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APRESENTACAO

As pragas agricolas sdo responsdveis pela perda de producao
e de produtividade em todas as plantas cultivadas. Para combaté-las
sdo usados agrotdxicos em grande quantidade, mas mesmo assim,
estima-se que ainda haja um volume de perdas que chega a 37 % de
toda a produgédo agricola mundial.

-Diversos outros métodos estao sendo desenvolvidos e utiliza-
dos para o controle das pragas e muitos deles tém como objetivo
principal, reduzir ou até mesmo eliminar o uso de produtos quimicos
no controle de insetos, doencas e plantas invasoras. Dentre esses
métodos encontram-se o controle biologico, o controle cultural e a
utilizagao de cultivares e variedades vegetais menos susceptiveis ao
ataque das pragas. Estd ganhando espaco, tanto conceitualmente
quanto na prdtica, a combinacdo de vdrios métodos, no que se con-
vencionou chamar de manejo integrado de pragas (MIP).

Dentre os métodos que integram o MIP, encontra-se a utiliza-
cdo de plantas genéticamente modificadas que contém genes de
resisténcia a insetos ou a patdgenos e que poderdo diminuir, sensi-
velmente as quantidades de produtos quimicos utilizados.

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia vem traba-
Ihando hd mais de quinze anos com metodologias de controle biold-

gico de insetos e de transformagcdo genética de plantas e, nos ulti-



mos tempos, tem sido realizado trabalhos para desenvolvimento de
produtos e de tecnologias reunindo as duas dreas de trabalho.

Um dos projetos que o Centro vem desenvolvendo had alguns
anos, busca identificar fatores de resisténcia presentes em diversas
plantas selvagens e cultivadas em fungos e bactérias contra o ata-
que de grupos de insetos, com o intuito de identificar 0s genes res-
ponsdveis por essa resisténcia e avaliar a possibilidade de transferi-
Jlos para outras espécies de interesse econémico

A presente Circular Técnica reune e apresenta as informacoes
disponiveis sobre um grupo de substadncias genericamente denomi-
nados de “inibidores protéicos” e discute as possibilidades de varios
compostos como potenciais candidatos a ser transferidos para a
producédo de plantas transgénicas.

O Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Bi-
otecnologia espera que esta publicacdo permita uma visdo de con-
Jjunto das pesquisas executadas nos diversos laboratorios que se de-
dicam ao assunto e possa servir de referéncia para os laboratorfos
brasileiros que se dedicam ao estudo dos inibidores protéicos visan-

do a obtencédo de plantas resistentes a insetos.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe Geral - Interino
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Inibidores proteicos de plantas e suas ativi-
dades contra insetos

Francislete Rosdrigues Melo'
Octavio Luiz Franco?

Maria Cristina Mattar da Silva®
Maria de Fatima Grossi de Sa*

RESUMO

As pragas e os patogenos (fungos, bactérias e virus) sdo
responsaveis por grandes perdas da agricultura, causando injurias e
doengas, além de se alimentarem dos tecidos de plantas. As perdas
na produgdo da agricultura mundial, devido ao ataque de pragas e
doengas chegam a 37%, sendo que 13% desta perda é causada por
insetos (Gatehouse et al., 1992). As plantas, possuem entretanto, um
certo grau de resisténcia a insetos e ha muitos anos, tem-se estuda-
do a biossintese e a regulacdo de compostos quimicos de plantas
associados com essas defesas. Atualmente, sabe-se que esses de-
fensivos sdo encontrados em varios tecidos vegetais e entre esses
compostos, estao incluidos antibiticos, alcaldides, terpenos e pro-
teinas. Entre as proteinas, estdo incluidas enzimas tais como as qui-
tinases, as lectinas e os inibidores de enzimas digestivas (Ryan,
1990). Atualmente, genes que conferem resisténcia a insetos podem
ser introduzidos em plantas de interesse para reduzir sua susceptibi-
lidade. Esses genes podem ser obtidos de plantas, bactérias ou de
outra origem (Schuler et al.,1998). Os inibidores de enzimas (a-
amilases e de proteinases) serdo aqui descritos e estudados, relaci-
onando-se suas fungdes como compostos de defesas de plantas
contra insetos e seu potencial como ferramenta na obtencdo de
plantas resistentes a pragas.

' Bolsista, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
% Bolsista, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Bolsista, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4 Bitloga Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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1. INTRODUGAO

Pragas e patdgenos (fungos, bactérias e virus) sio respon-
saveis por grandes perdas da agricultura, causando injurias e do-
engas, além de se alimentarem dos tecidos de plantas. Os inse-
tos, principalmente suas larvas, atacam preferencialmente folhas
e sementes (Brzin e kidrie, 1995). As perdas na produgéo da agri-
cultura mundial, devido ao ataque de pragas e doengas chegam a
37%, sendo que 13% desta perda é causada por insetos (Ga-
tehouse et al., 1992).As plantas, possuem entretanto, um certo
grau de resisténcia a insetos e apenas um nimero limitado destes
sdo habeis a alimentarem-se de cada espécie, individualmente.
Essa resisténcia inerente, é baseada nos varios mecanismos de
defesa, desenvolvidos pelas plantas, durante a evolugao (Schuler
etal., 1998).

Ha muitos anos, tem-se estudado a biossintese e a regula-
¢ao de compostos quimicos de plantas associados com essas
defesas. No inicio, essas substancias quimicas foram considera-
das como compostos secundarios de plantas, os quais nao ti-
nham suas fungdes bem estabelecidas. Atualmente, sabe-se que
esses defensivos sdo encontrados em varios tecidos vegetais, na
forma de componentes constitutivos, fazendo parte do plano de
desenvolvimento normal da planta ou entdo sintetizados em res-
posta ao ataque de pragas ou patoégenos. Entre esses compostos,
estdo incluidos antibidticos, alcalbides, terpenos e as proteinas.
Entre as proteinas, estio incluidas enzimas, lectinas e inibidores
de enzimas (Ryan, 1990), entre outras.

Mesmo na presenga destes fatores de defesa, os bruqui-
deos sdo capazes de infestar sementes de leguminosas. Questio-
na-se desta maneira, o porqué destas defesas serem ineficientes
a predagdo destes insetos. Em muitos casos, estes compostos
estao presentes em altos niveis nas linhagens selvagens. Quando
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domesticadas estas linhagens perdem ou reduzem a capacidade
de sintetizar estas moléculas de defesa. Outro fato importante é a
co-evolugao dos insetos teorizada por Ehrlich & Raven (1964), o
qual sugere que a produgdo e o acimulo de uma toxina pela
planta é seguida de uma resposta do predador, tal como, a deto-
xificagao ou a excregdo da toxina pelo mesmo, o que o capacita
de alimentar-se da planta alvo. Desta maneira a adaptagdo da
planta é seguida por uma contra-adaptagdo do predador. Estas
linhagens de insetos tornam-se resistentes aos compostos de
defesa presentes na planta e rapidamente tornam-se dominantes,
como observado com os carunchos do feijao. Atualmente, genes
que conferem resisténcia a insetos podem ser introduzidos em
plantas de interesse para reduzir sua susceptibilidade. Esses ge-
nes podem ser obtidos de plantas, bactérias ou podem ainda ter
uma outra origem (Schuler et al.,1998). Aqui, inibidores de o-
amilase e de proteinase serio descritos, relacionando-se suas
fungdes como compostos de defesa de plantas contra insetos e
seu potencial como ferramenta para a obteng¢édo de plantas culti-
vadas resistentes.

2. a-AMILASES

As a-amilases sdo enzimas monoméricas que constituem
uma familia de endoamilases e que catalisam a hidrélise de liga-
¢oes glicosidicas a-1,4 do amido, glicogénio e outros carboidra-
tos. Essas enzimas tem um papel importante no metabolismo de
carboidratos em plantas, animais e outros organismos. Por serem
essenciais para o crescimento e desenvolvimento de muitos in-
setos, especialmente daqueles que vivem em sementes e graos
ricos em amido, muitos estudos tém sido feito no intuito de des-
vendar o funcionamento das a-amilases (Chrispells & Raikel,
1991, Grossi de Sa & Chrislpeels, 1997, Strobl et al., 19982, Da
Silva et al., 1999). Os mamiferos e alguns insetos como o Callo-
sobruchus maculatus (Campos et al., 1989) e Zabrotes subfasci-



atus (Ishimoto et al, 1996) apresentam diferentes formas de a-
amilase (Silva et al., 1999). A praga do 320trigo Tenebrio molitor
expressa uma forma majoritaria desta enzima denominada TMA.
Esta a-amilase apresenta massa molecular de 51,3 kDa (Strobl et
al., 1997) e foi recentemente cristalizada em complexo com o ini-
bidor de a-amilase de feijao Phaseolus vulgaris (a-Al) (Nahoum et
al., 1999). A cristalizagdo desse complexo comparado com outros
complexos a-amilase/inibidor trouxeram maiores esclarecimentos
dos aminoacidos envolvidos nessa interagdo. O mecanismo enzi-
matico das a-amilases é complexo e sua estrutura/fungéo ainda
ndo foi totalmente elucidado. Estudos cristalograficos (Strobl et
al., 1998°) e de modelagem molecular (Silva et al., 1999) tém sido
realizados para a determinagao das estruturas de amilases isola-
das assim como daquelas complexadas com inibidores especifi-
Cos.

3. INIBIDORES DE a-AMILASE

Em plantas, inumeras proteinas tem a capacidade de inibir
enzimas hidroliticas. Os inibidores de a-amilase constituem uma
importante familia destas proteinas e podem ser encontrados em
cereais como o trigo (Garcia-Maroto et al.,, 1991, Feng et al.,
1996), a cevada (Abe et al., 1993) e o centeio (Garcia-Maroto et
al., 1994), em leguminosas tais como o feijdo comum (Marshall &
Lauda, 1975; Ishimoto et al., 1996; Grossi de Sa et al., 1997) e o
feijao-de-corda (Melo, 1997) e em outras familias de vegetais
(Marshall, 1975). Estas proteinas podem apresentar massa mole-
cular de: 5 kDa (Bloch Junior. & Richardson, 1991), 13 kDa (mo-
némeros), 26 kDa (dimeros) e 50 kDa (tetrameros).

Entre os inibidores de - amilase mais estudados estio os

inibidores encontrados em trigo (Triticum aestivum), 0.19, 0.53,
0.28 nomeados de acordo com sua mobilidade eletroforética, e os
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inibidores de a-amilase de sementes de feijao comum (Phaseolus
vulgaris) denominados, a-Al1 e a-Al2.

Os inibidores proteicos de a-amilase e proteinase s&o
muito abundantes no endosperma do trigo e representam uma
fracdo substancial das albuminas e globulinas (Feng et al., 1996).
Entre os inibidores de «-amilase encontrados neste cereal,
observa-se diferentes especificidades contra as a-amilases de
diferentes fontes. Um dos inibidores de a-amilase do trigo mais
estudado é o inibidor dimérico 0.19, ativo contra a-amilases de T.
molitor, Sitophilus oryzae, Tribolium castaneum (Feng et al.,
1996) e contra os bruquideos C. maculatus, Z. subfasciatus e A.
obtectus (Franco et al., 1999). Além do inibidor 0.19, o inibidor
0.53, também dimérico, é ativo contra a-amilase de saliva
humana (HSA) e contra a a-amilase dos carunchos de feijdao
comum e do feijdo de corda (Franco et al., 1999). Estes dois
inibidores (0.19 e 0.53) sdo os unicos fatores de resisténcia,
ativos “contra o bruquideo A. obtectus, encontrados até o
momento (Franco et al.,, 1999). Muitos estudos tem sido feitos no
intuito de desvendar as propriedades do inibidor monomérico
0.28, ativo contra TMA (Garcia-Maroto et al/, 1991). Além destes
inibidores acima citados, com suas referentes isoformas, existem
no trigo inibidores de a-amilase tetraméricos (Kasahara et al.,
1996) e inibidores com dupla fungéo (Yamagata et al., 1998).

Os inibidores com dupla fungdo, apresentam, além da
atividade inibitéria contra a-amilase, outro sitio ativo com diferente
especifidade. No trigo, o inibidor WASI (Wheat «o-
Amylase/Subtilisin Inhibitor), também conhecido como PK13
apresenta atividade inibitéria para o-amylase endégena e de
diferentes insetos, como também para proteinase K (Zemke et al.,
1991; Gvozdeva et al., 1993). Em outros cereais, inibidores
semelhantes sé&o encontrados. Os inibidores BASI (Barley o-
Amylase/Subtilisin Inhibitor) encontrados em cevada sao capazes
de inibir a-amilase endégena e também a enzima subtilisina, uma
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protease serinica de Bacillus subtilis (Rodenburg et al. 1993). As
proteinas TASI de Triticale e RASI (Rice o-Amylase/Subtilisin
Inhibitor) de arroz (Yamagata et al, 1998) s&o inibidores
homologos aos inibidores BASI e WASI. O inibidor bifuncional de
Ragi, encontrado em Eleusina coracana, € uma proteina
monomérica, com dois sitios independentes, sendo um deles
capaz de inibir a a-amilase de Tenebrio molitor e o outro capaz de
inibir a tripsina do pancreas bovino (Strobl et al., 1998°). Além
desses inibidores com a capacidade de inibir dois tipos de
enzimas diferentes, os inibidores encontrados em sementes de
lagrima de Jé (Coix lachryma-jobi) possuem a capacidade de inibir
o-amylase de intestino de gafanhoto e também possuem
atividade endoquitinasica (Ary et al., 1989).

Analises estruturais tém se mostrado como o préximo
passo na resolugdo do mecanismo de atividade inibitoria. A
cristalizacdo e difracdo de raio X mostraram que o inibidor
dimérico 0.19 de trigo possui em cada uma das subunidades
quatro a-helices grandes e uma o-hélice de volta unica. Essas
estruturas mantém uma ligagao favoravel entre as subunidades.
Além disso, este inibidor apresenta duas cadeias B-pregueadas
curtas e 10 residuos de cisteina formando pontes dissulfeto (Oda
etal., 1997).

Em adicao ao estudo estrutural dos inibidores, a formagao
do complexo enzima-inibidor tem sido estudada em inibidores de
cereais, e esta envolve a interagdo direta entre as duas proteinas.
Rodenburg et al. (1995) sugeriu que o complexo formado entre o
inibidor BASI e a «-amilase de cevada (AMY2) é formado
principalmente por residuos de arginina e que estes residuos
fazem interface através de pontes salinas da a-amilase. Estudos
da estrutura molecular desse complexo revelaram que os
residuos cataliticos essenciais da AMY2 n&o se ligam diretamente
ao inibidor (BASI). A ligagao dos residuos de arginina do BASI ao
AMY2 criam uma cavidade exposta ao meio externo, que tem a
forma ideal para acomodar um caicio extra, e esta ligacdo pode
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contribuir para o efeito inibitério da a-amilase (Vallé et al., 1998).
Abe et al. (1993) observaram que a inativagao dos residuos de
arginina do inibidor de «-amilase/subtilisina de cevada foi
suficiente para a perda de sua fungdo. Contudo no inibidor 0.19 do
trigo, ndo se observa a presenga de argininas ou lisinas, possivelmente
envolvidas na formagao do complexo inibidor/enzima (Oda et al., 1997).
Franco et al, (1999) demonstraram, através de modelagem, alguns
residuos envolvidos na formagédo complexo/inibidor e na definicdo
de especificidade inibitoria. Tendo em vista que apesar dos 94%
de homologia entre os inibidores 0.53 e 0.19, um deles (0.19)
inibe PPA e o outro (0.53) a inibe fracamente, procurou-se
diferencas sequenciais e estruturais. Uma delas ¢ a His*" do 0.19,
que é alterada por uma Asp no 0.53 e o outro residuo é a Cys™?
no 0.19 que é alterada por uma Pro no inibidor 0.53. De acordo
com estes autores, esses dois residuos estdo envolvidos na
formagéo do complexo 0.19/PPA.

Sementes do feijdo comum (P. vulgaris) contem certas
proteinas que as protegem contra alguns bruquideos. Dentre as
proteinas de defesa estdo as fitohemaglutininas, as arcelinas e os
inibidores de enzimas digestivas (Chrispells & Raikhel, 1991). Foi
demonstrada a presenga de dois inibidores de a-amilase em
sementes de feijado comum, denominados o-Al1 and a-Al2, que
diferem em suas especificidades contra a-amilases. Enquanto o
a-Al1 inibe a a-amilase de pancreas de porco (PPA) assim como
a-amilases de C. maculatus (CMA) e de C. chinensis (CCA)
(Kasahara et al., 1996), o inibidor a-Al2 inibe somente a a-
amilase do Z. subfasciatus (ZSA) (Grossi de Sa et al, 1997,
Grossi de Sa and Chrispeels, 1997). Nenhum destes inibidores,
presentes em sementes de feijdo, teve efeito inibitoério contra a a-
amilase do A. obtectus (AOA).

Os inibidores de o-amilase encontrados no feijdo s6 se
tornam ativos apds sofrerem processamento e isto pode ocorrer
em um unico passo ou em passos multiplos. Os inibidores «-Al
sdo sintetizados como uma pro-proteina que sofre maturagao

13



Os inibidores de a-amilase encontrados no feijdo s6 se tor-
nam ativos apos sofrerem processamento e isto pode ocorrer em
um unico passo ou em passos multiplos. Os inibidores o-Al sdo
smtetizados como uma pro-proteina que sofre maturacao proteoli-
tica 7;;wara tornar-se ativo. A clivagem proteolitica ocorre no residuo
Arg"’ (Santino et al., 1992), resultando na formacdo de duas sub-
unidades glicosiladas com peso molecular estimado em 10 e 14,6
kDa, que originardo as cadeias o e B, respectivamente (Moreno &
Chrispeels, 1989; Yamaguchi, 1993). Estudos utilizando espec-
trometria de massa mostraram que os inibidores o-Al1 e o-Al2
ngcessitam dessa clivagem para ativagao (Young et al., 1999). A
dimerizag&o da proteina ocorre no reticulo endoplasmatico, sendo
entéo transportada para o complexo de Golgi onde um dos trés
glicanos € modificado pela remogdo da manose. Apds a chegada
da proteina nos vacuolos, o inibidor é clivado em duas cadeias o e
B e sete aminoacidos terminais sdo removidos. A proteina madura
contém glicanos ligados a Asn® e Asn® e por espectrometria de
massa, foi observado que existem dois glicanos por cadeia
(Chrispells et al, 1998; Young et al., 1999). Os glicanos n&o pare-
cem ser necessarios para o passo de ativagdo, ja que a-Al mu-
tantes sem os sitios de glicosilagdo sdo também ativados em
plantas (Chrispells, 1999). Este processamento causa uma mu-
danga conformacional que cria o sitio ativo necessario para a in-
teracao com as a-amilases (Pueyo et al., 1993) (Figura 1).

R.E

RIBOSSOMO - VACUOLO
PR%TI'ZQ?.FTTCA GLICOSILAGAO
— s = 10 Y
Arg77 kD
PRO-PROTEINA W0 kDa faminoacidos
clivados
24,6 kDa

Figura1:l_=’_rocessamento dos inibidores de a-arﬁilase de fei-
jao comum (P. vulgaris).
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O mecanismo de interacdo e especificidade inibidor-
amilase ainda ndo esta completamente elucidado, mas alguns
avancos tem sido demonstrados nos ultimos anos. De acordo com
Grossi de S3a et al. (1997), a inibigdo de ZSA causada pelo a-Al2
é dependente tanto do tempo, quanto do pH. Em adig&o, La Jolo
et al. (1991) mostraram que a formagdo do complexo tem pH
6timo de 5,5, sendo desta forma capaz de inibir as a-amilases de
Coleodpteros, os quais possuem um pH &cido em seu intestino
médio, mas incapaz de inibir as a-amilases de Lepddpteros, que
possuem um pH alcalino em seu intestino medio. Apesar de La
Jolo et al. (1991) proporem uma proporgao estequiométrica 1:1
(inibidor-a-amilase), estudos recentes demonstraram que alguns
inibidores diferem desse tipo de interagdo. Kasahara et al. (1996)
sugeriam uma propor¢ao estequiométrica de 2:1, onde uma unica
molécula de inibidor de a-amilase 1de feijdo comum, através de
dois sitios de ligacdo independentes, se liga e inibe duas
moléculas de amilase de pancreas de porco.

O mecanismo de interacdo entre o complexo inibidor-
amilase ocorre pela formagdo de um complexo inicial reversivel
com KD=10" e que ainda apresenta atividade amilolitica, seguido
de uma modificagdo conformacional que torna a ligagao
irreversivel com KD=10"°, que ndo apresenta nenhuma atividade
(La Jolo & Finardi-Filho, 1985; Chrispells, 1999). A interacgao entre
a-Al1 com PPA apresenta esta modificagéo conformacional do
sitio ativo de a-amilase. Neste caso, a alga flexivel da amilase
(residuos 304-310), que forma a margem superficial do sitio de
ligacdo com o substrato é empurrado pelo inibidor, e este toma o
seu lugar formando o complexo (Bompard-Gilles et al., 1996)
Muitos autores tem observado que alguns aminoacidos dos

. inibidores sdo essenciais para a interagdo com as o-amilases

(Tabela 1). 24110
Em 1989, Billeter et al., através de analise de ressonancia

magnética nuclear (RMN) e difragdo de raio X, determir_waram a
estrutura do inibidor Tendamistad bacteriano. O sitio ativo
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estabelecido consiste no segmento Trp'®-Arg'®-Tyr® o qual ¢
uma alga exposta na proteina. Em busca de homologia no a-Al, a
sequéncia encontrada foi Trp'®-Ser'®-Tyr'® e esta regigo foi a
principal candidata ao sitio ativo. Para testar esta homologia,
mutagdo destes residuos do tripeptideo proximo ao C-terminal por
Gly-Asn-Val (residuos de aminoacidos presentes em
fitohemaglutinina [PHA]) produziram inibidores inativos (Mirkov et
al., 1995). A similaridade dos sitios ativos entre «-Al e
Tendamistad sugerem que ambos podem se ligar ao sitio
catalitico da a-amilase de pancreas de porco da mesma maneira.

O residuo de Arg pode interagir com os residuos da AS£
catalitica (Qian et al, 1993), enquanto o Trp'® lateral e a Tyr'
podem se ligar aos subsitios vizinhos. Além destes residuos, nove
aminoacidos de «-Al1 formam contato direto com PPA por pontes
de hidrogénio para a formagéo do complexo (Bompard-Gilles et
al., 1996). A sobreposicdo das moléculas de «-Al1 (estrutura
cristalizada) e o-Al2 (produto de modelagem molecular)
(Figura 2) ilustra a homologia estrutural entra as duas alcas
principais (N-terminal e C-terminal) envolvidas em interagdo com
as a-amilases. A alga N-terminal no «-Al2 apresenta tamanho
reduzido e orientagcao espacial oposta em relagdo a mesma alca
no «-Al1, sugerindo possivel funcdo dos aminoacidos envolvidos
na especificidade da interagdo (Grossi de Sa & Chrispeels, 1997,
Da Silva et al, 1999).

Para entender melhor especificidade das interagdes entre
as a-amilases e os inibidores, estudos envolvendo estruturas
moleculares vem sendo realizados por diferentes  grupos.
Utilizando-se dos dados de cristalografia do complexo «Al-1/PPA
(Bompard-Gilles et al., 1996) e da TMA, através de técnicas de
modelagem molecular, foi possivel a construcdo de modelos
computacionais que simulam a formacdo do complexo encontrado
na natureza, como o «-Al2 de «-amilase e a-amilase de Z
Subfasciatus («Al2/ZSA) (Figura 3), assim como a simulacdo de
complexos artificiais («AlI2/PPA e «Al1/ZSA).
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Figura 2: Sobreposicdo de modelos estruturais Al-1 (azul) e Al-2
(amarelo). Os destaques em “ribbon” correspondem as
algas C- e N-terminal. Os residuos em cor.de rosa re-
ferem-se aqueles envolvidos no sitio de interacao e
sdo dissimilares no alinhamento estrutural dos dois
inibidores . A figura foi produzida pelo programa In-

sight Il (Brosyn C.A.).

Esses modelos estruturais foram analisados c_omparatlva-
mente e oferecem subsidios para o desenho de experyme_antos que
venham a produzir inibidores mutantes com a especificidade de-

sejada (Silva et al., 1999).
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Figura 3: Complexo entre a-amilase de Zabrotes subfasciatus
(ZSA) e inibidor 2 (Al-2). Os circulos preenchidos
(cor azul e cor verde) representam os residuos en-
volvidos na interagao entre ambas as moléculas. Os
circulos cor-de-rosa representam as moléculas de
agua envolvidas na interface da interagao.

4. PROTEINASES

As proteinases sdo denominadas de endopeptidases quan-
do hidrolizam ligagdes peptidicas internas, e de exopeptidases
quando hidrolizam ligagdes N-terminais ou C-terminais. As endo-
peptidases sdo também conhecidas como proteinases (Ryan &
Walter-Simmons,1981). As proteinases sdo classificadas, de
acordo com a Unido Internacional de Bioquimica, em quatro gran-
des classes: proteinases serinicas; cisteinicas; asparticas e me-
talo-proteinases. O sistema de classificagdo baseou-se numa
cc_nmparagéo entre sitios ativos, mecanismos de agao e estrutura
tridimensional das proteinases (Neurath, 1996).
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A Tabela 2 lista os diferentes tipos de proteinases estudados,
mostrando os residuos mais importantes de seus sitios ativos.

Os insetos obtém muitos dos aminoacidos essenciais,
utilizando proteinases extracelulares que atuam no lumem de
seus intestinos' (Murdock et al.,1986). No Inicio do processo
digestivo, os insetos fitéfagos produzem secregdes salivares que
sdo misturadas aos tecidos da planta que foram mastigados,
ainda dentro da cavidade bucal (Chapman,1985). Estas
secregbes sdo importantes porque umedecem o bolo alimentar,
facilitando sua passagem através do esofago. N&o existem
evidéncias da presenca de niveis significantes de proteinases em
secrecdes salivares de insetos ortopteros (Ferreira et al., 1990) ou
lepddpteros (Lenz et al., 1991). Insetos coledpteros ndo possuem
glandulas salivares bem desenvolvidas (Wigglescoorth,1972) e
ndo existem estudos comprovando a presenga de proteinases
salivares nos mesmos. O material ingerido pelo inseto passa
subsequentemente através do intestino anterior, chegando entao
até o intestino médio, onde os niveis de proteinases sdo muito
altos, ocorrendo ai a digestdo de proteinas (Terra,1990). No
intestino posterior e no material fecal dos insetos, s&o
encontrados baixos niveis de proteinases, o que sugere a
existéncia de um mecanismo de recirculagdo ou recuperagdo das
enzimas digestivas dos mesmos (Terra et al., 1979).

Os insetos geralmente possuem diferentes tipos de
proteinases. As mais bem estudadas sdo as proteinases
serinicas, as quais sdo muito frequentes em uma grande
variedade de classes de insetos e se assemelham a tripsina e
quimotripsina de mamiferos (Applebaum,1985) e as proteinases
cisteinicas as quais também sdo enzimas digestivas importantes
para os insetos. Muitos coledpteros como o besouro da batata do
Colorado, Leptinotarsa decemlineata, possuem grandes
concentragdes das mesmas. Os carunchos C. maculatus e A.
obtectus que atacam, respectivamente, o feijio-de-corda, o qual é
muito consumido por populagdes do Nordeste do Brasil e o feijao
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¢oes do Nordeste do Brasil e o feijao comum, que representa uma
cultura de grande importancia para o nosso pais, possuem grande
quantidade de proteinases cisteinicas em seus tratos digestivos
(Gruden et al., 1998; Murdock et al., 1986). Em insetos da classe
dos cocinelideos, como o carnivoro Adalia bipunctata, as protei-
nases predominantes sdo também as cisteinicas (Walker et al.,

1997).

5. INIBIDORES DE PROTEINASES DE PLANTAS

Muitas familias de plantas possuem inibidores de proteina-
ses distribuidos através de seus 6rgaos reprodutivos, 6rgaos de
reserva e tecidos vegetativos (Shewry & Lucas, 1997). A maioria
destes inibidores sdo moléculas pequenas, estaveis,
abundantes e faceis de purificar. Estes podem atuar como protei-
nas de reserva, como reguladores de enzimas endbgenas e po-
dem também estar envolvidos nos processos de defesa de plan-
tas contra o ataque de pragas e/ou patégenos (Walker et al.,
1997). O mecanismo pelo qual os inibidores de proteinases inter-
ferem no processo digestivo dos insetos se deve a diminui¢éo da
assimilagdo de nutrientes através de sua ligagao especifica a en-
zimas proteoliticas do intestino dos insetos, impedindo que estas
executem suas fungdes primordiais no processo de digestao pro-
téica (Ryan, 1990). Quando insetos sdo submetidos a uma dieta
artificial contendo inibidores especificos para a principal classe de
proteinases de seus intestinos, estes tém seu desenvolvimento
retardado, bem como podem apresentar indices de mortalidade
bastante significantes (McManus & Burgess 1995).

Quatro classes de inibidores de proteinases foram estabe-
lecidas de acordo com suas atividades especificas: inibidores de
proteinases serinicas; de proteinases cisteinicas; asparticas e de
metalo-proteinases. O nimero de inibidores de proteinases de
plantas identificados e isolados é grande, sendo os inibidores de
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proteinases serinicas, os que apresentam melhor caracterizagdo
(Ryan,1990). Nos ultimos anos, entretanto, muitos inibidores de
proteinases cisteinicas também foram caracterizados (Bode &
Huber,1992). Os inibidores de metalo-proteinases e de proteina-
ses asparticas de plantas estao sendo estudados ainda em menor
escala (Barret et al. 1986, Turk 1991). Em plantas, os inibidores
de proteinases sdo agrupados em familias (Tabela 3), sendo que
a classe dos inibidores de proteinases serinicas possui sete fami-
lias e as demais apenas uma familia (Ritonja et al.,1990; Baudys
etal., 1991).

5.1. INIBIDORES DE PROTEINASES SERINICAS.

Inibidores de proteinases serinicas foram encontrados ini-
cialmente em 6rgaos de reserva de plantas como sementes e tu-
bérculos, e posteriormente foram detectados em folhas e frutos
(Xawvier-Filho, 1992). Muitos desses inibidores, *tais como o inibidor
de tripsina de soja e o de feijao-de-corda, afetam o desenvolvi-
mento de varios insetos lepddpteros (Broadway & Duffey, 1986),
0s quais possuem uma grande quantidade de proteinases serini-
cas em seu trato digestivo (Applebaum, 1985). A maioria dos ini-
bidores de proteinases serinicas reagem com suas enzimas cog-
natas através de um mecanismo semelhante ao que ocorre na
ligagao entre enzima e substrato (Laskowski & Kato, 1980; Grutter
et al., 1990). Esse grupo de inibidores “candnicos”, compreendem
geralmente, proteinas pequenas com 29 a 190 residuos de ami-
noacidos e todas elas possuem uma alga ligante exposta (Bode &
Huber, 1992).

A formagdo do complexo enzima-inibidor ocorre rapida-
mente mas a sua dissociagdo é lenta e resulta em enzima livre e
em um inibidor clivado, o qual sofre desnaturagdo. Na formagao
desse complexo estio envolvidas interagdes entre as cadeias do
inibidor e da proteinase tais como pontes de hidrogénio e forgas
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(Ardelt & Laskowski Junior,1991). A formagdo do complexo
enzima-inibidor envolve ainda a formacdo de uma ligagéo
peptidica no sitio reativo do inibidor (P1), e a presenca de alguns
elementos essenciais no sitio ativo da enzima. O mecanismo da
catdlise € comum para as proteinases e a estrutura foi bastante
estudada através de técnicas de Difracdo de Raios-X.

A Figura 4 exemplifica este mecanismo usando o modelo
estrutural do inibidor de Tripsina e Quimotripsina (PFSI) de
sementes de P. vulgaris (Carvalho et al., 1996) complexado com a
enzima o-Quimatripsina, mostrando a orientagdo do sitio reativo
(P1), correspondente ao aminoéacido Fenilalanina em relagéo aos
demais elementos necessarios para a catalise enzimatica.

Estes elementos sdo constituidos pela triade catalitica, a
qual representa a base para a interagdo e é formada pelos
aminoacidos: Acido Aspartico, Histidina e Serina. A regi&o
especifica S1, formada por aminoacidos da enzima que
determinam a especificidade, proporciona um ambiente favoravel
para acolher o sitio reativo P1. Isto envolve a formagao de
ligagbes covalentes e pontes de hidrogénio com os demais
aminoacidos que estdo ao redor de uma fenda oxianica,
constituida por residuos que podem formar pontes de hidrogénio
com o atomo de Oxigénio (carregado negativamente) do carbono
carbonil (C1) do inibidor. A substituigdo do residuo P1, em alguns
casos, pode levar a uma mudanga previsivel da atividade
inibitoria. A substituicdo de uma Arginina por um Triptofano no
inibidor de soja, provoca a mudanga de inibicdo de Tripsina para
Quimotripsina (Laskowski Junior & Kato, 1980).
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Figura 4: Inibidores de proteinase serinica (PFSI) var. “Fogo
na Serra” extraido de P. vulgaris, mostrando
elementos essenciais para catélise. Os circulos
pontilhados referem-se a representagdo das for-

- ¢as de Van der Waals. Carvalho et al., 1996

5.2. INIBIDORES DE PROTEINASES CISTEINICAS (CISTATINAS).

Inibidores de proteinases cisteinicas, também conhecidos
como cistatinas, sdo um grupo de proteinas que se ligam as pro-
teinases cisteinicas inibindo sua atividade (Kudo et al.,1998). Em
animais existem trés familias de cistatinas classificadas de acordo
com sua massa molecular, nimero de pontes dissulfeto, localiza-
¢ao subcelular e estrutura primaria. Sao elas: familia das cistati-
nas |, cistatinas Il e kininogenios (Ryan et al., 1998). Em plantas
as cistatinas de arroz (oryzacistatinas) sdo as mais bem caracteri-
;adas. A partir da sequéncia gendmica, essas proteinas foram
inicialmente consideradas como pertencentes a familia das cista-
tinas Il, apesar da diferenga de ndo possuirem pontes dissulfeto
ou residuos de cisteina. Entretanto, a organizagdo genémica das
oryzacistatinas e de outras cistatinas como a do
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milho, diferem grandemente da organizagdo das cistatinas
animais (Kondo et al., 1991; Brow & Dziegielewska, 1997). Elas
podem também, ser destinguidas por serem proteinas de cadeia
unica, ja que ndo contém residuos de cisteina para formar ponte
dissulfeto.

Todos esses dados sugerem que as cistatinas de plantas
devem ser classificadas dentro de uma nova familia: as
fitocistatinas (Abe et al., 1987). Muitas fitocistatinas tém sua
sequéncia de aminoacidos conhecida. Entre elas estdao as
oryzacistatinas | e Il a cistatina de feijao-de-corda (Fernandes et
al., 1993 ), a do fruto abacate (Kimura et al., 1995) e a do milho
(Abe et al., 1992). Em todas essas sequéncias encontra-se uma
regido altamente conservada no sitio de ligagéo (GIn, Val, Val, Ala
e Gly), e o nivel de identidade de aminoacidos entre cistatinas de
sementes e de frutos de diferentes espécies de plantas é alto, o
que sugere uma fungao conservada para estas proteinas (Kimura
et al.,1995).

Assim como os inibidores de proteinases serinicas, as
cistatinas se ligam reversivelmente as proteinases. Através de
estudos de cristalografia, foi determinado que as cistatinas sdo
formadas por uma longa «-hélice central envolvida por cinco
folhas B antiparalelas. Na extremidade das folhas B 'uma alca
em forma de grampo, formada pela sequéncia altamente
conservada em todas as cistatinas (QVVAG) é exposta. Esta
sequéncia corresponde ao sitio de ligacdo da cistatina a
proteinase (papaina). Em regides paralelas a esta alca, existe
outra alga, também em forma de grampo, e uma projecdo do
segmento Nterminal. Na fomagdo do complexo inibidor/proteinase, as
duas algas interagem com residuos conservados em subsitios,
que sao adjacentes aos residuos do sitio catalitico da proteinase
(Stubbs ef al, 1990). Desta forma, o segmento N-terminal da
cistatina se associa ao residuo Cys® do sitio ativo da proteinase,
promovendo a aproximagdo das moléculas, mas a ligagcdo entre
elas ocorre no subsitio da proteinase, envolvendo os residuos
Gly® e Gly’ da proteinase. Vérias pontes de hidrogénio s&o
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ou seja, ocorre de maneira similar a ligagdo do substrato a protei-
nase (Drenth et al, 1976). Entretanto, como a cistatina ndo se liga
diretamente a residuos do sitio catalitico da proteinase, 0 mesmo
nao sofre a clivagem que o substrato natural da enzima sofreria
(Bode e Huber, 1992).

6. PLANTAS TRANSFORMADAS COM GENES DE INIBIDORES
DE a-AMILASE E PROTEINASE.

- A prospecgao de genes de interesse pode ser considerado
0 passo chave no desenvolvimento de plantas resistentes a inse-
tos. Neste sentido, os inibidores de a-amilase e proteinase apre-
sentam grande potencial por reduzirem ou impedirem a atividade
destas enzimas. Devido a atividade inibitéria sobre as enzimas
digestivas do inseto, os inibidores podem causar a morte das lar-
vas dos insetos devido a redugao no desenvolvimento. A protegao
eficiente contra insetos em plantas transformadas demanda que
os*mesmos sejam acumulados em células vegetais em um nivel
muito maior do que em plantas ndo transformadas (Augustyniak et
al., 1997). A introdugao de genes que codificam inibidores de a-
amilase em culturas economicamente importantes tem sido utili-
zada visando aumentar a resisténcia destas a diferente insetos
(Tabela 4).

Ervilhas transformadas com o gene que codifica o a-Al1 se
apresentaram completamente resistentes ao besouro da ervilha
Bruchus pisorum, um inseto que danifica as ervilhas que estao em
crescimento no campo (Shade et al, 1994; Schroeder et al.,
1995). Os ovos eclodem e a larva penetra na vagem para comer a
semente. Em sementes transgenicas contendo aproximadamente
1,0 % de a-Al1, as larvas ndo conseguem se desenvolver
(Schroeder et al., 1995). De posse destes resultados, Ishimoto et
al. (1996), utilizando o mesmo gene «-Al1, na transformagéo do
feijao azuki, obteve plantas resistentes aos bruquideos C. macu-
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ao C. chinensis foram evidentes e o impacto da presenca de «Al1
causou a morte de todas as larvas infestadas.

Dietas baseadas em sementes de leguminosas cruas
apresentam um efeito deletério na digestdo de animais devido a
presenca de antinutrientes. A presenca de grandes quantidades
de «-Al1 causaram a inibicdo de a-amilase duodenal humana
(Layer et al, 1985). Em 1995, Puztai et al. colaboradores
mostraram uma diminuigdo na digestdo de amido, proteinas e
lipideos dos ratos. Estudos posteriores utilizando, ervilhas
trangénicas expressando «-Al1 (Schroeder et al, 1995) em
analises de digestdo em ratos mostraram que a reducdo na
digest&do e na absorcao dos nutrientes causada por estas ervilhas
nao foi significativa (Puztai et a/, 1999). Apesar da polémica as
leguminosas transgénicas s&do seguras para a alimentacao desde
gue as sementes sejam cozidas ou processadas antes do
consumo por seres humanos. Uma vez desnaturados, estes
inibidores n&o funcionam como anti-nutrientes, mas sim como
fonte de aminoacidos da mesma forma que as proteinas de
armazenamento (Chrispeels et al., 1998). Entretanto, é necessario
identificar a-Als com alta especificidade para a-amilases de
Insetos e ao mesmo tempo inespecificos para as a-amilases de
mamiferos. Tais genes seriam potencialmente promissores para a
construgado de plantas transgénicas seguras e efetivas.

Em 1987, Hilder et al. obtiveram a primeira planta
transgénica expressando um gene que codifica para o inibidor de
proteinase. Eles obtiveram plantas de tabaco contendo o gene
que codifica para o inibidor de proteinase serinica de feijdo-de-
corda, Vigna unguiculata (Gatehouse & Gatehouse, 1998). Estas
plantas, que sao susceptiveis ao inseto Heliothis virescens,
adquiriram altos niveis de resisténcia ao mesmo. Em estudos
subsequentes, mostrou-se que estas plantas também eram
resistentes aos insetos Lacanobia oleracea e Otiorhynchus
Sulcatus (Gatehouse & Gatehouse, 1998). Desde estdo, muitas
outras plantas de interesse comercial foram transformadas com
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genes de inibidores de proteinases e passaram a apresentar
resisténcia a pragas (Gatehouse & Gatehouse, 1998). Algumas
delas estdo apresentadas na Tabela 5.

O uso de genes que codificam inibidores de enzimas
digestivas em transformac&o de plantas, com o intuito de controlar
o ataque de insetos, € uma estratégia bastante promissora. Estes
inibidores, entretanto, devem ser selecionados, levando-se
sempre em consideragdo a fisiologia e a bioquimica de sua
digestdo pelo inseto. E também importante, fazer uso de
combinagbes destes inibidores, com outras proteinas que
induzem estresse ou inibem o crescimento dos insetos a serem
controlados.
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RESIDUOS DOS SiTIOS A{TIVOS

Asp'* Ser™ His®’
Asp™, Ser®’ His®™
Cys® ou Asp™® His™
ASp33, Asp213

Zn, GIu*® Try?®
Zn, Glu'™® Hys™'
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REPRESENTATIVAS
Quimiotripsina

Tripsina
Kalicreina pancreatica

Subtilisina

Papaina
Proteinases acidas

PROTEINASES
Catepsinas B e H
Penicilopepsina
Rhizopus chineses e
Endothia parasitica
Renina
Carboxipeptidase
bovina A

Elastase
Actidina
Termolisina

7

FAMILIAS

Tabela 2. Familias de Enzimas Proteoliticas.

Proteinase Serinica |
Proteinase Serinica Il
Proteinase Cisteinica
Proteinases Asparticas
Metalo-proteinases |
Metalo-proteinases ||

Tabela 3. Inibidores de proteinases de plantas.

CLASSES FAMILIAS
Inibidores de proteinases Inibidor de tripsina de soja ( Kunitz)
serinicas

Inibidor de Bowman-Birk

Inibidor de tripsina de cevada
Inibidor de batata |

Inibidor de batata |

Inibidor de abdbora

Inibidor bifuncional de milho/Ragi I-

. Inibidores de Inibidor de carboxipeptidase A, B.
metalo-proteinases
Inibidores de proteinases Inibidor de proteinase cisteinica
cisteinicas (fitocistatinas)
Inibidores de proteinases Inibidor de proteinase aspartica
asparticas.
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de inibidores de o-

ao

P

Shade et al. (1994)
Schroeder et al. (1995)
Ishimoto et al. (1996)
Gatehouse et al. (1998)

AUTORES

tada pela express

INSETO-ALVO
C. maculatus

C. chinensis

B. pisorum

C. chinensis

C. maculatus

C. analis

A. ipsilon
Spodoptera ssp.

Phaseolus
vulgaris
Phaseolus
vulgaris
Phaseolus
vulgaris
Triticum
aestivum

GENE FONTE

o-Al
a-Al
a-Al
a-Al

amilase.

PLANTAS
Pisum
sativum
Pisum
sativum
angustifolia

Vigna
Tabaco

Tabela 4. Plantas que tiveram sua resisténcia aumen

Tabela 5. Plantas transgénicas expressando genes par
inibidores de proteinases.

32

PLANTA GENES INSETO
Tabaco CpTI Heliothis virescens
Pot PI I Lepdoptera
CpTl Heliothis virescens
NaPI Helicoverpa punctigera
Batata CpTl Lacanobia oleracea
Tomate Pot Pl |, Pot PI I Helicoverpa armigera
Teleogryllus commodus
Arroz Pot Pl I, CpTI Sesamia inferens
Chilo suppressalis
Morango CpTl Otiorhynchus sulcatus
Alface Pot PI I T. commodus
Canola OC-l Coleoptera
Cli Lepdoptera, Diptera
. Maca CpTl Cydia pomenella
Alamo OC-l Chrysomela tremulae
Cll Lepdoptera

Cll = inibidor de proteinase serinica de soja;
CpTI = inibidor de tripsina de feijdo-de-corda;
NaP! = inibidor de proteinase de Nicotiana alata;
OC | = inibidor de cisteina de arroz;

Pot Pl | = inibidor de proteinase | de batata;
Pot PI Il = inibidor de proteinase Il de batata.
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