em Agrotis ipsilon, H. zea
(MAZUMDAR — LEIGHTON & BRODWAY, 2001 a) e Heliothis virescens (
BRITO et al., 2001).
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6. Resumo e Conclusodes:

Verificamos que larvas de A. gemmatalis apresentam um pico no seu
consumo alimentar no décimo primeiro dia, entre quarto e quinto instares,
quando alimentados com as concentragdes 0.0, 0.25 e 0.75 % de benzamidina.
No entanto, o tratamento 0,50% apresentou um pico de consumo alimentar

tardio, no décimo terceiro dia, entre quinto e sexto instar.

Diagnosticamos que apenas a adicdo de dieta proteica com inibidores
de protease em baixa concentracdo 0,25 (% p/p) de benzamidina, reduz a
digestibilidade proteica de A. gemmatalis. Ja nas concentracdes 0,50 e 0,75
(%) de benzamidina h4 um aumento da digestdo protéica, sendo que essas
duas concentracdes nado diferiram significativamente ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

A ingestdo crbnica de benzamidina ocasionou um decréscimo no
crescimento, uma vez que o peso larval foi reduzido cerca de 13.5% para a
maior concentracdo de inibidor. Verificamos que o aumento da digestibilidade,
ao contrario do que se esperava, ocasionou uma reducdo no crescimento e
consequentemente aumentou o periodo larval para os insetos alimentados com

benzamidina.

A digestibilidade por sua vez nao esta correlacionada com mortalidade,
transformacédo de pupa, peso de pupa e emergéncia. A alteracao destes esta
relacionada diretamente com a reducdo do crescimento. Uma explicagcéo para
este fato seria que um possivel aumento na sintese de enzimas proteoliticas no
intestino médio da lagarta da soja, buscando contornar a presenca da
benzamidina, a qual teria aumentado a digestibilidade protéica, mas a absor¢ao
de aminoacidos essenciais ndo seria o suficiente para suprir 0 aumento na
sintese proteolitica, ocasionando uma reduc¢do no peso final das larvas de A.

gemmatalis alimentadas com o inibidor.
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Determinamos que o pico de atividades tanto proteolitica quanto

amidasica ocorre no 5° instar de desenvolvimento que € coincidente com o

periodo de maior alimentacao.

by

Verificamos que A. gemmatalis responde a ingestdo crbnica de
benzamidina com um aumento na atividade proteolitica do intestino médio.
Com isso utilizamos um substrato especifico para serino protease (BApNa)
para averiguar se esse aumento na atividade proteolitica estava atribuida a
hiperproducdo de tripsinas-like. Com essas duas atividades, podemos
diagnosticar que A. gemmatalis pode responder a ingestdo do inibidor
benzamidina com uma hiperproducéo de tripsinas-like sensiveis ao inibidor e
sugere apresentar a sintese de formas insensiveis, além de poder dispor da
sintese de outras proteases. O que explica a adaptabilidade desta praga em
uma vasta gama de plantas hospedeiras, estando dessa forma submissas a

uma variedade de inibidores.

As observacoes relatadas neste trabalho possibilitam explicar o sucesso
da A. gemmatalis na cultura da soja, permitindo a sobrevivéncia com altos
niveis de inibidores de protease nas folhas de soja os quais sdo induzidos apos

0 ataque através da via das lipoxigenases (Fortunato, 2001).

Este trabalho também explica uma das dificuldades encontradas para as
tentativas de controle de pragas generalistas como A. gemmatalis, através da
introducdo genes que expressam inibidores de protease em plantas
transgénicas. Estudos futuros devem ser baseados na caracterizacdo dos
fatores que regulam a secrecdo de proteases, para que se possa utilizar os
inibidores de protease como uma importante ferramenta no controle da lagarta

da soja.
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8. Apéndice

Tabela 1A — Na tabela abaixo estédo apresentados os dados obtidos no experimento utilizados para obtencéo da correlacédo de
Pearson.

Concentragao de Peso final da lagarta

Repeticio  Consumo (mg) Digestibilidade (%) Peso de pupa (mg)

benzamidina (%p/p) (mQ)

0 1 0,469 96,651 283,600 242,050

0 2 0,461 97,259 259,614 238,471

0 3 0,497 96,783 277,700 240,557

0 4 0,492 97,989 286,425 232,688

0 5 0,482 98,105 273,671 229,986
0,25 1 0,386 96,894 262,953 222,167
0,25 2 0,396 96,818 258,837 222,850
0,25 3 0,434 96,801 255,503 213,650
0,25 4 0,380 96,542 281,063 206,617
0,25 5 0,415 96,836 244,382 198,000
0,5 1 0,572 98,242 221,567 202,700
0,5 2 0,581 98,108 226,720 191,360
0,5 3 0,624 98,148 240,200 194,180
0,5 4 0,605 98,321 231,960 177,780
0,5 5 0,621 98,399 248,440 193,140
0,75 1 0,543 97,800 261,100 223,514
0,75 2 0,566 97,979 274,673 235,000
0,75 3 0,587 98,142 231,271 205,186
0,75 4 0,591 98,132 222,667 190,033
0,75 5 0,585 98,129 256,567 245,283
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Tabela 1B— Na tabela abaixo estdo apresentados os dados obtidos no experimento utilizados para obtencao da correlagéo de
Pearson.

Concentracao de Duracéo da fase larval

benzamidina (%p/p) Repetigao (dias) transformac&o em pupa(%) Eclosao(%)

0 1 14,667 60 70

0 2 14,571 70 50

0 3 14,857 70 80

0 4 14,750 80 80

0 5 14,857 70 20
0,25 1 15,333 60 70
0,25 2 16,000 60 70
0,25 3 14,667 60 80
0,25 4 16,000 60 70
0,25 5 15,667 60 60
0,5 1 18,333 60 70
0,5 2 17,600 50 60
0,5 3 18,000 50 50
0,5 4 17,200 50 60
0,5 5 17,600 50 70
0,75 1 16,000 70 70
0,75 2 16,000 70 80
0,75 3 16,000 70 60
0,75 4 16,000 60 70
0,75 5 16,000 60 70
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Tabela 2A— Na tabela abaixo estdo apresentados os dados obtidos no experimento referente ao ganho de peso diério,

utilizados para obtencéo da analise de Variancia com medidas repetidas.

Concentracao de

Peso Diario (mg)

benzamidina (%p/p) Repeticao 1 3 5 7 9 11 13 15 17

0 1 0,23 2,06 4,67 16,28 69,71 132,46 255,36 280,11 280,11

0 2 0,17 1,79 4,17 15,38 68,17 121,79 236,60 258,60 258,60

0 3 0,14 2,04 4,65 15,94 67,97 125,78 240,57 275,90 275,90

0 4 0,18 1,78 4,29 14,47 67,58 130,31 233,40 277,95 277,95

0 5 0,15 2,08 5,21 16,54 68,37 145,54 262,45 286,61 286,61
0,25 1 0,27 1,78 3,54 8,53 30,31 75,09 184,23 226,20 226,20
0,25 2 0,21 1,74 3,74 11,76 37,44 102,06 228,83 249,14 249,14
0,25 3 0,15 2,19 3,57 13,40 40,93 89,98 202,12 224,07 224,07
0,25 4 0,16 1,88 4,13 12,24 35,56 89,69 170,40 257,18 257,18
0,25 5 0,16 1,80 3,40 13,20 42,34 100,54 222,30 254,81 254,81
0,5 1 0,14 0,43 1,07 3,50 9,31 32,71 89,03 160,25 217,87
0,5 2 0,14 0,49 1,23 4,03 9,81 42,49 104,03 181,35 232,46
0,5 3 0,13 0,48 1,35 3,83 10,19 43,67 98,55 172,58 228,92
0,5 4 0,16 0,30 0,82 3,44 7,78 33,84 93,76 168,77 248,44
0,5 5 0,14 0,43 1,12 3,70 9,27 38,18 96,34 170,74 231,92
0,75 1 0,12 0,23 1,33 5,12 17,35 96,58 173,85 266,52 266,52
0,75 2 0,17 0,30 1,38 6,12 17,82 92,06 165,71 263,64 263,64
0,75 3 0,17 0,37 1,56 7,44 20,44 98,70 184,24 256,91 256,91
0,75 4 0,19 0,44 1,31 5,74 18,10 85,98 182,25 230,12 230,12
0,75 5 0,16 0,34 1,37 6,26 18,90 88,86 174,81 242,16 242,16
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Tabela 2B— Na tabela abaixo estdo apresentados os dados obtidos no experimento referente ao consumo diario, utilizados
para obtencdo da analise de Variancia com medidas repetidas.

Consumo diario(mg)

Concentracdo de |Repeti¢do 1 3 5 7 9 11 13 15 17
benzamidina (%p/p)

0 1 25,21 20,22 33,32 62,17 93,57 109,57 58,10 58,10 58,10

0 2 27,83 20,80 33,17 65,80 105,26 116,56 61,71 61,71 61,71

0 3 25,80 20,98 36,01 67,80 105,33 112,14 50,99 50,99 50,99

0 4 29,41 29,19 46,74 70,96 116,92 126,84 70,57 70,57 70,57

0 5 27,37 43,69 57,49 98,43 129,22 135,32 69,36 69,36 69,36
0,25 1 20,22 22,67 14,68 44,59 47,15 115,03 96,66 26,49 26,49
0,25 2 22,53 30,46 19,62 34,17 61,09 131,64 96,88 25,39 25,39
0,25 3 20,15 27,20 15,48 23,83 40,71 114,17 119,00 20,39 20,39
0,25 4 18,98 27,36 15,66 25,10 44,37 112,46 115,30 19,80 19,80
0,25 5 19,20 22,33 17,16 33,58 51,19 116,85 119,71 21,65 21,65
0,5 1 25,86 16,29 45,28 73,83 67,17 85,36 182,41 102,37 15,52
0,5 2 29,97 15,38 49,95 60,60 68,95 89,48 174,22 99,11 16,96
0,5 3 22,81 16,18 46,62 56,74 69,37 90,10 172,32 96,87 15,96
0,5 4 34,53 14,47 48,31 62,51 70,85 93,22 169,69 97,12 18,35
0,5 5 28,29 15,58 47,54 63,42 69,09 89,54 174,66 98,87 16,70
0,75 1 19,43 26,10 22,43 28,51 83,32 107,76 39,68 37,95 37,95
0,75 2 19,54 26,86 23,14 30,00 81,58 108,75 39,74 35,54 35,54
0,75 3 21,56 27,55 31,08 35,03 85,22 109,88 39,58 34,36 34,36
0,75 4 14,15 26,47 31,68 33,49 86,46 103,59 40,97 36,97 36,97
0,75 5 17,49 26,90 33,11 59,88 129,86 115,80 38,15 36,88 36,88




Tabela 2C— Na tabela abaixo estdo apresentados os dados obtidos no experimento referente a atividade proteolitica
durante a fase larval, utilizados para obtencdo da andlise de Variancia com medidas repetidas.

A280 / mg de proteina

Concentragdo de |Repeticdo| 1° dia 3°9dia 5°dia 7°dia 9°dia 1ll1°dia 13°dia 15°dia 17 °dia
benzamidina (%p/p)

0 1 0,0700 0,1910 0,3300 0,4490 0,7920 0,4560 0,0700 0,1910 0,3300

0 2 0,0670 0,1740 0,3420 0,4180 0,7300 0,4280 0,0670 0,1740 0,3420

0 3 0,0660 0,1650 0,3530 0,4870 0,7780 0,4660 0,0660 0,1650 0,3530

0,25 1 0,0680 0,1250 0,1500 0,2650 0,9870 0,5660 0,0680 0,1250 0,1500

0,25 2 0,0640 0,1180 0,1790 0,2450 0,9850 0,5470 0,0640 0,1180 0,1790

0,25 3 0,0620 0,1140 0,1740 0,2210 0,9770 0,6030 0,0620 0,1140 0,1740

0,5 1 0,0650 0,0310 0,3640 0,0989 1,1800 0,7750 0,0650 0,0310 0,3640

0,5 2 0,0660 0,0330 0,3430 1,0640 1,2080 0,7760 0,0660 0,0330 0,3430

0,5 3 0,0660 0,0350 0,3160 0,8890 1,1760 0,7720 0,0660 0,0350 0,3160

0,75 1 0,0680 0,1100 0,1600 0,2530 0,5770 0,3830 0,0680 0,1100 0,1600

0,75 2 0,0640 0,0970 0,1950 0,2360 0,5570 0,3670 0,0640 0,0970 0,1950

0,75 3 0,0610 0,0990 0,1870 0,2680 0,5220 0,3790 0,0610 0,0990 0,1870
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Tabela 2D— Na tabela abaixo estdo apresentados os dados obtidos no experimento referente a atividade triptica durante a
fase larval, utilizados para obtencéo da analise de Variancia com medidas repetidas.

V, UM . s* / mg de proteina

Concentragdo de |Repeticdo| 1° dia 3°9dia 5°dia 7°dia 9°dia 1ll1°dia 13°dia 15°dia 17 °dia
benzamidina (%p/p)

0 1 0,0038 0,0110 0,0483 0,1002 0,0964 0,0398 0,0038 0,0110 0,0483

0 2 0,0050 0,0094 0,0505 0,1004 0,0886 0,0489 0,0050 0,0094 0,0505

0 3 0,0045 0,0069 0,0333 0,0462 0,0780 0,0765 0,0045 0,0069 0,0333

0,25 1 0,0038 0,0076 0,0241 0,0664 0,0596 0,0261 0,0038 0,0076 0,0241

0,25 2 0,0050 0,0071 0,0161 0,0654 0,0527 0,0395 0,0050 0,0071 0,0161

0,25 3 0,0045 0,0049 0,0247 0,0644 0,0509 0,0367 0,0045 0,0049 0,0247

0,5 1 0,0038 0,0110 0,0289 0,0561 0,1110 0,0425 0,0038 0,0110 0,0289

0,5 2 0,0050 0,0120 0,0201 0,0523 0,1150 0,0539 0,0050 0,0120 0,0201

0,5 3 0,0045 0,0117 0,0201 0,0530 0,1037 0,0512 0,0045 0,0117 0,0201

0,75 1 0,0038 0,0082 0,0155 0,0394 0,0963 0,0430 0,0038 0,0082 0,0155

0,75 2 0,0050 0,0092 0,0114 0,0308 0,0783 0,0414 0,0050 0,0092 0,0114

0,75 3 0,0045 0,0052 0,0105 0,0282 0,0736 0,0414 0,0045 0,0052 0,0105
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