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RESUMO

Inibidores de proteases sédo proteinas ou peptideos capazes de inibirem a
atividade de enzimas proteoliticas, caracterizados por seu mecanismo de acao e
especificidade. A literatura registra a habilidade de tais proteinas inibirem o
crescimento de fungos e a digestdo de insetos, sugerindo importante acéo
antimicrobiana e inseticida. O objetivo do trabalho foi isolar, caracterizar e analisar o
potencial antimicrobiana e inseticida de inibidores de sementes de C. fairchildiana,
sobre as leveduras C. albicans que podem causar candidiase e enzimas digestivas
de larvas de A. aegypti causador da dengue, chinkungunya e febre amarela.
Proteinas de cotilédones das sementes foram extraidas, quantificadas e visualizadas
por SDS-PAGE. A primeira etapa de purificacdo foi através de cromatografia de
exclusdao molecular em Sephadex G-100. As fracbes coletadas foram P1, P2 e P3.
P1 e P3 inibiram o crescimento de C. albicans e P3 inibiu a atividade de papaina,
uma protease da classe cisteinica. P2 apresentou atividade inibitéria contra tripsina,
uma protease da classe serinica. Esta foi submetida a uma cromatografia de fase
reversa em sistema HPLC, numa coluna C8-C18, da qual foram obtidas 14 fracdes;
destas, trés (F10, F11 e F12) apresentaram atividade inibitéria contra tripsina e trés
(F2, F3 e F13), contra papaina. As fracées F2, F3, F10, F11 e F12 nao inibiram o
crescimento de C. albicans. As fragdes F10, F11 e F12 n&o inibiram a atividade das
enzimas comerciais a-quimiotripsina, a-amilase, elastase e subtilisina. A fragcdo F11
foi analisada por espectrometria de massas e foram obtidos os fragmentos
peptidicos (SIPPQCHCADIR e SCHSACK), cujas sequéncias mostraram-se
similares a de inibidores de tripsina. Por ensaios in vitro, F11, o inibidor de tripsina
de C. fairchildiana, inibiu 87,93 % a atividade de enzimas digestivas de larvas no 4°
instar de desenvolvimento de A. aegypti. Por zimografia, foi possivel visualizar as
atividades das enzimas digestivas das larvas de A. aegypti; quando o CIfTI foi
incubado com o extrato enzimatico do intestino de tais larvas, foi possivel visualizar
a inibicdo da maior parte das bandas de atividades enzimaticas presentes nos
extratos . O inibidor PMSF inibiu todas as bandas de atividade das enzimas
digestivas, porém os inibidores EDTA, E-64 e pepstatina-A nao inibiram tais
atividades, nas concentragdes testadas.

Palavras-chaves: Inibidores de proteases; Clitoria fairchildiana; Aedes aegypti,
Atividade inseticida; Atividade antifingica; Candida albicans.
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ABSTRACT

Protease inhibitors are proteins capable of inhibiting the activity of proteolytic
enzymes, characterized by their mechanism of action and specificity. The literature
reports the ability of such proteins to inhibit fungi growth and insect digestion,
suggesting important antimicrobial and insecticide action. The aim of this work was to
isolate, characterize and analyze the antimicrobial and insecticide potential of
protease inhibitors from C. fairchildiana seeds, on C. albicans yeasts which can
cause candidiasis and digestive enzymes of A. aegypti larva cause dengue, yellow
fever and chinkungunya. Cotyledonary proteins were extracted, quantified and
visualized by SDS-PAGE. The first purification stage was a molecular exclusion
chromatography on Sephadex G-100. The collected fractions were referred as P1,
P2 and P3. Fractions P1 and P3 inhibited C.albicans growth, the P3 fraction also
inhibited the activity of papain, a protease from the cysteine class. The P2 fraction
presented inhibitory activity against trypsin, a protease from the serine class. This P2
fraction was then submitted to an HPLC-reverse phase chromatography, through a
C8-C18 column, and separated in 14 fractions; three of them (F10, F11 and F12)
presented trypsin inhibitory activity and three others (F2, F3 and F13), papain
inhibitory activity. Fractions F2, F3, F10, F11 and F12 did not inhibit the growth of C.
albicans. Fractions F10, F11 and F12 did not inhibit the activity of the commercial
enzymes a- chymotrypsin, a- amylase, elastase and subtilisin. Fraction F11 was
analyzed by mass spectrometry and two peptide fragments (SIPPQCHCADIR and
SCHSACK) were obtained, whose sequences showed similarities with trypsin
inhibitors. By in vitro assays, F11, which was then referred as C. fairchildiana trypsin
inhibitor (CIfTI), inhibited 87.93 % of the digestive enzyme activities from 4¢ instar A.
aegyptilarva. By zymography, it was possible to visualize the larval digestive enzyme
activity bands; when CIfTI was incubated with the larval midgut enzymatic extract, it
was possible to visualize the inhibition of most of the protein bands present in the
extract. The PMSF inhibitor inhibited all of the digestive activity bands, while the
inhibitors EDTA, E-64 and pepstatin-A did not inhibit such activities, at the tested

concentrations.

Word-key: Protease inhibitors; Clitoria fairchildiana; Aedes aegypti,

Insecticide activity; Antifungal activity; Candida albicans.
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1- Introducao

As sementes sdo muito importantes na vida das plantas superiores € 0
sucesso no estabelecimento de uma nova planta é fortemente determinado por
caracteristicas fisiol6gicas das sementes. Estes 6rgdos demonstram uma razoavel
capacidade de defesa contra eventuais agressdes e situacbes de adversidade
presentes no meio, € armazenam as reservas necessarias ao desenvolvimento da
planta jovem (Bewley & Black, 1994).

A planta, durante todo o seu ciclo de vida, esta exposta ao ataque de insetos,
microorganismos e outros agentes que afetam sua integridade. Contudo, as plantas
também desenvolveram mecanismos para lutar contra esses organismos
patogénicos. Isso, a despeito de sua inabilidade para locomocao, possibilitou a
sobrevivéncia das atuais espécies. Nesse sentido, os vegetais conseguem contornar
situacées adversas, como ataques de pragas ou patdgenos e fatores abiodticos
desfavoraveis (Agrios, 1997). Para tais confrontos, existe um importante meio de
regulacao envolvendo a modulacédo de atividades enzimaticas através da interacao
com inibidores de proteases e as sementes de leguminosas, em particular, séo
importantes fontes de tais categorias de proteinas.

A procura por novas fontes bioldgicas de inibidores de proteases é de grande
importancia na area médica e biotecnolégica, e tem, portanto, recebido cada vez
mais atengao (Cyran, 2002; Imada, 2005). Também estdo entre os principais
candidatos a processos de transformacdo de plantas, com atividade inibitéria
comprovada contra pragas e pestes, sendo também conhecidos por melhorar a
qualidade nutricional dos alimentos (Bijina et al., 2011).

Neste trabalho, tivemos como alvo, para isolamento de proteinas, a espécie
Clitoria fairchildiana R. A. Howard que pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, originaria do Brasil. A escolha se baseou, em especial, na
observacdo naturalda ndo predacdo de sementes de arvores da espécie
encontradas na regido de estudo e por uma quase total auséncia de informagdes, na
literatura, sobre espécies predadoras ou patogénicas que ataquem tal arvore.
Excetuem-se os trabalhos relatados na literatura de insetos-peste do tipo
lepidépteros desfolhadores, Urbanus acawoios (Williams, 1926), (Silva, 1995;
Machado, 2000; Trevisan et al., 2004), Hyperchiria incisa incisa (Zanuncio et al.,
2013) e o trabalho de Gondim-Junior et al. (2005), que relata a ocorréncia do

psilideo Euphalerus clitoriae em arvores de C. fairchildiana da zona urbana de



Recife. Estes ultimos autores descrevem que tal inseto coloniza a superficie adaxial
de folhas jovens causando danos severos as mesmas. Assume-se, como hipotese
deste trabalho, que o conjunto de proteinas defensivas da espécie C. fairchildiana é
de eficacia elevada e, portanto, como peca deste arsenal, os inibidores de proteases
também o seriam. Ressalte-se, no entanto, que nenhum dos relatos acima descritos
tém como alvo da predacéo dos insetos, as sementes desta espécie.

O fato de C. fairchildiana ser uma espécie vegetal ndo domesticada reforca a
estratégia de selecao de inibidores de proteases a partir de plantas nao hospedeiras
de insetos que se pretendem controlar, conforme proposto por Broadway (2000).
Tais inibidores sao fortes candidatos a ter acao bioinseticida, e podem ser expressos
em plantas comercialmente importantes, como a soja, o feijdo-comum e o feijao de
corda, produzindo espécies vegetais transgénicas resistentes a seus predadores
especificos.

Durante os Ultimos anos nosso grupo vem isolando e caracterizando
diferentes proteinas pertencentes a diversas espécies de plantas como Vigna
unguiculata, Vigna vexillata, C. fairchildiana e Adenanthera pavonina, as quais
estariam diretamente envolvidas nos mecanismos de defesa de plantas.

Cistatinas de atividade inibitéria contra crescimento de insetos fitopatogénicos
e fungos tém sido alvo de investigacdes do grupo. Uma cistatina de 87 kDa, isolada
de plantas transgénicas de tomate super-expressando pro-sistemina, apresentou
atividade antifungica contra Trichoderma viride e Fusarium solani (Siqueira-Junior et
al., 2002). Da mesma forma, foi isolada uma cistatina com elevada atividade
antifungica de sementes de V. vexillata, uma espécie ndo domesticada do género
Vigna (Cunha et al., 2007). Tal cistatina tem como aspecto interessante adicional, o
fato de ter sido detectada em fluido apoplastico de sementes e imunolocalizada em
espacos celulares ectopicos.

Devido a importancia dos inibidores de proteases em plantas, o presente
trabalho descreve a purificacdo de um inibidor de tripsina de sementes de C.
fairchildiana (CIfTl) e a caracterizagdo da atividade inibitéria sobre a atividade de
enzimas digestivas de larvas do mosquito Aedes aegypti, causador da dengue,
chinkungunya e febre amarela, doengas arbovirais comuns em regides tropicais e
subtropicais, e a avaliacdo da atividade biolégica do CIfTI contra a levedura Candida
albicans, que podem causar candidiase em humanos e mastite, em vacas em

lactagdo, influenciando negativamente o desenvolvimento da producéo de leite.



1.1- Proteases e seus inibidores protéicos

Proteases sdo enzimas proteoliticas que catalisam a hidrélise de ligacoes
peptidicas de outras proteinas. As proteases sao classificadas como endo e
exopeptidases, segundo Storey & Wagner (1986). Endopeptidases, também
chamadas de proteinases, sdo enzimas que clivam ligacoes peptidicas internas, na
porcdo N-terminal. J& as exopeptidases se dividem em aminopeptidases, que
retiram aminodcidos da extremidade N-terminal e carboxipeptidases, que removem
aminodcidos a partir da extremidade C-terminal. Todas as proteases polarizam o
grupo carbonil da ligacao peptidica do substrato alvo pela estabilizacao do oxigénio
em um buraco oxianiénico, o que faz com que o atomo de carbono se torne mais
vulneravel para o ataque de um nucledfilo ativado. O nucledfilo é determinante para
o0 mecanismo utilizado na catélise enzimatica, que pode ocorrer de quatro formas, de
maneira a agrupar as proteases em quatros principais classes cataliticas: proteases
cisteinicas, proteases serinicas, metaloproteases e proteases asparticas (Dunn,
2001).

Nucledéfilo
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oxianiénico
Classe catalitica Nucleéfilo Estabilizador oxianiénico
Proteases cisteinicas Cys-His -NH-(2x)
Proteases serinicas Ser-His -NH-(2x)
Metaloproteases H,0-Me** Me**
Proteases asparticas H,O-Asp H*-Asp

Figura 1: Mecanismo de catalise enzimatica das quatro classes de enzimas
proteoliticas. Retirado e adaptado de Van Der Hoorn (2008).

As proteases estdo amplamente distribuidas em quase todas as plantas,
animais e micro-organismos (Habib & Fazili, 2007). Sdo enzimas indispensaveis
para a manutencdo e sobrevivéncia dos organismos, desempenhando um papel
fundamental em muitos processos biologicos. Os eventos proteoliticos catalisados

por estas enzimas podem servir como mediadores na transmissao de sinais do inicio




ao fim de eventos celulares tais como inflamacao, apoptose, vias de coagulacao
sanguinea e sinalizagées hormonais (lvanov et al., 2006).

Apesar de estas enzimas serem indispensaveis para as células e para os
organismos nos quais estdo presentes, podem ser potencialmente prejudiciais se
houver uma super expressao das mesmas ou se forem expressas em momentos
metabolicos inapropriados. Por esta razdo, sua atividade precisa ser estritamente
regulada e controlada (Rawlings et al., 2004). Um importante mecanismo de controle
destas enzimas envolve a interagcdo com proteinas, que podem inibir a sua atividade.
Estes inibidores tornam complexos enzimas/substratos menos ativos ou
completamente inativos ao se ligarem com as enzimas, e sdo denominados
inibidores de proteases (IPs) (Habib & Fazili, 2007).

Inibidores de proteases (IPs) sdao moléculas que se caracterizam
principalmente por seu mecanismo de agédo e sua especificidade. O mecanismo de
acao dos inibidores pode ser dividido em reversivel ou irreversivel, onde, neste
ultimo caso, a ligacao é definitiva no sitio catalitico (Smith & Simons, 2005).

No reino vegetal, € muito comum a ocorréncia de IPs, principalmente nos
orgaos reprodutivos e de reserva, tais como os tubérculos e sementes, mas também
ja foram encontrados em outras partes das plantas (De Leo et al., 2002). Os IPs
podem apresentar diversas funcdes, tais como proteinas de reserva, agentes
reguladores de proteases endbégenas e agentes de protegcdo contra acao de
proteases exdgenas de pragas e pestes (Ryan, 1990; Kato, 2002). Podem ainda ser
sintetizados constitutivamente durante o desenvolvimento normal da planta ou
podem ser induzidos, em tecidos vegetativos, em resposta ao ataque de insetos e
patdgenos (Ryan & Pearce, 1998).

Diversos estudos sobre IPs foram publicados com o objetivo de investigar o
seu papel no mecanismo de defesa de plantas contra insetos, fungos, bactérias e
ataques de pragas (Haq et al.,, 2004; Dunaevsky et al., 2005; Lopes et al., 2009;
Lima et al., 2011; Rufino et al., 2013).

O desenvolvimento de plantas transgénicas que expressam genes adicionais
de IPs tem sido relatado como estratégia de enorme potencial para intervir em um
grande numero de processos em que atuem proteases que se desejem controlar,
sejam elas relacionadas a predadores de plantas, sejam ainda relacionadas a
processos patolégicos em animais (Habid & Khalid, 2007). Neste contexto, o estudo

do mecanismo de inibicdo e caracteristicas estruturais de novos inibidores, com



especificidades diferentes de acdo contra variadas proteases, é fundamental para a
total exploracao dessa valiosa ferramenta biotecnolégica.

1.1.1- Inibidores de proteases serinicas em plantas

Inibidores de proteases serinicas estdo presentes em todo reino vegetal e tém
sido descritos em muitas espécies de plantas, principalmente, entre as familias de
Leguminosae, Solanaceae e Gramineae, representando a classe de inibidores mais
estudada (Haq et al., 2004).

Os ininidores sao classificados em sete familias distintas (tabela 1). A
classificacao é realizada com base na sequéncia de aminoacidos, na localizagdo do
sitio ativo, na topologia das pontes dissulfeto, no mecanismo de acao, na estrutura
tridimensional e na estabilidade ao calor e a agentes de desnaturagéo (De Leo et al.,
2002). As informacdes sobre os inibidores e suas proteases podem ser encontradas
no banco de dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/).

As duas familias de inibidores de proteases serinicas melhor caracterizadas
em plantas sdo os inibidores do tipo Kunitz e inibidores do tipo Bowman-Birk
(Ascenzi et al., 2003).



Tabela 1: Classificacdo, distribuicdo e proteases-alvo de inibidores de proteases

serinicas de plantas (adaptada de Habib & Fazili, 2007).

Familia . o
Exemplo Enzima alvo Fonte Referéncia
(MEROPS)
Lo . Laskowski e
Inibidor de QuiTr;'i"c’)ﬂ?as’ina Glycine max Kato (1980)
tripsina/inibidor de P
Kunitz (13 subtilisina U Vallee et
A) Subtilisina; a-amilase Hordeum vulgare al.(1998)
Inibidor de Psophocarous
quimiotripsina C P P Habu et al.
a-Quimiotripsina tetragonolobus
(1992)
Terada et al.
Inibidor de subtilisina . Canavalia lineata (1994)
Proteases serinicas
microbianas do tipo
Kunitz (I3 subtilisina Sagittaria Laskowski e
Inibidor de proteinase . Lo sagittifolia Kato (1980)
B) A Tripsina, quimiotripsina
. . Acacia confusa Lin et al.
Inibidor de Ca;h(ipg&?;igt’rrgfnina Solanum (1991)
cathepsina D P tuberosum Strukelj et al.
(1992)
- . . e Shewry et al.
In|b|dc;r t<:Ie ;-naamnase a-amilase; tripsina Triticum aestivum (1984)
Cereal (1 6) P
- . . e Hordeum vulgare | Lazaro et al.
Inibidor de a-amilase a-amilase; tripsina
o d (1988)
e tripsina
Inibidor de tripsina Triosina Hernandez
macrociclico de P Momordica et al.(2000)
Abobora(l abdbora cochinchinensis
7)
Inibidor de tripsina . Cucumis sativus | Wieczorek et
CSTHIV Tripsina al. (1985)
!n|p|d9r C.Je Quimiotripsina; Poerio et al.
. quimiotripsina | o Solanum
Batata tipo Tripsina tub (2003)
| ibidor d uberosum
nibidor de L .
(113) quimiotripsina/ Su.btl_hsma,.a Triticum aestivum Rlc?a;cison
subtilisina quimiotripsina (1974)
Batatl? tipo Inibidor de orotease I Tripsina; Solanum Greenblatt et
(1 20) P Quimiotripsina tuberosum al. (1989)
Inibidor de tripsina B-tripsina Sinapis alba Menegatti et
L al. (1992)
Mostarda Tripsina;
e Inibidor de tripsina Quimiotripsina Brassica napus Ceciliani et
P P P al. (1994)
Inibidor de tripsina Tripsina; Mulvenna et
ciclico P quimiotripsina; Helianthus annuus al. (2005)
Bowman- Elastase
Birk (1 12) " .
Inibidor de tripsina/ Tripsina; Arachis hypogaea | Suzuki et al.

quimiotripsina

Quimiotripsina

(1987)




1.1.2- Familia de inibidores Bowman-Birk (IBBs)

A familia dos inibidores do tipo Bowman-Birk (IBBs) foi nomeada assim, pois
Donald Bowman e Yehudith Birk foram os primeiros pesquisadores a identificarem e
caracterizarem esses inibidores em soja (Glycine max) (Bowman, 1946; Birk et al.,
1963) com caracteristicas distintas. O inibidor desta familia melhor estudado é o
SBBI — “Soybean Bowman-Birk Inhibitor” (figura 2), formado por 71 residuos de
aminoacidos e dois sitios ativos, o primeiro para tripsina e o segundo para
quimiotripsina (Habid & Khalid, 2007). Esta familia de inibidores & geralmente
encontrada em sementes de leguminosas (Norioka & Ikenaka, 1983) e de gramineas
(Odani et al. 1986), mas também ja foi relatada em folhas de milho com feridas
induzidas (Eckelkamp, 1993).

Figura 2: Estrutura priméria de inibidor de soja da familia de Bowman-Birk (BBSI). A
estrutura primaria do BBSI| mostra a organizacao das sete pontes dissulfeto. Os dois
sitios ativos localizados nos “loops” e a posicao dos residuos P1 dos sitios ativos
para tripsina (Lisina 16-Serina 17) e quimiotripsina (Leucina 44-Serina 45) estao
indicados (Odani & lkenaka, 1973 a, b).

Em plantas, essa familia de inibidores possui respresentantes tanto em
monocotiledéneas quanto em dicotiledéneas. Em dicotiledéneas, o primeiro sitio
ativo é, geralmente, especifico para tripsina, € o segundo inibe tripsina,
quimiotripsina ou elastase (Qi et al., 2005). A configuragdo do sitio ativo desses

inibidores é estabilizada pela presenca de sete pontes dissulfeto conservadas que



minimizam a entropia conformacional e aumentam sua estabilidade (Chen et al.,
1992; Lin et al., 1993).

Em dicotiledéneas, os IBBs apresentam massa molecular que varia de 8 a 10
kDa, possuem dupla cabeca, com dois dominios homélogos e os sitios ativos
separados para cada protease. Esses inibidores interagem de forma independente,
de forma simultdnea com duas proteases, que podem ser iguais ou diferentes (Raj et
al., 2002).

Os inibidores de Bowman-Birk em monocotiledéneas sdao de dois tipos. O
primeiro grupo € constituido por uma Unica cadeia polipeptidica com massa
molecular de cerca de 8 kDa, com apenas um sitio ativo, enquanto que o segundo
grupo apresenta massa molecular em torno de 16 kDa, com dois sitios ativos,
também ditos dupla cabeca (Tashiro et al., 1987, 1990; Prakash et al., 1996; Habid &
Khalid, 2007). Tem sido sugerido que os inibidores maiores surgiram a partir dos
inibidores menores por fusdao e duplicacdo génica (Odani et al., 1986). Acredita-se
que os IBBs de dicotiledbneas podem ter evoluido a partir de um ancestral de IBB de
uma cabeca, por duplicacao, fusao e mutacao de genes. Também tem sido sugerido
que, durante a evolugédo, um dos sitios reativos dos IBBs de dupla cabeca de 8 kDa
se tornou nao funcional resultando nos IBB de unica cabeca de 8kDa das
monocotiledéneas (Song et al., 1999).

No caso de IBBs com dupla cabecga, foi verificado que a afinidade de ligacao a
protease € alterada quando um dos sitios ja estd ocupado, como relatado no
trabalho de Tur-Sinal et al. (1972), onde um inibidor de amendoim (Arachis
hypogoea) ndo apresentou nenhuma atividade contra quimiotripsina quando estava

pré-ocupado com tripsina e vice-versa.

1.1.3- Familia de inibidores do tipo Kunitz

A classificacdo dos inibidores do tipo Kunitz é baseada em homologias de
seqiéncia. Essa familia de inibidores é muito difundida em plantas e tem sido
descrita em legumes, cereais e em espécies de solanaceas, sendo também
expressos sob condicbes de estresse (Laskowski & Kato, 1980; Ishikawa et al.,
1994). Apresentam massa molecular de 18 a 24 kDa, geralmente com quatro
residuos de cisteina que formam duas pontes dissulfeto, proporcionando
estabilidade a estrutura protéica e possuem um unico sitio ativo com um residuo de
arginina, localizado em um dos “loops” da proteina (Richardson, 1991). Inibidores
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com um sitio ativo sdo chamados de inibidores com uma cabeca; alguns outros
inibidores dessa familia foram caracterizados como inibidores dupla-cabeca, com
dois sitios ativos (Richardson, 1991).

Os membros desta familia sdo mais ativos contra tripsina, mas também sao
capazes de inibir a quimiotripsina e subtilisina (McManus & Laing, 2002; Park et al.,
2005). Qutras proteases também foram inibidas, incluindo proteases asparticas do
tipo catepsinas D e a protease cisteinica, papaina (Habib & Fazili, 2007).

Em 2010 esta familia foi subdividida em trés grupos, de acordo com conteldo
de cisteinas, quando ndo apresentam nenhum ou um residuo de cisteina; com dois
ou trés residuos; quatro ou mais residuos de cisteina (Oliva et al., 2010; Macedo et
al., 2015). Em relagdo ao numero de pontes dissulfeto nesta familia, possivelmente
um ancestral com duas ou mais pontes dissulfeto conduziram a derivagao de grupos
com e sem pontes dissulfeto (Habib & Fazili, 2007).

Esses inibidores tém sido estudados quanto ao seu mecanismo de acao
contra proteases serinicas (lwanaga et al, 2005) e participacdo em diversas
atividades biol6gicas, como atividade antibiética (Lima et al,, 2011) e antifungica
(Wang & Ng, 2006). Também formam um importante grupo de proteinas de defesa
em plantas, devido a sua habilidade de inibir a atividade de proteases serinicas
digestivas de insetos (Bhattacharyya et al, 2007), suprimindo o crescimento e
desenvolvimento larval (Macedo et al., 2004).

1.2- Atividade inseticida de inibidores de proteases

Inibidores de proteases tém recebido muita atencdo por sua capacidade em
inibir proteinases digestivas de insetos (Macedo et al., 2003; Gomes et al., 2005),
dificultando o crescimento e desenvolvimento quando os insetos sdo alimentados
com esses inibidores (Macedo et al., 2004). Os efeitos deletérios desses inibidores
contra insetos pragas tém sido descritos tanto a partir de ensaios in vitro como de
ensaios in vivo (Bhattacharyya et al., 2007).

Na literatura existem varios relatos de inibidores de tripsina do tipo Kunitz
capazes de inibir a atividade proteolitica de lepidopteros, como Anagasta kuehniella
(Macedo et al., 2003) e Spodoptera litura (Bhattacharyya et al., 2007); Cole6pteros,
Callosobruchus maculatus (Macedo et al., 2004; Oliveira et al., 2007) e Zabrotes
subfasciatus (Gomes et al., 2005); Dipteras, tais como Ceratitis capitata (Gomes et
al., 2005; Oliveira et al., 2009).
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O inibidor de tripsina BTI-CMe de cevada, codificado pelo gene lir1, esta
envolvido na via de defesa dessa planta. Este gene é especificamente expresso em
endosperma de cevada e a proteina BTI-CMe mostrou ser ativa in vitro contra
proteases do tipo tripsina da lagarta Spodoptera frugiperda (Alfonso et al., 1997).
Arroz, trigo e tabaco transgénicos que expressam esta proteina foram testados
contra varios herbivoros-praga e mostraram um impacto negativo sobre o seu
desenvolvimento (Lara et al., 2000; Alfonso et al., 2003).

Durante o desenvolvimento de sementes de grao-de-bico (Cicer arietinum),
varios isoinibidores de tripsina do tipo Kunitz foram diferencialmente expressos e o
nivel destes inibidores aumentou progressivamente durante todo o desenvolvimento
da semente. Tais inibidores apresentaram atividade inibitéria contra tripsina,
quimiotripsina e proteases intestinais de Helicoverpa armigera (principal praga da
soja, podendo atacar milho e tabaco) e proteases bacterianas. O pico de expressao
deste inibidor ocorreu durante o ataque da praga H. armigera. Quando as larvas de
H. armigera foram criadas em uma dieta contendo inibidores de proteases, ocorreu o
retardo do crescimento e a reducao total da atividade de proteases tripsinas-simile
(Harsulkar et al., 1999).

Uma proteina obtida de sementes de Albizia kalkora de 19,7 kDa apresentou
atividade inibitéria sobre tripsina (Zhou et al, 2008), foi identificada como
pertencente a familia de inibidores do tipo Kunitz, sendo estavel em pHs de2a 12 e
acima de 80° C e sob condi¢cbes redutoras. Apresentou uma potente inibicdo das
proteases do tipo tripsina de H. armigera, Spodoptera exigua e Pieris rapa. Outro
inibidor de tripsina semelhante € o de Cassia obtusifolia de 19,8 kDa (Wei et al.
2007). Ambos os inibidores apresentam um elevado grau de similaridade com
diferentes membros da familia de inibidores do tipo Kunitz (Wei et al., 2007).

Um inibidor (PdKI-2) de sementes Pithecelobium dumosum de 18,1 kDa com
uma unica cadeia polipeptidica, mostrou atividade de inibicdo contra tripsina, sendo
estavel a intervalo de pH de 2-10 a 50 °C. Também mostrou atividade contra
papaina, sendo eficaz contra proteases digestivas dos coledpteros Z. subfasciatus e
C. maculatus; do diptera Ceratitis capitata; dos lepidépteros Plodia interpunctella e
Alabama argillacea, com 74,5, 70,0, 70,3, 48,7, e 13,6% de inibicéo,
respectivamente. O PdKI-2 € um membro da familia de inibidores do tipo Kunitz e os
seus efeitos sobre as enzimas digestivas de larvas de diversas ordens indicam a sua

potencial utilizagcdo como um agente bioinseticida (Oliveira et al., 2007).
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O inibidor de tripsina do tipo Kunitz de sementes de Crotalaria pallida (CpaTl)
possui massa de 32,5 kDa composto por duas subunidades com 27,7 e 5,6 kDa
ligadas por pontes de dissulfeto e estavel a 50 °C, apresentou estabilidade em pH
entre 2 e 12 a 372 C, mas perdeu 40% de sua atividade a 100 °C. Também se
mostrou ativo contra as enzimas comerciais quimiotripsina, elastase e papaina, bem
como contra enzimas digestivas de Spodoptera frugiperda, Alabama argillacea,
Plodia interpunctella, Anthonomus grandis e Z. subfasciatus em diferentes graus
(Gomes et al., 2005). Em bioensaios realizados com C. maculatus e Ceratitis
capitata, ambos foram susceptiveis ao CpaTl, especialmente o primeiro inseto, cujas
larvas foram afetadas em baixas concentracdes (Gomes et al., 2005).

O inibidor de tripsina PPTI de 16 KDa de sementes de Poecilanthe parviflora
(Papilionaceae, Leguminosae), uma arvore nativa do Brasil, apresentou uma Unica
cadeia polipeptidica e foi estavel em uma ampla gama de temperaturas, pHs e na
presenca de DTT. O PPTI inibiu a atividade de enzimas tripsinas-simile de intestino
médio de larvas de Diatreae saccharalis, Anagasta kuehniella, Spodoptera
frugiperda, e Corcyra cephalonica (Garcia et al., 2004).

Babu & Subrahmanyam (2010) isolaram inibidores de proteases do tipo
Bowman-Birk de sementes de Acacia senegal (AsPls) com atividade contra
proteases serinicas e avaliaram o potencial biolégico contra H. armigera. O AsPI
(5pg/ml) inibiu aproximadamente 70 % da atividade de tripsinas do intestino médio e
61 % de enzimas do tipo quimiotripsina, quando as larvas foram alimentadas com o
AsPI, o inibidor retardou o desenvolvimento e o crescimento de H. armigera e
também afetou a fecundidade da praga.

Um inibidor de tripsina obtido de sementes de Peltophorum dubium (PDTI),
com massa de 20 kDa apresentou similaridade com sequéncia de outros inibidores
de tripsina do tipo Kunitz. Quando insetos Anagasta kuehniella foram alimentados
com uma dieta artificial na presenca do PDTI o inibidor atrasou o desenvolvimento
desse lepidoptero. A concentracdo de inibidor na dieta necessaria para causar uma
reducao de 50% no peso de larvas de quarto instar foi aproximadamente de 1%. A
acao do inibidor de P. dubium contra A. kuehniella pode envolver inibicdo da
atividade de tripsinas-simile presentes no intestino médio de larvas, a resisténcia do
inibidor a digestdo por enzimas intestinais ou a associacdo do inibidor com
estruturas quitinosas na membrana peritrofica do inseto (Macedo et al., 2003).
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Muitos insetos desenvolveram mecanismos multiplos de adaptacdo para
superar os efeitos dos inibidores de proteases (Gatehouse, 2011). Devido o
processo de co-evolucao entre insetos e plantas, um caminho possivel para obter
resultados satisfatorios usando inibidores de proteases no controle de pragas é
avaliar o potencial desses inibidores purificados a partir de pragas nao relacionadas
a plantas hospedeiras naturais, o que tornaria a adaptacado dos insetos-praga, a
nova dieta, mais dificil (Jongsma e Bolter, 1997). Outra possibilidade é a expressao
de inibidores de proteases fusionados a outras toxinas em plantas transgénicas
(Jamal et al., 2013).

1.3- Atividade antifungica de inibidores de proteases

O interesse por proteinas, principalmente isoladas de plantas, com a
capacidade de inibir a atividade de proteases e que concomitantemente possuam
atividade antimicrobiana, tem despertado a atencdo de muitos pesquisadores e
varios trabalhos vém relatando tais acdes. Os inibidores de proteases estao
envolvidos na defesa das plantas, devido a implicacao de proteases extracelulares
de micro-organismos em patogénese e o0 papel digestivo de proteases em
herbivoros. Esta funcéo protetora € suportada por evidéncias de sua habilidade de
inibir in vitro ambas proteases digestivas de herbivoros e proteases envolvidas no
crescimento de patdgenos de plantas (Haq et al., 2004; Valueva & Mosolov, 2004).

Ye et al. (2001) purificaram um peptideo com massa molecular de 7,5 kDa de
uma leguminosa, com homologia de sequéncia com inibidores de proteases
serinicas e também possuia atividade antimicrobiana. Essa acao foi observada ao
inibirem o crescimento dos fungos Mycosphaerella arachidicola, Fusarium
oxysporum e Botrytis cinerea, na concentracao de 60 uM.

Uma proteina denominada Psc-AFP, com massa molecular de 18 kDa, foi
isolada de Psoralea corylifolia L. e através de seqlienciamento parcial da regido N-
terminal, foi verificado que esta tinha homologia com inibidores de tripsina de
plantas. A partir deste dado, foi testada a capacidade de Psc-AFP de inibir tripsina e
foi verificada que sua atividade foi dose-dependente, sendo que na presenca de 100
ug.mL" ainda se detectava atividade da tripsina e na presenca de 900 pg.mL™
nenhuma atividade foi mais notada. A atividade antimicrobiana desta proteina
também foi testada contra os fungos Alternaria niger, Aspergillus brassicae,

Fusarium oxysporum e Rhizoctonia cerealis e demonstrou-se que, na presenca de
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10 uM de Psc-AFP, todos os fungos testados tiveram seu crescimento inibido,
principalmente A. niger, A. brassicae e R. cerealis, os quais sofreram uma inibi¢cao
mais evidente (Yang et al., 2006).

Estudos relacionados ao papel antimicrobiano de inibidores de proteases
serinicas também foram relatados por Lopes et al. (2009). Isoformas de inibidores de
proteases serinicas do tipo Kunitz, com massa molecular de 20 kDa cada, foram
isolados de sementes de Acacia plumosa Lowe e denominados ApTIA, ApTIB e
ApTIC. Com esses inibidores, foram feitos ensaios de caracterizacdo de suas
propriedades estruturais e também testes de atividade biol6gica, na presenca de
diferentes fungos fitopatogénicos. Foi observado que as isoformas possuiam duas
cadeias polipeptidicas ligadas por pontes dissulfeto e apresentavam diferentes
pontos isoelétricos com natureza acida, sendo inibidores muito estaveis, tanto em
valores extremos de pH quanto em altas temperaturas, com ponto de desnaturacéo
préximo a 75 °C. Em relacdo a capacidade de inibicdo, notou-se que todas as
isoformas foram capazes de inibir o crescimento dos fungos Aspergillus niger,
Thielaviopsis paradoxa e Colletotrichum sp.

Um inibidor de tripsina do tipo Kunitz de 20,5 kDa com atividade antifungica,
foi detectado em raizes de Ginseng (Pseudostellaria heterophylla) (Wang & Ng,
2006).

Em 2011, Carrilo et al. analisaram a capacidade antifungica in vitro do inibidor
de cevada BTI-CMe contra trés fungos fitopatogénicos, Magnaporthe grisea,
Plectosphaerella cucumerina e F. oxysporum, e duas bactérias patogénicas de
plantas, Dickeya dadantii e Pseudomonas syringae. O inibidor BTI-CMe foi capaz de
inibir o crescimento dos trés fungos testados, com valores de concentracoes efetivas
para inibicdo de 50% do crescimento (EC50) de 1,23 pM para Magnaporthe grisea,
2,5 uM para Plectosphaerella cucumerina e 1,52 uM para F. oxysporum. O inibidor
foi capaz de inibir a germinagéo de esporos e o desenvolvimento micelial dos trés
fungos testados, porém nao houve alteracdo morfolégica, quando as células
fungicas foram observadas por microscopia. Nao houve efeito do inibidor de
protease serinica testado contra as bactérias fitopatogénicas D. dadantii ou P.
syringae, nas concentracdes até 6 uM.

O inibidor de tripsina de Ricinus communis L. (RcTl) na concentracdo de

~46,4 uM (13 pg) foi capaz de inibir a germinacdo de esporos do fungo
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fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides e inibiu em 91% a atividade das
proteases intestinais de larvas de Aedes aegypti (Silva et al., 2015).

Atividade microbicida de fitocistatinas tem sido relatada em diversos
trabalhos. A cistatina de Vigna vexillata foi vista como capaz de inibir em 100% o
crescimento do fungo fitopatogénico Fusarum solani, causando também um drastico
efeito sobre a formagao de hifas, em concentragdao de 200 pug/mL (da Cunha et al.,
2007). Martinez et al. (2005) mostraram que a cistatina recombinante de morango,
FaCIP-1, inibiu o crescimento dos fungos Botritis cinerea, a uma concentracdo de 3
UM, e Fusarium oxysporum, em concentragdes de 6 uM. Ambas as cistatinas de
morango e V. vexillata inibiram o0s processos de germinacdo de esporos e
desenvolvimento micelial dos fungos testados.

Uma cistatina de folhas de tomate, quando testada em uma concentragao de
200 pg /mL (Siqueira-Janior et al., 2002), inibiu cerca de 50% do crescimento dos
fungos Trichoderma viride e Fusarium solani. Abraham et al. (2006) demonstraram
que seis de sete cistatinas de cevada foram capazes de inibir o crescimento dos
fungos Botrytis cinerea e F. oxysporum, sendo as cistatinas HvCPI-2 e HvCPI-6 as
duas mais eficazes quando calculadas as ECsp, as quais foram <1,5 uM para ambos
os fungos. Os experimentos realizados por Yang € Yeh (2005), com cistatinas de
tubérculos de inhame (Colocasia esculenta), mostraram que em concentragdes de
150 pg/mL, o crescimento micelial de Sclerotium rolfsii Sacc. foi inibido.

O mecanismo de atividade antifungica de fitocistatinas, no entanto, nao é
completamente entendido. Martinez et al. (2003) demonstraram, por mutagénese
sitio-dirigida, que a inibigdo de B. cinerea pela cistatina de cevada nao esta
associada com a propriedade inibitéria de proteinases cisteinicas desse inibidor.
Especula-se que alteracbes na permeabilidade de membranas flngicas possa ser a
origem dos problemas causados pelas fitocistatinas nestes organismos. Alteracdes
de permeabilidade de membrana foram também detectadas quando a orizacistatina
OC-I foi expressa no compartimento citossélico de células de folhas de tabaco (Van
de Vyver et al., 2003). No entanto, Yang e Yeh (2005) sugeriram que a inibicdo de
crescimento do fungo fitopatogénico Sclerotium rolfsii causada por uma cistatina de
tubérculos de Colocasia esculenta relacionava-se diretamente a inibicdo de uma
proteinase cisteinica do fungo. Ja em relatos de Joshi et al. (1998), especulou-se
que a cistatina de milheto (Pennisetum glaucum) inibirie proteases cisteinicas do

fungo Trichoderma reesei e de espécies fungicas dos géneros Claviceps,
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Helminthosporium, Curvularia, Alternaria e Fusarium, proteases estas que estariam,
por sua vez, envolvidas com a ativacdo da quitina sintase, comprometendo
indiretamente o crescimento micelial.

Conclui-se, portanto, que trabalhos adicionais sdo necessarios para o
estabelecimento dos mecanismos de acao antifungica de inibidores das diferentes
classes sobre diferentes patdégenos.

1.4- Leveduras — Candidas albicans

As leveduras sao fungos que se diferenciam por se apresentarem
predominantemente sob a forma unicelular; se reproduzem comumente por
brotamento e ndo possuem hifas ascogénicas e ascocarpos. Algumas podem ser
encontradas no solo, agua, esgoto e até no trato digestivo de mamiferos
(Alexopoulos et al., 1996). Sua parede é composta predominantemente por
polissacarideos, mais especificamente mananas, B-1,3 e p-1,6-glucanos e
quantidades menores de quitina, sendo esta encontrada principalmente nas
cicatrizes do broto (Baladrén et al., 2002). Dentre os eucariotos, as leveduras foram
0S primeiros organismos a terem seu mapa genético completamente sequenciado
(Goffeau et al., 1996).

Candida albicans é uma levedura patogénica comum de humanos que
coloniza a pele e mucosas da maioria dos individuos saudaveis, sendo muito
importante por causarem severas infecgbes sistémicas em pacientes
imunocomprometidos, incluindo aqueles que sao submetidos a quimioterapia no
tratamento de cancer, em pessoas diabéticas e em criancas prematuras (Isola et al.,
2009). Além disso, podem também provocar infecgdes localizadas ou disseminadas
como candidiase, meningite, infeccdes no sangue, entre outras (Alexopoulos et al.,
1996).

1.5- Acéao de inibidores de proteases sobre o desenvolvimento de Aedes
aegypti

O mosquito A. aegypti pertence a ordem Diptera e familia Culicidae e é o
principal agente etiolégico da dengue, febre amarela e de febre chikungunya. A
familia Culicidae é subdividida em trés subfamilias: Anophelinae, Culicinae e
Toxorhynchitinae, sendo o género Aedes o principal da subfamilia Culicinae. Esta

subfamilia é a maior entre as trés, abrangendo cerca de 3.000 espécies agrupadas
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em, aproximadamente, 24 géneros diferentes, sendo que a grande maioria tem
como habito alimentar a hematofagia (Gwards & Collins, 1996). Sdo bem adaptados
as areas urbanas, resultando em um problema de saude publica (Mackenzie et al.,
2004).

O ciclo de vida do mosquito A. aegypti (figura 3) é dividido em quatro
estagios diferentes de vida: o ovo, larva, pupa e a fase adulta do mosquito. O ciclo
biolégico varia em média de 8 a 12 dias, sendo a ovoposicao feita préxima a locais
inundaveis. Assim, o mosquito A. aegypti se adaptou a depositar os ovos nas
paredes de recipientes que acumulam agua (Natal, 2002).

O mosquito A. aegypti apresenta metamorfose completa. Quando os ovos
entram em contato com a agua passam para o estagio de larvas, as quais se
alimentam de matéria organica e crescem, passando por quatro estadios de
desenvolvimento. No final do quarto estagio, ha a reorganiza¢dao do corpo formando
um estagio de pupa, que ndo se alimenta e apés a metamorfose completar-se dentro
da cuticula pupal, em aproximadamente 2 dias, o adulto emerge na superficie da
agua. Os adultos apresentam dimorfismo sexual, apresentando diferencas entre
machos e fémeas na morfologia dos palpos maxilares, das antenas e dos

segmentos abdominais terminais (Nasci & Miller, 1996).
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Mosauito Ovo

Pupa Larva

Figura 3: Ciclo biolégico do mosquito A. aegypti com as quatro fases: Mosquito, ovo,

larva e pupa. Adaptado de http://www.ioc.fiocruz.br/dengue/textos/oportunista.html.

As fémeas de A. aegypti transmitem o virus picando um individuo que se
encontra em fase virémica da doenca (fase aguda de infec¢do, em torno de 4 a 5
dias ap0s a picada). Apos este periodo, o virus multiplica-se no epitélio intestinal do
mosquito, atinge a hemocele e dissemina-se por diferentes tecidos. Apds um
periodo de incubacao, em torno de 7 - 14 dias, o virus chega as glandulas salivares
e o inseto torna-se apto a transmitir o virus dengue para um novo hospedeiro
humano, na ocorréncia de repetidas alimentagdes (Mcbride, 2000). No homem, o
periodo de incubacao € de 5 a 7 dias. A fémea do mosquito também pode transmitir
o virus imediatamente de uma pessoa infectada para outro individuo, pela mudanca
do hospedeiro quando o repasto sanguineo é interrompido (OMS, 1995).

O controle do vetor até o momento parece ser a unica forma de controlar a
doenca. Tal controle é feito através da eliminacdo dos criadouros potenciais dos
mosquitos vetores, aplicacao de larvicidas em depdsitos de agua de consumo e uso
de inseticidas para as formas adultas, durante os periodos de transmissdo. Os

inseticidas usualmente usados sdo os organofosforados e piretréides. Os principais
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problemas do uso destes inseticidas sdo o surgimento de populacdes resistentes de
mosquitos a esses produtos e os danos ambientais provocados por seu uso
intensivo (Barreto, 2005).

O controle e eliminacao do mosquito A. aegypti ainda no estagio larval é o ideal,
pois as larvas estdo confinadas em dreas restritas inundadas. Com o uso de
inibidores de proteases, acredita-se que seria possivel interromper o clico
reprodutivo e prevenir o desenvolvimento de fémeas adultas com capacidade de
oviposicao e capazes de transmitir o virus causador das doencas.

Em 2007, o genoma do A. aegypti foi sequenciado e visto como composto por
1376 bilhdes de pares de bases, apresentando um numero alto de genes
codificadores de enzimas tripsinas-simile (Nene et al., 2007).

A tripsina € uma endopeptidase da classe serinica, caracterizada por uma
triade catalitica formada por histidina, aspartato e serina, que cliva a ligacédo
peptidica no lado carboxil dos L-aminoacidos basicos (Craik et al., 1985). Entre as
endopeptidases serinicas, as tripsinas e quimiotripsinas sao as proteases digestivas
mais encontradas no intestino médio de varias espécies de insetos (Terra & Ferreira,
1994), mas as tripsinas podem diferir na especificidade para o substrato entre os
grupos de insetos (Lopes & Terra, 2003). Varias enzimas digestivas de A. aegypti ja
foram identificadas, incluindo tripsinas (Barillas-Mury &Wells, 1993), quimiotripsinas
(Jiang et al., 1997), aminopeptidases (Morlais et al., 2003) e carboxipeptidases (Isoe
et al., 2009). A expressao de tripsina persiste por todos os estagios de
desenvolvimento de A. aegypti (Yang & Davies, 1971Db).

Soares et al. (2011) analisaram o perfil de transcricdo de uma tripsina e
confirmaram sua expressao apenas na fase larval do inseto. Também foi observado
um aumento no nivel de sua expressao ao longo de todo desenvolvimento larval em
cerca de 5000 vezes, no final dos estagios larvais.

Estes resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores, que mostraram
que a atividade de tripsina varia durante as fases do desenvolvimento por causa das
mudancas nos habitos alimentares durante o ciclo de vida do mosquito. No intestino
médio de larvas a tripsina é muito ativa, mas sua atividade cai drasticamente apés a
ecdise (mudanga do exoesqueleto do estagio larval) e permanece em niveis baixos
no estagio de pupa até adulto, até que a fémea adulta se alimente com sangue,
quando a atividade de tripsina é aumentada gradualmente até 24 horas apés o
repasto sanguineo (Yang & Davies, 1971a). A auséncia de tripsina em adultos ndo
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alimentados pode ser explicada pelo fato da mudanca que ocorre na fase de ecdise,
onde mais de 90 % das enzimas digestivas sao excretadas (Yang e Davies, 1971a).

Em contrapartida, o inibidor de tripsina de A. aegypti (AaTl) € expresso tanto
em larvas quanto em mosquitos adultos. E sugerido o possivel papel do AaTl como
um controlador enddégeno de enzimas digestivas em larvas, pois ambos sao
expressos durante o desenvolvimento larval (Soares et al., 2011).

Devido a importancia dos inibidores de proteases em plantas, o presente
trabalho descreve a purificacdo de um inibidor de tripsina de sementes de C.
fairchildiana (CIfTl) e a caracterizagdo da atividade inibitéria sobre a atividade e
enzimas digestivas de larvas do mosquito A. aegypti, causador da dengue,
chinkungunya e febre amarela, doengas arbovirais comuns em regides tropicais e

subtropicais, e avaliar a atividade biolégica do CIfTI contra a levedura C.albicans.



21

2- Objetivos
2.1- Objetivo geral

Identificacdo de inibidores de proteases em sementes de Clitoria fairchildiana
e avaliar o efeito contra enzimas digestivas do inseto Aedes aegypti e células da
levedura Candida albicans.

2.2- Objetivos especificos

1- Isolar e caracterizar inibidores de proteases de cotilédones de sementes de C.
fairchildiana;

2- Analisar a especificidade enzimatica do inibidor de protease serinica isolado
contra proteases serinicas comerciais de origens diversas;

4- Avaliar a atividade biologica de inibidores isolados contra enzimas digestivas de
larvas de Aedes aegypti;

5- Avaliar a atividade de inibidores isolados contra a levedura Candida albicans.
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3- Materiais e Métodos
3.1- Material botanico

Sementes de Clitoria fairchildiana R. A. Howard foram coletadas no Campus
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

C. fairchildiana R.A. Howard pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, originaria do Brasil. E uma &rvore de ocorréncia nativa com
distribuicdo geografica na Regido Norte, tipica das florestas ombréfilas densas dos
estados do Amazonas, Para, Maranhdo e Tocantins. Vem sendo muito utilizada na
regidao Sudeste em arborizagéo rural e urbana, pois proporciona 6tima sombra e tem
6timo potencial paisagistico. E utilizada como adubo verde, pois é capaz de fixar
nitrogénio. A madeira pode ser empregada na construcao civil e possui propriedades

medicinais de atividade anti-inflamatéria. (www.museunacional.ufrj.br/hortobotanico).

E conhecida popularmente pelos nomes sombreiro, palheira, sombra-de-vaca
e faveira. Floresce durante o verdo, prolongando-se até abril e maio em certas
regides. Os frutos amadurecem em maio e junho quando se inicia a queda das
folhas e produz anualmente grande quantidade de sementes viaveis (figura 4). E
uma planta rustica e de rapido crescimento, muito usada em reflorestamentos de

areas degradadas e preservacao permanente (Lorenzi, 2002).

Figura 4: Clitoria faichildiana R.A. Howard; indviduo adulto (A), suas flores (B),
vagens (C) e sementes (D). https://sobasombradasarvores.wordpress.com/pau-
brasil/sombreiro-clitoria-fairchildiana.
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3. 2- Criacao de células de leveduras

A espécie de levedura Candida albicans (cepa CE022) foi crescida e mantida
em cultura conservada no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Microorganismos (LFBM), do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB), da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

3. 3- Criacao e preparo dos testes utilizando o mosquito Aedes aegypti

Os insetos foram obtidos a partir de col6nias de A. aegypti (Rockfeller estirpe)
e mantidas tal como descrito em Gusmao et al. (2010). Os insetos adultos foram
alimentados com uma solucdo de sacarose 10%. As larvas foram mantidas em um
recipiente de vidro cheio de agua, a temperatura ambiente, e alimentadas com ragéao
comercial picada, no insetario do Laboratério de Biotecnologia da UENF. Larvas no
quarto estagio de desenvolvimento (L4) foram utilizadas para extragéo de proteinas.
Para tal, as larvas foram colocadas em gelo durante alguns minutos, para a
imobilizacdo e, em seguida, os seus intestinos foram dissecados em tampéo fosfato
de so6dio 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 7,2 (PBS), de acordo com Moll et al. (2001). Os
intestinos médios dissecados foram mantidos em gelo até serem submetidos a

posteriores procedimentos de extracao de proteinas.

4- Métodos
4.1- Extracao protéica de cotilédones de Clitoria fairchildiana

Sementes de C. fairchildiana foram descascadas para remoc¢ao do tegumento
e 0 eixo embrionario também foi retirado. Os cotilédones foram triturados com um
processador de alimentos até a formacao de uma farinha bem fina. Esta foi tratada
duas vezes com metanol 80% na proporcao de 1: 5 (p/v) durante 15 min, sob
agitacao, a 4 °C. A suspenséao foi centrifugada por 5 min, a 4.000 x g a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi armazenado em geladeira para
evaporagcao do metanol restante. O sedimento livre de pigmentos foi submetido a
extracdo de proteinas, realizado pela adicdo de tampéao fosfato de sédio 0,1 M com
NaCl 0,5 M, pH 7,6 na propor¢céao de 1:10 (p/v — 5 g de farinha : 50 ml de tampao). A
extracdo procedeu-se por 90 min sob agitacdo a 4 °C; passado este tempo, o
material foi centrifugado a 12.000 x g durante 15 min a 4 °C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante fervido a 100 °C por 10 min. Apés a fervura, o material
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foi centrifugado novamente a 12.000 x g durante 15 min a 42 C, e o precipitado foi
descartado. Em seguida, o sobrenadante obtido (extrato bruto fervido - EBF) foi
dializado contra agua por 48 horas, congelado em nitrogénio liquido e liofilizado; o
po resultante foi armazenado a — 20 °C.

4.2- Cromatografia de exclusao molecular

Para a purificagdo de inibidores, inicialmente foi usada uma cromatografia de
exclusdo molecular em uma matriz Sephadex G-100 com dimensdes 70 x 2 cm. A
coluna foi montada sob acao da gravidade e depois de devidamente empacotada, a
resina foi lavada com 200 mL de tampé&o fosfato de s6dio 0,01 M pH 7.,6.

A coluna de exclusdao molecular em Sephadex G-100 foi inicialmente
calibrada com as proteinas comerciais albumina sérica bovina (BSA) de 66 kDa,
anidrase carbénica (AC) de 29 kDa e lisozima (L) de 14 kDa. Posteriormente o EBF
foi entdo aplicado na coluna (30 mg de p6 do extrato EBF foram dissolvidos em 1 mL
de fosfato de sédio 0,01 M pH 7,6 - contendo 6,18 mg de proteina). Fracdes de 1 mL
foram coletadas, a um fluxo de 0,3 mL/min. As proteinas foram estimadas por leitura
Optica de suas absorbancias em um espectrofotdmetro, a 280 nm. Os picos
identificados foram submetidos a didlise contra agua por 48 h, liofilizados e

armazenados para as proximas etapas.

4.3- Quantificacao protéica

A determinacao da concentracdo total de proteinas do extrato bruto fervido
(EBF) de sementes de C. fairchildiana e de todas as amostras obtidas em etapas
posteriores foi feita através do método do acido bicinconinico, descrito por Smith et
al. (1985), usando-se ovalbumina (OVA) comercial, como proteina de referéncia,

para elaboracdo de uma curva padrao.

4.4- Visualizacao dos perfis protéicos por eletroforese em gel de poliacrilamida
A eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condicbes desnaturantes, foi
realizada segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). A eletroforese foi
realizada em um sistema vertical Mini Protean Il da BIORAD. Foram usadas placas
de vidrode 7 x 10 cm e 8 x 10 cm e espacgadores de 1,0 mm. O gel de separacao foi
preparado numa concentracado de 12 ou 15% de acrilamida/bis-acrilamida.
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As amostras protéicas obtidas em todas as etapas deste trabalho foram
concentradas por liofilizacdo, pesadas e ressuspensas em agua destilada,
quantificadas (como descrito no item 4.3), acrescidas de tampédo de amostra
contendo SDS na presenca e auséncia de [(-mercaptoetanol (indicados nas
legendas das figuras nos resultados). Estas foram aquecidas por 5 min a 100 °C e
centrifugadas a 16.000 x g por 2 min e aplicadas no gel. A separagao protéica
procedeu-se sob uma voltagem constante de 80 V até as amostras entrarem no gel
e 100 V no tempo restante. O gel foi corado em solucdo de 2% de coomassie
brilhante azul R-250 com agua, metanol e acido acético (na proporcao de 6:3:1,
v/v/v) e posteriormente descorado com uma solucao composta de agua destilada,
metanol e acido acético na mesma relacdo de proporcionalidade usada na
preparacao da solugao corante, de acordo com Altschul & Evans (1967).

A revelagdo por prata também foi utilizada em alguns momentos deste
trabalho, seguindo-se a metodologia de Dunn et al. (1994). Nesse processo, 0s géis
foram postos em uma solucdo fixadora (metanol 50%, acido acético 12%, formol
37%) por 1 h. Apods isso, foram lavados com solugao de etanol 50% durante 20 min
por duas vezes e em seguida, lavados com uma solucao de etanol 30% durante 20
min. Subsequentemente foram realizadas trés lavagens com agua destilada de 20
min, cada uma. Ao gel, foi adicionada a solugao de nitrato de prata (200 mg/100 mL)
com mais 75 pL de formol 100%, o que foi seguido por duas lavagens com agua
destilada por 20 s, cada. Em seguida, ao gel foi adicionada uma solugdo de
carbonato de sodio (6 g/100 mL), formol 100% (50 pL) e 400 yL de uma solugéo de
tiossulfato de sédio (1 mg/mL), até o aparecimento das bandas. A partir dai, a
solucéo fixadora foi adicionada novamente para parar a reacao da solu¢cao com as
bandas dos géis, e procedidas trés novas lavagens com agua destilada de 1 min,
cada uma. O gel foi armazenado com uma solucéo de glicerol 2% por um periodo de
1 h.

4.5- Eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS

A eletroforese em gel de tricina foi feita segundo metodologia de Schagger e
Von Jagow (1987). Foram usadas placas de vidro de 7x10 cm e 8x10 cm e
espacadores de 0,75 mm. O gel de separacéao foi preparado numa concentracao de
16,4% de acrilamida / bis-acrilamida e o gel de concentragcdo numa concentracao de
3,9% de acrilamida / bis-acrilamida.
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As amostras protéicas liofilizadas foram ressuspensas em agua ultrapura,
quantificadas (como descrito no item 4.3) e acrescidas de tampao de amostra (Tris
0,125 M, SDS 2,5%, azul de bromofenol 0,25%, B-mercaptoetanol 5% e sacarose
15%). Estas foram aquecidas por 5 min a 100 °C e centrifugadas a 16.000 x g por 2
min. Apés este tratamento, 20 pL das amostras foram aplicadas no gel. A corrida foi
feita a uma voltagem constante de 20 V por um periodo de aproximadamente 16 h.

O gel foi corado em solucao de 2% de coomassie brilhante azul-R 250 com
agua, metanol e acido acético (na proporcao de 6:3:1, v/v/v) e posteriormente
descorado com uma solugdo composta de agua destilada, metanol e acido acético
na mesma relacdo de proporcionalidade usada na preparacdo da solucao corante,
de acordo com Altschul & Evans (1967).

4.6- Cromatografia de fase reversa em HPLC

O pico 2 (P2) obtido na cromatografia de exclusdo molecular foi solubilizado
em 1mL TFA 0,1% e injetado em uma coluna C18 (Shim-pack ODS-VP, Shimadzu),
ligada a uma coluna de guarda C8 (Pelliguard, Sigma), acopladas a um sistema de
RP-HPLC. A coluna foi equilibbrada com 0,1% de TFA. A cromatografia foi
desenvolvida utilizando-se um fluxo de 0,5mL.min"', numa temperatura de 37 °C.
Para eluicdo das proteinas da coluna, aplicou-se um gradiente de propanol de 0 a
100%. Inicialmente, nos primeiros 10 min, a coluna foi lavada com TFA 0,1% em
agua ultrapura (solucao A) e em seguida, o gradiente de eluicédo foi sendo formado,
pela mistura da solucdo A (TFA 0,1%) e 100% de propanol (solugcédo B), por 85 min.
Apés este periodo, a coluna foi lavada com 100% da solucao B totalizando 95 min
de corrida. As amostras coletadas ao longo da cromatografia foram analisadas por
um detector do tipo DAD (Diode Array Detector — Detector por Diodos), sendo as

absorbéancias lidas a 280 nm.

4.7- Espectrometria de massas de proteinas isoladas

Os experimentos de espectrometria de massas foram realizados na FIOCRUZ
em colaboragdo com os Drs. Jonas Perales e André Teixeira da Silva Ferreira. As
bandas protéicas visualizadas apds coloracdo do gel de tricina-PAGE foram
recortadas e lavadas com uma solucao 1:1 (v/v) de tampao bicarbonato de aménia
50 mM pH 8,0 e acetonitrila por 15 min até completa descoloracdo das bandas.

Posteriomente, o gel foi desidratado com acetonitrila e seco por centrifugacédo a
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vacuo. As amostras foram reduzidas com 100 yL de DTT (65 mM), alquiladas com
100 pL iodoacetamida (200 mM) e desidratadas novamente com acetonitrila. O
solvente foi removido e as bandas reidratadas com uma solucédo gelada de tripsina
20 ng/mL (Proteomics Grade, Sigma) em 50nM de bicarbonato de aménio pH8,0 por
45 min sob refrigeracdo. Apds 16 horas de digestdo a 37 °C, os peptideos em
solucao foram sonicados por 10 min. e dessalinizados por adsor¢ao com tips do tipo
C18 ZipTip para micropipetas (capacidade maxima de 3 ug por tip), previamente
ativado por acetonitrila e equilibrado com TFA a 0,1% (v/v) em agua. As amostras
obtidas foram submetidas a oito ciclos de lavagem com 0,1% de TFA aspirando -
dispensando. Peptideos retidos no Tip foram eluidos em 1,5mL de acetonitrila 50%
em 0,1% TFA. Um volume de 0,3 mL do peptideo foi depositado sobre a placa de
aco do espectrometro MALDI (ABI 192- target MALDI plate) e co-cristalizado com 0,3
mL de matriz de a-ciano-4- acido hidroxi-cindmico (CHCA) a 10mg/mL em solucao
de acetonitrila 50% e TFA 0,1% (v/v). O espectro de massas foi obtido utilizando o
analizador AB SCIEX TOF/TOF 5800, no modo refletor. Para referéncia de
calibracao, bradicinina (757,39 Da), angiotensina Il (1046,54 Da), P14R (1533,85
Da) e um hormdnio adrenocorticotrépico (ACTH) 18-39 fragmento (2465,19 Da)
foram utilizados. Uma lista arquivos de picos monoisotopico (pps e ppw) foram
gerados a partir dos dados de MS matérias (ou nativas) de acordo com os seguintes
parametros usando o Software Data Explorer (AB Sciex). Para MS1: faixa de massa:
800-3,500, densidade de pico: 15 picos por 200 Da, relacédo sinal-ruido: 20, area
minima: 1000, picos maximos por local: 60. Para MS2: faixa de massa: 60 até que a
massa precursor (m/z), a densidade de pico: 55 picos por 200 Da, relacéo sinal-
ruido: 2, area minima: 10 e picos maximos por precursor: 200, picos de massa com
sinal de 20 ou acima (ruido) foram utilizados para busca em bases de dados (NCBI),
utilizando PICOS versdao 7.0. Os dados foram considerados adequados quando
mostravam score superior a 40.

Os alinhamentos das sequéncias de aminoacidos foram feitos usando-se o
algoritmo do BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.org/Blast) e do Clustal X
(http://www.expasy.org) (Altschul, 1990; Thompson et al., 1994).
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4.8- Identificacao de inibidores de proteases
4.8.1- Ensaio de inibicao da atividade proteolitica da papaina in vitro

Inicialmente uma curva de atividade papainasica foi realizada, com o intuito
de se determinar a concentracdo ideal da papaina a ser utilizada nos ensaios de
inibicdo desta enzima por fitocistatinas. O ensaio de atividade papainasica descrito
abaixo foi baseado na metodologia desenvolvida por Michaud et al. (1994),
utilizando azocaseina como substrato.

Para o estudo da atividade do inibidor isolado contra a papaina, o ensaio foi
realizado incubando-se 80 pL de azocaseina 1%, com 10 pL (5ug) de papaina, com
tampao citrato de sédio 100 mM fosfato de sédio 100 mM DTT 1,5 mM e Triton X-
100 0,1%, pH 5,6 e a 1 pL do inibidor (1ug - dissolvido em agua destilada),
perfazendo um total de 40 pL de volume de reagdo. Apos a incubacao a 37 °C em
banho-maria por 1 h, a reacéo foi interrompida pela adicdo de 300 pyL de &acido
tricloroacético (TCA) 10%. Logo em seguida, a solucao foi centrifugada por 5 min a
10.600 x g e retirados 350 pL do sobrenadante, aos quais foram adicionados 300 uL
de NaOH 1 M. As amostras finais foram avaliadas por leitura espectrofotométrica,
em comprimento de onda de 440 nm. Uma unidade de atividade inibitéria (UAI) foi
arbitrariamente definida como aquela responsavel por uma reducdo de 0,01 na
absorbancia, em relacao a leitura das amostras controle (com papaina e auséncia
de inibidor).

4.8.2- Ensaio de inibicao da atividade proteolitica da tripsina in vitro

Uma curva de atividade da enzima tripsina foi realizada, com o intuito de se
determinar a concentracédo ideal de enzima a ser utilizada nos ensaios de inibicdo
desta enzima pelo inibidor purificado. O substrato utilizado para tripsina foi o BApNA
(N-benzoil- DL-arginil-p-nitroanilida), dissolvido em DMSO.

A atividade proteolitica foi medida em tampéo Tris/HCI 50 mM, com C,Cl;
0,02%, pH 8,0 e adicionando-se NaCl 150 mM a 37 °C, num volume final de 200
uL. A reacéo durou 30 min e foi interrompida pela adigao de 100 pL de acido acético
30% (v/v) e a hidrélise do substrato foi acompanhada fotometricamente pela medida
de absorbancia de p-nitroanilida liberada a 405 nm (Adaptado de Macedo et al.,
2007).

Para o ensaio de inibicdo, foi realizada uma pré-incubagao do inibidor (1
Hg/uL- dissolvido em agua destilada) com a enzima (5 ug/5 puL — dissolvida em
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Tris/HCI 50 mM pH 8,0, concentracao de 1 mg/mL) e 94 uL tampao Tris/HCI 50 mM,
com C,Cl> 0,02%, pH 8,0 contendo NaCl 150 mM por 10 min a 37 °C e apds este
tempo acrescentaram-se 25 pL do substrato BApNA (5 mM) e a mistura foi incubada
novamente por 30 min a 37 °C. A reagao foi interrompida pela adigdo de 100 pL de
acido acético 30% (v/v) e a hidrélise do substrato foi acompanhada fotometricamente
pela medida de absorbancia a 405 nm de p-nitroanilida liberada. Uma unidade de
atividade inibitéria (UAIl) foi arbitrariamente definida como aquela responsavel por
uma reducao de 0,01 na absorbancia, em relacdo a leitura das amostras controle

(com tripsina e auséncia de inibidor).

4.8.3- Ensaio de inibicao da atividade proteolitica da a-quimiotripsina in vitro

Uma curva de atividade da enzima a-quimiotripsina foi realizada, com o intuito
de se determinar a concentracdo ideal de enzima a ser utilizada nos ensaios de
inibicdo desta enzima pelo inibidor purificado. O substrato utilizado foi o BTpNA (N-
benzoil- L-tirosil-p-nitroanilida) dissolvido em DMSO.

A atividade proteolitica foi medida em tampao Tris/HCI 50 mM, pH8,0 a 37
°C, num volume final de 200 pL. A reacdo durou 30 min e foi interrompida pela
adicdo de 100uL de &cido acético 30% (v/v) e a hidrélise do substrato foi
acompanhada fotometricamente pela medida de absorbancia de p-nitroanilida
liberada a 405nm (Adaptado de Macedo et al., 2007).

Para o ensaio de inibicdo das fragdes F10, F11 e F12, foi realizada uma pré-
incubacgéo de cada fracao (2 pug/2 pL dissolvido em agua destilada) com a enzima (1
Mg - 5 uL) e tampéao por 10 min a 37 °C e apds este tempo acrescentaram-se 25 L
do substrato BTpNA (5 mM) e a reagao foi incubada novamente por 30 min a 37 °C.
A reacgao foi interrompida pela adigdo de 100 pL de &cido acético 30% (v/v) e a
hidrélise do substrato foi acompanhada fotometricamente pela medida de
absorbancia de p-nitroanilida liberada a 405 nm. Uma unidade de atividade inibitéria
(UAI) foi arbitrariamente definida como aquela responsavel por uma reducéo de 0,01
na absorbéancia, em relacao a leitura das amostras controle (com a-quimiotripsina e

auséncia de inibidor).
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4.8.4- Ensaio de inibicao da atividade de elastase e subtilisina in vitro

Uma curva de atividade de cada enzima foi realizada, com o intuito de se
determinar a concentracédo ideal de enzima a ser utilizada nos ensaios de inibicdo
desta enzima pelo inibidor purificado. O substrato utilizado foi azocaseina 1%.

A acgédo da fracado F11(CIfTl) sobre a atividade da enzima elastase foi avaliada
misturando-se 50 pL de enzima a uma concentragcdo padrdo de 100 pg/mL
dissolvida em tampao Tris/HCI 50 mM, pH 7,5, com 1uL (1ug dissolvido em agua
destilada) de cada fragao e 349 uL de tampao 50 mM Tris/HCI a pH 7,5 durante 10
min a 37 °C, seguido pela adicdo de 500uL de azocaseina 1%. A reacao foi
interrompida apds 30 min de incubacgéo a 37 °C pela adicao de 150 uL de TCA 20%.
A mistura foi centrifugada durante 10 min a 12.000 x g. Foram retirados 500 uL do
sobrenadante, aos quais adicionaram-se 500 pL de NaOH 2 M. A densidade 6ptica
da suspensao final foi medida a 440 nm, segundo metodologia adaptada de Kunitz
(1947).

O ensaio com a enzima subtilisina foi realizado incubando-se 17,5 uL de
enzima a uma concentracao padrao de 100 ug/mL dissolvida em tampao Tris/HCI 50
mM e CaCl, 1 mM, pH 8,0, com 1uL (1pg dissolvido em agua destilada) da F11
(CIfTI) e 381,5 pyL de tampéo, durante 10 min a 37 °C, seguido pela adicao de 500
UL de azocaseina 1%. A reagéao foi interrompida ap6s 30 min de incubagao a 37 °C
pela adicdo de 150 pyL de TCA 20%. A mistura foi centrifugada durante 10 min a
12.000 x g. Foram retirados 500 pL do sobrenadante, aos quais adicionaram-se 500
UL de NaOH 2 M. A densidade optica da suspenséao final foi medida a 440 nm,
segundo metodologia adaptada de Kunitz (1947). Uma unidade de atividade
inibitéria (UAI) foi arbitrariamente definida como aquela responsavel por uma
reducao de 0,01 na absorbancia, em relacao a leitura das amostras controle (com
elastase e subtilisina e auséncia de inibidor).

4.8.5- Ensaio de inibicao da atividade de a-amilase in vitro

A curva de atividade da a-amilase de Bacillus sp. foi realizada, com o intuito
de se determinar a concentracdo ideal de enzima a ser utilizada nos ensaios de
inibicdo desta enzima pelo inibidor isolado. O substrato utilizado foi amido 1%.

A analise da acao das fracoes F10, F11 e F12 sobre a-amilase de Bacillus
sp. foi determinada de acordo com Miller (1959), com modificacées. Os ensaios

foram realizados em banho de agua a 37 °C durante 45 min utilizando 1% (m/v) de
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amido soluvel como substrato. 1uL de a-amilase (1 pg/uL dissolvida em agua
destilada) foi pré-incubada com 1pL (1 pg dissolvido em agua destilada) de cada
fracdo, em 75 pL de agua ultrapura, durante 10 min a 37 °C. Em seguida, adicionou-
se o amido 1% diluido em agua destilada (25 pL) e a mistura foi incubada
novamente a 37 °C por 35 min. A reacdo foram adicionados 400 uL do reagente
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). A solucdo de reagente de DNS foi preparada
anteriormente, por combinacado de 30 mL de uma solugdo 1 (NaOH 4,5%) + 88 mL
de uma solucéo 2 (1% de DNS + 25,5% de potassio / tartarato de sodio) + 10 mL de
uma solucao 3 (2,2 mL de 10% NaOH + 1 g de fenol + 10 mL agua destilada). A
reagao foi interrompida por aquecimento a 100° C durante 5 min. Os produtos de
hidrélise foram monitorizados por leitura da absorvancia a 540 nm.

Uma unidade de atividade inibitéria (UAI) foi arbitrariamente definida como
aquela responsavel por uma reducao de 0,01 na absorbancia, em relagao a leitura

das amostras controle (com a-amilase e auséncia de inibidor).

4.8.6- Ensaio de inibicao da atividade proteolitica de enzimas digestivas de
larvas de A. aegypti in vitro

Para o estudo da atividade do inibidor isolado contra enzimas digestivas de
larvas de A. aegypti, foi utilizado metodologia descrita segundo Lemos et al. (1996),
com modificacdes. Larvas (quarto estagio de desenvolvimento - L4) de A. aegypti
foram imersas em tampao fosfato de sédio 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 7,2 (PBS) e
imobilizadas em gelo, para remog¢ao dos intestinos médios. Uma vez dissecados, 0s
intestinos foram homogeneizados em Tris-HCI 0,1 M NaCl 0,5 M pH 8,0 e
centrifugados a 14.000 x g por 10 min a 4 °C. Apés a centrifugagéo o sobrenadante
foi coletado e o precipitado, descartado. O extrato enzimatico foi dosado como
descrito no item 4.3. Em seguida, foi realizado um ensaio da atividade enzimatica,
como descrito no item 4.8.2. O efeito da atividade proteolitica do extrato dos
intestinos médios da larva (L4) foi medido usando BApNA (5 mM) como substrato.
Neste ensaio foi utilizado Tris/HCI 0,1 M e NaCl 0,5 M pH8,0 como tampéao de
reacao. O extrato enzimatico (L4—3,15 pg de proteina) foi pré-incubado por 10 min a
372 C na auséncia e na presenca de (1 ug dissolvido em agua destilada) da fracao
F11 (CIfTl). Apbs este procedimento foi adicionado o substrato BApNA e a solugéo
foi incubada por 30 min a 37 °C. A reacao foi parada adicionando-se 100 uL de acido
acético 30% e a leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro a 405 nm.
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4.9- Visualizacao do inibidor de protease por zimografia

A visualizacado do inibidor de protease do tipo serinica foi realizada em gel
contendo gelatina, utilizando a metodologia descrita por Felicioli et al. (1997). A
fracdo 11 e o EBF dissolvidos em &agua destilada, e acrescidas de tampao de
amostra com SDS, foram separadas em gel de poliacrilamida contendo 0,1% de
gelatina comercial (Sigma) em condi¢coes semi-desnaturantes (SDS-PAGE 12%). De
modo a remover o SDS, apés separacao o gel foi incubado em 0,1 M de Tris/HCI pH
8,0, com 2,5% de Triton X-100 por 1 h. Em seguida, o gel foi incubado a 37 °C
durante 1 h em Tris/HClI 50 mM, pH 8,0 contendo 20 mM de CaCl, e 50 ug de
tripsina/mL. O gel foi entdo lavado com agua destilada para remover o excesso de
tripsina, corado com uma solugcdo de Coomassie brilhante azul R 2% em agua,
metanol e acido acético (na proporcao de 6:3:1, v/v/v) e posteriormente descorado
com uma solucdo composta de dgua destilada, metanol e acido acético na mesma
relacao de proporcionalidade usada na preparacao da solucao corante. A ocorréncia
de bandas azuis escuras presentes no gel mostra a presenga de inibidores de
protease, pois a tripsina foi incapaz de digerir a regido onde o inibidor estava
presente.

4.9.1- Inibicao da atividade proteolitica das enzimas digestivas (L4) de Aedes
aegypti por diferentes inibidores in gel

O extrato enzimatico de larvas de A. aegypti (L4) foi pré-incubado na auséncia
e na presenca de inibidores das quatro classes de proteases, cisteinica (E-64),
metaloprotease (EDTA), aspartica (pepstatina-A), serinica (PMSF) e o inibidor de
isolado de C. fairchildiana, por 16 h a 37 °C. O extrato enzimatico com os diferentes
inibidores foi visualizado por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) na
presenca de SDS, contendo gelatina em uma concentracdo de 0,1%, baseado na
metodologia descrita por Heussen e Dowdle (1980). A separacao protéica procedeu-
se sob uma voltagem constante de 80 V até as amostras entrarem no gel e 100 V no
tempo restante. Apés a corrida eletroforética, o gel foi lavado com Triton X-100 2,5%
duas vezes por 30 min cada; logo apds, o gel foi recortado para incubacao com
tampdes diferentes de acordo com cada classe. Para proteases da classe cisteinica,
o gel foi incubado em tampao citrato de sédio 100 mM fosfato de sdédio 100 mM DTT
1,5 mM e Triton X-100 0,1%, pH 5,6 a 37 °C, durante 1 h. Para metaloproteases, o
gel foi incubado com Tris/HCI 50 mM, com CaCl, 5 mM e 5 uL de ZnCl, pH 8,0 a 37
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°C durante 1 h. Para proteases aspatrticas, o gel foi incubado com acetato de sodio
100 mM pH 3,5 a 37 °C por 1 h. E para proteases da classe serinica, o gel foi
incubado com Tris/HCI 100 mM pH 8,0 a 37 °C durante 1 h. Posteriormente os géis
foram corados com coomassie brilhante azul R - 250 2% e entdo descorados com
uma solucdo de metanol: acido acético: agua (40:10:50, v/v/v). As bandas de

atividade aparecem brancas em fundo azul.

4.9.2- Analise temporal da inibicao da atividade proteolitica das enzimas
digestivas (L4) de A. aegypti por inibidor isolado in gel

O extrato enzimatico de larvas de A. aegypti (L4) foi pré-incubado na auséncia
e na presenca do inibidor de C. fairchildiana por 30 min, 2 h, 4 he 18 h a 37° C. Os
extratos enzimaticos na auséncia e na presencga do inibidor, apés diferentes tempos
de incubagéo, foram visualizados por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) na
presenca de SDS, contendo gelatina em uma concentracdo de 0,1%, baseado na
metodologia descrita por Heussen e Dowdle (1980). A separacao protéica procedeu-
se sob uma voltagem constante de 80 V até as amostras entrarem no gel e 100 V no
tempo restante. Apds a corrida eletroforética, o gel foi lavado com Triton X-100 2,5
% duas vezes por 30 min. cada; logo apds, o gel incubado em tampao Tris/HCI 100
mM pH 8,0 por 1h a 372 C. O gel foi entdo corado com 2% de coomassie brilhante
azul R-250 e entdo descorado com uma solucdo de metanol: acido acético: agua
(40:10:50, v/v/v). As bandas de atividade aparecem brancas em fundo azul.

4.10- Avaliacao da atividade antifungica dos inibidores de sementes de C.
fairchildiana
4.10.1- Obtencao das células

Células de leveduras pertencentes ao género Candida foram colocadas para
crescer em placas de Petri contendo Agar Sabouraud por um periodo de 24 h, a 30°
C, para permitir um crescimento celular homogéneo. Apo6s este periodo, as células
foram utilizadas no ensaio no qual, com o auxilio de uma alca de semeadura,
colénias foram retiradas e adicionadas a 10 mL de meio de cultura (caldo
Sabouraud). A quantificagdo do numero de células a serem utilizadas no ensaio de
inibicdo de crescimento das mesmas foi feita em camara de Neubauer, com o auxilio

de um microscopio 6ptico de campo claro.
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4.10.2- Analise da inibicao do crescimento das células de leveduras

Em placas de cultura de 96 pocos, as amostras-teste foram adicionadas em
concentracdes variadas junto a 2 x 10 células.mL™ das leveduras, para um volume
final de ensaio de 100 uL de meio de cultura. Para a observacédo da inibicdo do
crescimento celular, a placa foi lida a cada 6 h, num periodo total de 24 h, em leitor

de microplacas, num comprimento de onda de 620 nm.

4.10.3 - Efeito do inibidor isolado sobre a permeabilizacao de membranas de
leveduras

A permeabilizagdo da membrana das células tratadas com F11 foi avaliada
através da utilizagdo do corante fluorescente SYTOX Green, segundo metodologia
descrita por Thevissen et al. (1999) com algumas modificacées. SYTOX Green € um
corante que possui alta afinidade para acidos nucléicos e penetra em células apenas
quando sua membrana esta comprometida. Imediatamente apdés 24 h de
crescimento, na auséncia e presenca de F11 (CIfTl), uma aliquota das diferentes
células de leveduras foi incubada sob constante agitagcdo por duas horas com o
corante fluorescente SYTOX Green a uma concentracao final de 0,2 uM, de acordo
com instrucdes fornecidas pelo fabricante. Ap6s este periodo, estas células foram
transferidas para laminas, cobertas com laminulas e analisadas por fluorescéncia
em microscopio Optico (Zeiss; Axioplan).

As imagens foram obtidas através do microscépio Axioplan acoplado a
camera “Cannon Power Shot A640”.

4.10.4- Anadlise da viabilidade celular

Esta analise foi feita através do método de contagem de colénias em placas
de Petri. Apés o ensaio de inibicdo do crescimento, as células-controle das
leveduras foram ressuspensas, quantificadas em camara de Neubauer, diluidas e
espalhadas sobre placas de Petri contendo Agar Sabouraud. As células foram
distribuidas de forma homogénea, com o auxilio de uma alga de Drigalsky e logo
apoés, as placas foram deixadas numa estufa a 30° C por um periodo de 24 h para
que as colbnias pudessem se desenvolver. Apds esse periodo, as colbnias foram
contadas e fotografias das placas foram tiradas. A mesma diluicdo das células
utilizada no experimento controle foi feita também para incubagdo com as amostras-

teste, permitindo também um tempo de 24 h de contato entre células e amostras,
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para andlise do efeito destas ultimas sobre o crescimento celular. O ensaio foi
realizado em triplicata.

4.11- Analises estatisticas

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Para
todos os experimentos, foram calculados a média e o desvio padrdo. Foi realizada
analise de variancia (ANOVA), seguida por teste Dunnett’ e test t. O nivel de

significancia considerando foi P < 0,001.
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5- Resultados
5.1- Purificacao de inibidores

A figura 5 mostra a sobreposicdo do perfil cromatografico das proteinas
comerciais e o perfil cromatografico das proteinas presentes no EBF de C.
fairchildina. De acordo com o grafico, pode-se observar a presenca de trés picos
proteicos com massas moleculares préximas a 66 kDa (P1), inferiores a 29 kDa (P2)
e proximas a 14 kDa (P3). Foram realizadas varias cromatografias para acumulo de

material, e foi observado o mesmo perfil nas cromatografias seguintes.

Absorbancia 280nm

i

AR AN S A4 ik

10 13 16 19 22 2528 31

343740432 464952 555861 64

Fragdes / mL

Figura 5: Sobreposicao das proteinas comerciais albumina sérica bovina - 66 kDa
(BSA), anidrase carbénica - 29 kDa (AC), lisozima - 14 kDa (L) com os 3 picos (P1,
P2 e P3) do extrato bruto fervido (EBF) obtidos na cromatografia de exclusdo
molecular em uma matriz Sephadex G-100.
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A figura 6 mostra o resultado das eletroforeses em gel de poliacrilamida (A) e
em tricina (B), ambas na presenca de SDS, onde foi possivel visualizar os perfis
protéicos do extrato bruto (EB), extrato bruto fervido (EBF) e dos picos (P1, P2 e P3)
obtidos na cromatografia de exclusdo molecular. Nas amostras de EB, EBF e P1 foi
possivel observar a presenca de varias proteinas. No P2, tanto na figura 6A quanto
em 6B, foi possivel observar a presenca de uma banda de aproximadamente 14 kDa
(indicado com asterisco preto), que nao foi observada em P1. Também foi possivel
observar a presenga de duas bandas protéicas acima de 16,9 kDa neste P2. No pico
3 (P3) da figura 6B foi possivel observar a presenca de duas bandas com massa
aproximada de 11 e abaixo de 8,1kDa.

M EB EBF P1 P2 P3 M EB EBF P1 P2 P3

16,9
14,4
10,8

8,1

(A) (B)

Figura 6: Visualizacdo eletroforética em gel de poliacrilamida 15% corado com
coomassie brilhante blue (A) e em gel de tricina corado com nitrato de prata (B),
ambos na presenca de SDS, do extrato bruto (EB), do extrato bruto ap6s 10 min de
fervura a 100 °C (EBF) e dos picos P1, P2 e P3 obtidos na cromatografia de
exclusdao molecular em Sephadex G-100. Os géis foram corridos na presenca de [3-
mercaptoetanol. M - marcador de massa molecular em kDa. Concetracdo de
proteinas aplicada em cada pogo: EB = 82ug; EBF = 90.75 ug; P1 = 31.44 ug; P2=
37.42 pg; P3=17.4 pg.
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Os resultados obtidos nos ensaios de inibigdo contra a enzima papaina foram
expressos em unidade de atividade inibitéria especifica (UAI). O EB apresentou uma
média de 1,7 UAI enquanto o EBF apresentou maior taxa de atividade por massa de
proteina 2,8 UAI. A fracao P1 apresentou menor quantidade 0,6 UAI, enquanto as
fracoes P2 e P3 apresentaram 1,7 e 3,5 UAI (figura 7A).

No ensaio de inibicdo da atividade da tripsina, ambos os extratos inibiram a
atividade da tripsina, o EB apresentou 2,5 UAI enquanto o EBF 1,6 UAI. As fracdes
P1, P2 e P3 apresentaram 0,48, 16,4, 12, 1 UAI, respectivamente (figura 7B).

De acordo com as andlises estatisticas apenas a fragdo P1 nao teve efeito
estatisticamente significativo, considerando P como < 0,001, sendo o grau de

confianca de 99,99% de acordo com o teste usado.
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Figura 7: (A) Dosagem de atividade inibitéria de papaina (B) Dosagem de atividade

inibitéria de tripsina em auséncia e presenca do extrato bruto (EB), extrato bruto

fervido (EBF) e dos picos P1, P2 e P3 obtidos na cromatografia de exclusédo

molecular. One-way ANOVA/Dunnett’'s post-tests do software Graphpad Prism.

Asterisco: P<0.001 (efeito significativo). O experimento foi realizado em triplicata,

com n=2.



40

5.2- Avaliacao da atividade antifungica das fracoes enriquecidas com
inibidores

5.2.1- Inibicao do crescimento de leveduras com fracoes enriquecidas com

cistatinas

A fragdo P1 inibiu 49% do crescimento das células de C. albicans quando
comparados com o controle. A fracdo P2 inibiu 16,71% do crescimento das células
de C. albicans quando comparados com o controle e a fracdo P3 inibiu em 43% o
crescimento das células de C. albicans, quando comparados com o controle (figuras
8 A, B e C), também foi possivel observar alteracbes na morfologia das células
quando comparadas com o controle (figura 9B). Nota-se a formacgédo de pseudohifas
(indicadas com seta preta) que ndo sdao observadas no controle e aglomerados
celulares (indicadas com seta branca). Na figura 9 C e D foi possivel observar
aglomerados celulares, mas o numero de células em D é menor que em A (controle),

emBeC.
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Figura 8: Curva de crescimento de C. albicans na presenca dos picos P1 (A), P2 (B)
e P3 (C) da cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-100. O
crescimento foi avaliado a cada 6 h ao longo de 24 h. O experimento foi feito em

triplicata.
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Figura 9: Microscopia 6tica de contraste de fase das células das leveduras C.
albicans crescidas na auséncia (controle) e na presenga dos extratos protéicos de C.
fairchildiana. Em A: Controle C. albicans; B: C. albicans + P1 (15,76 ug de proteina);
C: C. albicans + P2 (15,76 ug de proteina); D: C. albicans + P3 (3,76 ug de
proteina). Ampliacao de 40x.

Com base nos resultados descritos acima, foram realizadas etapas
cromatograficas na tentativa de isolar os inibidores presentes na fracdo P3 rica em
inibidores de papaina e tripsina, mas a mesma perdeu a atividade ao longo do
processo. Entdo, a fragao P2, foi submetida a uma cromatografia de fase reversa em
sistema HPLC, numa coluna C18 com uma pré-coluna C8 acoplada, para purificagao
do inibidor ou inibidores de proteases serinicas e cisteinicas de sementes de C.
fairchildiana, a partir da qual foram coletadas 14 fragdes (figura 10).
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Figura 10: Perfil cromatografico obtido na coluna de fase reversa C8-C18 do P2. As
fracoes foram coletadas por minutos de retencéo na coluna, onde NR é Nao Retida
na coluna (NR -0 a 10’) e as Fracbées F2 (13 a 14’), F3 (14 a 16,5’), F4(17 a 19’), F5
(30 a 30,5’), F6 (30,7 a 33,5), F7 (33,6 a 35), F8 (35,1 a 37’), F9 (37,1 a 43’), F10
(43,1 a 46’), F11 (46 a 49’), F12 (50 a 53’), F13 (54 a 86’) e F14 (86 a 89’). As
fracbes foram nomeadas segundo a quantidade de minutos de retencédo na coluna.
A eluicdo da coluna foi acompanhada por um detector do tipo DAD, sendo as

absorbancias lidas a 280nm.

A visualizagao das fracoes separadas por HPLC pode ser observada na figura
11, na eletroforese em gel de tricina, na presenca de SDS e B-mercaptoetanol. Nas
fracoes NR, F2, F3, F4, F5, F13 e F14 nao foi possivel a visualizacdo de bandas
protéicas. Nas fracdes F6, F9, F10, F11 e F12 foi visualizada uma banda protéica
entre 10 e 14 kDa. Nas fragdes F7 e F8 foi visualizada uma banda abaixo de 10 kDa
e pelo menos duas bandas na fragdo F7 e uma na fracdo F8 entre 10 e 14 kDa. A

fracao F10 apresentou pelo menos 3 bandas entre 10 e 16 kDa.



44
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Figura 11: Visualizagdo eletroforética, em gel de tricina na presenca de SDS, das
fracbes NR, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, em (A), e F9, F10, F11, F12, F13 e F14, em
(B) obtidas na cromatografia de fase reversa em uma coluna C8C18, a partir da
separacao do P2 da cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-100.
Ambos os géis foram corridos na presenca de B-mercaptoetanol e corados com
coomassie brilhante blue. M- marcador de massa molecular em kDa. Foram

aplicados 6 ug de proteina em cada pogo.

Para melhor caracterizagcdo dos inibidores foram realizados ensaios de sua
atividade sobre proteases. A figura 12 mostra o resultado do ensaio de inibicao da
papaina pelas fracdes separadas na cromatografia de fase reversa. As fracées F10
e F13 inibiram em cerca de 26,79 e 34,14% respectivamente, a atividade da
papaina. Para as outras fragdes, a inibicao foi menor. Os resultados foram
expressos em atividade inibitéria especifica (UAI) e mostram que as fragdes F2, F3 e
F13 apresentaram 5,05, 3,81 e 1,73 unidades de atividade inibitoria especifica (UAI),
respectivamente. As fracdes NR e F10 apresentaram 1,15 e 1,17 UAI, as demais
fracOes apresentam valores abaixo de 0,49 UAIL No entanto, de acordo com as
analises estatisticas apenas a fracao F3 teve efeito estatisticamente significativo,
considerando P como < 0,001, sendo o grau de confianca de 99,99% de acordo com
o teste usado.
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Figura 12: Dosagem de atividade inibitéria (UAI — Unidade inibitéria / ug de proteina)
das fracdes obtidas na cromatografia de fase reversa em uma coluna C8-C18 contra
papaina. One-way ANOVA/Dunnett’s post-tests do software Graphpad Prism.
Asterisco: P<0.001 (efeito significativo). O experimento foi realizado em triplicata,

com n=2.

Para a deteccao de inibidores de proteases serinicas, foi realizado o ensaio
de inibicdo de tripsina pelas fracbes separadas na cromatografia de fase reversa.
Apenas as fragées F10, F11 e F12 inibiram a atividade da tripsina. As fragbes F10,
F11 e F12 apresentaram 3,18%, 0,7% e 2,65% de atividade residual de tripsina,
respectivamente, o que representou 96,82%, 99,3% e 97,35% de inibicdo da
atividade da tripsina, respectivamente (figura 13). As fracbes F10, F11 e F12
apresentaram 5,52 UAI, 5,60 UAl e 5,74 UALI.
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Figura 13: Dosagem de atividade inibitéria (UAI — Unidade de atividade inibitéria / ug
de proteina) das fragdes obtidas na cromatografia de fase reversa em uma coluna
C8-C18 contra tripsina. One-way ANOVA/Dunnett’s post-tests do software Graphpad
Prism. Asterisco: P<0.001. O experimento foi realizado em triplicata.

As fragbes F10, F11 e F12, também foram avaliadas em sua habilidade de
inibirem outras enzimas comerciais como a a-quimiotripsina e a-amilase (figura 14).

Nenhuma das trés fracoes inibiu a atividade das duas enzimas testadas.
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Figura 14: Atividade residual de a-quimiotripsina e a-amilase na presenca das
fracbes F10, F11 e F12 obtidas na cromatografia de fase reversa em uma coluna
C8-C18. One-way ANOVA/Dunnett's post-tests do software Graphpad Prism.
Asterisco: P<0.001. Um experimento em triplicata.
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De acordo com os resultados obtidos a fracdo F11 foi escolhida para as
préximas etapas do trabalho por ser a mais efetiva na inibicado da enzima tripsina e
nao inibir outras enzimas comerciais, por ser a fracdo mais limpa que as demais
quando visualizadas por eletroforese e por estar mais concentrada (5,41 pg/pL) que
as fracbes F10 e F12 (3,22 e 2,87 ug/ulL, respectivamente), ainda tal fracdo também
nao foi efetiva a inibicao das enzimas elastase e subtilisina (figura 15).
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Figura 15: Atividade residual de elastase e subtilisina na presenca da F11 obtida na
cromatografia de fase reversa em uma coluna C8-C18. One-way ANOVA/Dunnett’s
post-tests do software Graphpad Prism. Asterisco: P<0.001. O experimento foi

realizado em triplicata.

A anadlise por espectrometria de massas foi realizado no Laboratério de
Toxinologia, da Fundacédo Oswaldo Cruz, pelo Dr. André Teixeira da Silva Ferreira.

Como a fracdo (P2) apresentou uma atividade inibitéria contra a tripsina, a
banda proteica majoritaria de aproximadamente 13 kDa foi analisada e foi obtido o
fragmento peptidicos de 12 aminoacidos, a saber SIPPQCHCADIR. A fracao (F11)
também foi analisada e foram obtidos dois fragmentos peptidicos, sendo um o
mesmo obtido com a fracdo (P2) um segundo fragmento de 7 aminoacidos, a saber
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SCHSACK. Tais fragmentos foram alinhados com sequéncias de outros inibidores
de tripsina de leguminosas (figura 16), incluindo o inibidor de tripsina de Vigna
unguiculata - InProVigungcy (EMBL CAM35517), o qual apresentou uma cobertura
de 32 % de alinhamento. A proteina foi chamada de CIfT| — Inibidor de tripsina de C.
fairchildiana. De acordo com figura 16 foi possivel observar que a sequiéncia de
aminoacidos identificada em sementes de C. fairchildiana € bem conservada em
todas as sequiéncias analisadas. Apesar de ter uma massa molecular proxima dos
inibidores de tripsina do tipo Kunitz, os dados do alinhamento mostram semelhancas

de estrutura primarias mais altas com inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk.
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Na zimografia reversa pode ser visualizado o inibidor de tripsina presente em
sementes de C. fairchildiana (CIfTl) presente na F11 (figura 17A eB) . Tanto no EBF
quanto no CIfTI foi possivel observar que a gelatina nao foi digerida pela tripsina
(seta continua) devido a presenca do inibidor de tripsina, confirmando que o CIfTI,
uma proteina com massa molecular de aproximadamente 13 kDa, € um inibidor de
tripsina de cotilédones de C. fairchildiana (CIfTl) (figura 17B). As proteinas de
reservas presentes no EBF (asteriscos) ndao foram digeridas porque a tripsina nao é
uma protease especifica para degradar proteinas de reserva de leguminosas; estas
proteinas sdo degradadas por proteases da classe cisteinica. Um reforco a este
resultado é a revelagao do inibidor de tripsina de soja (SBTI), presente no marcador
(M) de massa molecular (20,1 kDa), também visualizado no gel de gelatina no painel
B, por nao ter sido digerido pela tripsina, indicado pelas setas pontilhadas. A
marcacao € mais intensa do que as outras bandas.

CIfTl CifT EBF M CIfTl CITI EBF
66 o= -

36
28
24

201

14,2

() - (B)

Figura 17: SDS-PAGE 12% (A) e SDS-PAGE 12% contendo 0,1% de gelatina (B) do
CIfTI (F11) e extrato bruto fervido (EBF). Ambos os géis foram corridos na auséncia
de B-mercaptoetanol e corados com coomassie brilhante blue, aplicando-se 2 ug e 1
ug de proteina do CIfTl, respectivamente e 12,10 ug de EBF em cada poc¢o.
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O procedimento de purificacao para obtencao do inibidor de protease serinica

de sementes de C. fairchildiana (CIfTl) pode ser visto na tabela 2, revelando uma

purificacdo de 372,51 vezes e um rendimento de 0,048%. O valor baixo de

rendimento pode ocorrido pelo fato da presencga de inibidores de tripsina nas outras

fracoes (F10 e F12), pois o tempo de retencdo na coluna é diferente, ou seja, séo

inibidores de tripsina, com a composicao de aminoacidos diferentes.

Tabela 2: Tabela de purificacdo de inibidor de tripsina de sementes de C.

fairchildiana (CIfTl).
Amostra | Peso | Proteina | Atividade | Atividade | Rendimento | Purificacao
total total total especifica (%) (X)
(mg) | (mg) (UAI) (UAl/ug
proteina)
Extrato 3400 205.7 34408 0.167 100 1.0
Bruto
Fervido
(EBF)
P2 130 64.87 5317 81.96 15.45 490.77
CIfTI 0.3 0.27 16.83 62.33 0.048 372.51

Uma unidade de atividade inibitéria (UAI) foi arbitrariamente definida como aquela
responsavel por uma reducéo de 0,01 na absorbancia.
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5.3- Avaliacao do potencial inseticida do CIfTl sobre enzimas digestivas de
larvas de A. aegypti em quarto estagio (L4) de desenvolvimento

Para avaliar o potencial inseticida do CIfTI sobre enzimas digestivas de larvas
de A. aegypti, foram realizados ensaios de inibicdo in vitro, na auséncia e na
presenga do CIfTIl, A atividade das enzimas intestinais de larvas de A. aegypti, em
L4, foram afetadas na presenca do CIfTI, onde 1 pg (~0,37uM), de proteina foi capaz
de inibir a atividade das enzimas digestivas de A. aegypti (6,45 ng de proteina) em
87,93% (figura 18). De acordo com as andlises estatisticas a inibicao pelo CIfTI foi
estatisticamente significativo, considerando P como < 0,0001, sendo o grau de
confianca de 99,999% de acordo com o teste usado.
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Figura 18: Atividade residual de enzimas (%) digestivas de larvas de A. aegypti, em
quarto estagio de desenvolvimento (L4), na auséncia e presenca do CIfTI. One-way
ANOVA/post-tests t do software Graphpad Prism.  Asterisco: P<0.001. O

experimento foi realizado em triplicata, com n= 2.
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O efeito dos diferentes inibidores de proteases, inclusive do CIfTI, apés 16 h
de incubagdo com o extrato enzimético intestinal (L4 - 0,57 pg) de larvas de A.
aegypti € mostrado na figura 19. O perfil enzimatico de L4 mostrou pelo menos sete
bandas de atividade de proteolitica (setas brancas), trés faixas entre 26 e 34 kDa,
uma faixa entre 34 e 43 kDa, uma banda acima de 55 kDa e pelo menos duas
bandas sobre 130 kDa (figura 19, raia 1). O extrato enzimético (L4) incubado com
EDTA (9 mM) (figura 19, raia 5) e E-64 (2,56 uM) (figura 19, raia 7) permaneceram
ativos, iguais ao extrato controle. Porém, PMSF (227 uM) (figura 19, raia 3) inibiu
completamente o extrato enzimatico quando comparados ao controle. O CIfTI (3 pg
= 57,7 uM) (figura 19, raia 2) inibiu a atividade de trés bandas acima de 26 kDa,
como também a atividade da banda de ~95 kDa e ~130 kDa, também diminuiu a
intensidade de uma banda com massa aproximada de 26 kDa do extrato enzimatico
(L4) (asteriscos brancos). Em condi¢cdes acidas, a atividade de L4 foi afetada,
principalmente as atividades com massas moleculares mais altas (figura 19, raia 8),
e na presenga de pepstatina-A (13,26 uM) as enzimas foram totalmente afetadas
(figura 19, raia 9). Entretanto ao incubar L4 com DMSO, que é o solvente de
pepstatina-A, as atividades enzimaticas (L4) foram completamente inibidas (figura
19, raia 10), 0 que leva a crer que este solvente € o real responsavel pelo aparente
efeito inibitério da pepstatina-A.
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Figura 19: Zimografia de atividades proteoliticas do intestino médio de larvas de
quarto estagio (L4) de A. aegypti incubadas ou ndo na presenca de diferentes
inibidores durante 16 ha 372 C. Em 1 - L4; 2 - L4 + CIfTI (3 pg = 57,7 uM) pH 8,0; 3 -
L4 + PMSF (227 uM); 4 - L4;5 - L4 + EDTA (9 mM) pH8,0; 6 - L4; 7 - L4 + E-64 (2,56
uM) pH 5,6; 8 - L4; 9 - L4 + pepstatina-A (13,26 uM) pH3,5; 10 — L4 + DMSO
(100%). M - marcador de massa molecular (kDa). Atividade proteolitica aparece em
branco contra um fundo preto. As setas brancas indicam as bandas de atividade
enzimaticas do controle e os asteriscos indicam a redugdo das bandas atividade
enzimaticas de L4 na presenca do CIfTI.

O CIfTI (2 pg) foi pré-incubado com L4 durante 30 min, 2 h, 4 h e 18 h (figura
20). Apdés 30 min de incubagcdo de com L4, houve uma reducdo da atividade em
varias bandas (indicado por setas) quando comparadas com o controle (L4- indicado
por asteriscos), também foi observado a inibigdo completa de uma banda com
massa aproximada de 34 kDa, apds 4 h de incubagédo. A banda de atividade com
massa de aproximadamente 26 kDa foi perdendo a sua atividade ao longo dos
tempos de incubacdo, mas nao perdeu a sua atividade total até 18 h de incubacao
com o CIfTI. A concentracdo do CIfTI neste experimento foi menor que no anterior
(figura 20).
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Figura 20: Zimografia de proteases do intestino médio de larvas de quarto estagio
(L4) de A. aegypti, incubadas na auséncia e na presenca do CIfTIl (2 pug) por 30 min,
2 h, 4 he 18 h de pré-incubagdo a 37° C. M - massa molecular (kDa). Atividade
proteolitica aparece em branco contra um fundo preto. As setas brancas indicam a
reducao das bandas atividade enziméticas de L4 na presenga do CIfTI e os
asteriscos indicam as bandas de atividade enzimaticas do controle.

5.3.1- Anadlise da inibicao do crescimento de leveduras em meio liquido

De acordo com as quantificacdes da atividade inibitéria especifica de papaina,
ou seja, os resultados de quantificacdo de cistatinas (figura 12), foi analisado o
crescimento da levedura C. albicans na auséncia e na presencga das fragdes F2, F3
e F13, enriquecidas com estes inibidores (figura 21). Como a dosagem para
proteinas em tais amostras foi baixa, foi utilizada uma concentragdo de amostra de

forma a se obter 50 % de inibicdo de papaina, ou seja, 5,96 UAL.mL™ para a fragdo
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F2; 8,37 UAL.mL" para a fracdo F3 e 8,99 UAL.mL" para a fracdo F13. Nao foi
possivel observar inibicdo do crescimento da levedura C. albicans com as

concentragdes testadas no ensaio.
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Figura 21: Atividade antimicrobiana das fracdes enriquecidas com cistatinas sobre a

levedura C. albicans. O experimento foi feito em triplicata.

A figura 22 mostra a curva de crescimento da levedura C. albicans na

auséncia e na presenca das fracées F10, F11 e F12, enriquecidas com inibidores de

tripsina (figura 13). Nao foi possivel observar inibicdo do crescimento da levedura C.

albicans com a concentracéo testada no ensaio, de 100 pug.mL™.
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Figura 22: Atividade antimicrobiana das fracdes enriquecidas com inibidor de

tripsina sobre a levedura C. albicans. As fragcGes foram utilizadas na concentracao

de 100 pg.mL™". O experimento foi feito em triplicata.
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Foram feitas imagens da placa de 96 pogos, onde 0 ensaio de inibicdo do
crescimento de C. albicans foi realizado (figura 23). Como observado pelo padréo
visual de expansdo das células apo6s cultivo, ndo houve inibicdo do crescimento,
quando C. albicans foi crescida na presengca das fragcdes F10, F11 e F12,
enriquecidas com atividade anti-triptica.

L

b

Figura 23: Crescimento de C. albicans em auséncia e presenca das fracdes
enriquecidas com inibidores de tripsina. Em: (A) C. albicans + meio Sabouraud; (B)
C. albicans + fracao F10; (C) C. albicans + fracao F11; (D) C. albicans + fragao F12.
A concentragéo utilizada de cada fragdo foi 100 ug.mL™; os pogos numerados 1, 2 e
3 representam as triplicatas para cada ensaio A, B, C e D.

5.3.2- Analise da viabilidade celular
Apesar de nao ter ocorrido inibicdo do crescimento, a fragdo F11
aparentemente induziu o crescimento das leveduras, como observado pelo padréo

de crescimento observado na figura 22. Entdo, para verificar se houve alguma
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alteracdo celular, ap6s a incubacdo das células de C. albicans com as fragdes
enriquecidas com inibidores, foi feita uma analise da viabilidade celular.

A analise foi realizada através do espalhamento de uma aliquota das células
apos 24 h de incubacao na presenca e auséncia das fracbes em placas de Petri
contendo meio sélido. Apds 24 h de crescimento as colénias foram contadas e as
placas fotografadas (figura 24). Os dados deste experimento estdo em consonéancia
com os resultados do ensaio de inibicdo do crescimento, nao tendo sido observadas
alteragdes no crescimento das células. O numero de col6nias em cada fragédo foi

contado (Tabela 3).

Figura 24: Crescimento de células de C. albicans (A) ap6s 24 h de incubagdo na
presenca das fragdes F10 (B), F11 (C) e F12 (D), enriquecidas com atividade anti-
triptica, e usadas na concentragao de 100 ug / mL.
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Tabela 3: Viabilidade das células de Candida albicans apés 24 h de incubacao com
as fragdes enriquecidas com atividade anti-triptica. O plagueamento foi feito em

triplicata, e os valores sdo uma média das col6nias das trés placas.

Fracao Concentracao Numero de Viabilidade das
colénias células (%)
Controle 0 54 100 %
F10 100 pg / mL 50 92,59 %
F11 100 pg / mL 71 131,48 %
F12 100 pg / mL 72 133,33 %

5.3.3- Ensaio para verificacao da permeabilidade de membrana das células da
levedura C. albicans crescidas em presenca da fracao F11

As células da levedura C. albicans, crescidas tanto na auséncia quanto na
presenga da fracdo F11 enriquecida com atividade anti-triptica, foi analisada para
verificacdo de eventual efeito de permeabilizacdo de membrana, utilizando-se o
corante Sytox Green. Na figura 25 (C e D) pode ser observada a marcacao das
células das leveduras C. albicans crescidas na presenca da fracdo F11, sugerindo
que esta fragdo atuou de alguma forma sobre a membrana plasmatica destas
leveduras, permitindo a permeabilizacdo do corante e sua marcacido. Se comparado
com as marcagdes dos controles (A e B), onde se véem poucas células marcadas,
pode-se sugerir que houve efeito de permeabilizacdo de membrana. No entanto,
nota-se também um numero bem mais elevado de células em C (células crescidas
com a fracao F11 por 24 h) que em A (células crescidas na auséncia da fracao pelo
mesmo periodo de tempo). A partir desta observacédo se cogita que, dentre esse
maior universo de células, um numero de células morrendo, por processo natural,

também seria maior em D que em B.
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Figura 25: Microscopia de fluorescéncia das células da levedura C. albicans
tratadas com o corante Sytox Green. Em A e B, sdo as células crescidas na
auséncia da fragdo F11; C e D sdo as células crescidas na presenca de 100 pg.mL”
da fracdo F11. Em A e B, as células foram visualizadas por DIC e em C e D, as

células foram visualizadas por fluorescéncia. Aumento de 10x.
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6- Discussao

Inibidores de proteases sdo moléculas potentes, pois sao seletivos e
especificos para inativacdo de proteases alvo (Johnson & Pellecchia, 2006). Tais
proteinas sdo capazes de inibirem a digestao de insetos e o crescimento de fungos,
sugerindo importante acdo antimicrobiana e inseticida. Por isso, tem recebido muita
atencao por causa de sua importancia econémica. Também estao entre os principais
candidatos a processos de transformacdo de plantas, com atividade inibitéria
comprovada contra pragas de insetos (Bijina et al., 2011). Devido a importancia dos
inibidores de proteases, o presente trabalho descreve a purificagcdo de um inibidor de
tripsina de sementes de C. fairchildiana (CIfTl) e a caracterizacao de sua atividade
inibitéria sobre a atividade de proteases comerciais de funcéo digestivas, enzimas
digestivas de larvas do mosquito A. aegypti, causador da dengue, chinkungunya e
febre amarela, doencas arbovirais comuns em regides tropicais e subtropicais e a
atividade bioldgica do inibidor isolado contra a levedura C. albicans que responsavel
pela candidiase e podem causar severas infeccoes sistémicas.

A primeira etapa de purificagdo do extrato protéico denominado extrato bruto
(EB) foi a fervura por 10 minutos a 100 °C, e entdo chamado de extrato bruto fervido
(EBF). Ao avaliar a capacidade do EB e do EBF em inibir a atividade da enzima
papaina apos o tratamento, o numero de unidades de atividade inibitéria (UAI) do
EBF aumentou, no entanto, para a enzima tripsina de pancreas de porco, ambos
foram eficientes na inibicdo, mas o EBF perdeu 14,39 % de sua atividade inibitéria
apdés a fervura a 100 °C por 10 min (figura 7 A, B). O aquecimento de extratos
vegetais pode enriquecer a presenca de inibidores de tripsina, devido a
desnaturacdo de enzimas presentes no extrato bruto (Benjakul et al, 2000).
Klomklao et al. (2010) avaliaram a extragdo, purificacdo e propriedades de um
inibidor de tripsina do feijao Vigna radiata. Quando o extrato foi aquecido de 60 a 90
°C por 10 min, a atividade inibitdéria especifica se manteve constante, mas na
temperatura de 100 °C a atividade foi reduzida. O tratamento térmico do extrato
deste feijao aumentou a pureza em 2,84 vezes, talvez por acdo do calor sobre
estruturas protéicas compactadas e estabilizadas por ligacoes dissulfeto (Benjakul et
al., 2000; Klomklao et al., 2010).

Quando extrato bruto fervido (EBF) foi submetido a segunda etapa de
purificacdo por uma cromatografia de filtracdo em gel, em uma matriz sephadex G-
100, onde foram obtidos 3 picos (figura 5), de acordo com as analises estatisticas
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apenas a fracdo P1 nao teve efeito estatisticamente significativo sobre as enzimas
papaina e tripsina, considerando P como < 0,001, sendo o grau de confianca de
99,99%. Na separacao protéica do EB, EBF, P1, P2, e P3 foram observadas (figura
6 A e B) bandas majoritarias observadas no EB, EBF e P1, provavelmente
representam subunidades das proteinas oligoméricas de reserva, tipicamente
vicilinas de espécies de leguminosas, com massa molecular entre 66 e 45 kDa
(Shutov et al., 1995). Como o P2 apresentou uma alta atividade inibitéria contra
tripsina, inibiu a atividade da enzima papaina e apresentou apenas trés bandas
protéicas na eletroforese em gel de tricina. A banda majoritaria entre 10,8 e 14,4 kDa
foi retirada do gel e analisada por espectrometria de massas, para identificar o
inibidor ou inibidores de protease presentes no P2. O fragmento peptidico obtido de
tal banda majoritaria com massa aproximada de 13 kDa continha 12 aminoacidos,
com a sequéncia SIPPQCHCADIR, e mostrou similaridade com inibidor de tripsina
de Vigna unguiculata - InProVigungcy (EMBL CAM35517). De acordo com pesquisa
BLAST no banco de dados do NCBI e de alinhamento de sequéncias utilizando
Clustal X, o fragmento encontrado alinhado a outros inibidores de tripsina ja
descritos na literatura (figura 16). Os resultados sugerem que esta proteina se trata
de um inibidor de tripsina pertencente a familia do tipo Kunitz de semente de Clitoria
fairchildiana. A sugestao foi baseada principalmente no peso molecular do CIfTl que
se encaixa mais aos do tipo Kunitz do que nos inibidores do tipo Bowman-Birk, os
quais possuem peso moleculares mais tipicos entre 6-9 kDa. Apesar de ter uma
massa molecular mais prdéxima para os de inibidores de tripsina tipo Kunitz, os
dados do alinhamento mostram grandes semelhangas com a estrutura primaria dos
inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk. A homologia de sequéncia primaria tem
sido, em alguns casos, um critério ndo definitivo de classificagao, como foi o caso de
inibidores de Bowman-Birk, SBBI, que mostraram maior homologia (90%) com
AADO09816.1 (inibidor do tipo Kunitz de Glycine max, leguminosa) com muitos
residuos conservados (Gu et al., 2014) e também com alguns inibidores bifuncionais
de cereais a-amilase / serinica para o qual a sequéncia N-terminal de aminoacidos
mostrou algum grau de homologia com inibidor de tripsina da familia Kunitz de soja
(Hejgaard et al., 1983, Mundy et al., 1984). Godbole et al. (1994) reportaram dois
inibidores de proteases, incluindo um inibidor de tripsina e quimiotripsina, e outro
inibidor de tripsina (tipo Bowman-Birk), com pesos moleculares de 15.000 e 10.500
Da, respectivamente, encontrados em Cajanus cajan. Klomklao et al, (2010)
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relataram que o peso molecular aparente do inibidor de tripsina foi estimado em 14
kDa baseados em gel SDS-PAGE. A massa molecular do inibidor de tripsina de
feijao-bambara (Vigna subterranea) foi de 13 kDa (Benjakul et al., 2000). Foram
observadas duas bandas de atividade inibitéria de tripsina em feijao-de-corda (Vigna
unguiculata) (10 e 18 kDa) e feijao gandula (Cajanus cajan) (15 e 25 kDa) (Benjakul
et al., 2000). Wang et al. (2006) relataram que um inibidor de protease de feijao
mungo (Phaseolus mungo) tinha uma massa molecular de 10 kDa em SDS-PAGE.

Os IPs serinicas isolados de varias sementes de leguminosas pertencem, em
sua maioria, as familias de inibidores do tipo Kunitz e do tipo Bowman-Birk. A massa
molecular de inibidores do tipo Kunitz é de cerca de 20 kDa. Eles contém quatro
residuos de cisteina que formam duas pontes dissulfeto e possuem um Unico sitio
reativo (Richardson, 1991). Os inibidores de Bowman-Birk (BBIs) tem massa
molecular entre 6 e 9 kDa e contém principalmente uma cadeia polipeptidica com
um padrdo conservado e caracteristico de 14 residuos de cisteina que formam sete
pontes de dissulfeto, sdo responsaveis por manter a estabilidade e estrutura dos BBI
(Clemente & Domoney, 2006; Qi et al., 2005). Uma excecao é um inibidor do tipo
Bowman-Birk de 13,600 Da purificado de sementes de Torresea cearensis, que tem
acao sobre tripsina, quimiotripsina e o fator Xll de coagulacao do sangue (Tanaka et
al., 1989). Geralmente possuem dupla cabeca e estdo localizadas nos lados opostos
da molécula, inibindo a tripsina e quimiotripsina de forma independente ou
simultaneamente (Singh & Appu Rao, 2002). Estes sitios inibitérios diferem uns dos
outros no que diz respeito a importancia biolégica (Clemente & Domoney, 2006). O
sitio inibitério de tripsina é associado com a protecdao de plantas contra insetos e
microorganismos. Esta propriedade tem sido explorada no desenvolvimento de
estratégias de controle de inseto (Franco et al., 2003; Pereira et al., 2007).

O isolamento desse inibidor foi continuado através de RP-HPLC, onde foram
obtidas quatorze fragdes, sendo que apenas trés fracbes apresentaram atividade
inibitéria contra tripsina (F10, F11 e F12) e quatro fracdes contra a papaina (F2, F3,
F10 e F13). A fracdo F11 foi selecionada por apresentar uma banda protéica com
massa aproximada de 13 kDa, pela confirmagdo através da anélise por
espectrometria de massas que proporcionou a mesma sequéncia obtida
anteriormente (SIPPQCHCADIR) e foi obtido ainda um segundo fragmento
(SCHSACK). A visualizagdo em gel de SDS-PAGE 12% contendo 0,1% de gelatina

confirmou também que a F11 é um inibidor de tripsina, uma vez que a tripsina nao
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digeriu a gelatina nesta regido, devido a presenca do inibidor. Estes dados estao de
acordo com o ensaio de inibicao da atividade da tripsina in vitro e com a seqiéncia
dos fragmentos de aminoacidos obtidos, sugerindo entdo que a F11 é o CIfTI
(inibidor de tripsina de Clitoria fairchildiana).

Diante desses resultados, a capacidade de inibicao do CIfTI sobre a atividade
de outras enzimas importantes, foi analisada. Nos ensaios realizados in vitro, o CIfTlI
foi capaz de inibir a atividade da tripsina de pancreas de porco na propor¢ao de 1 ug
de proteina do CIfTI (~0,37 uM) para 5 ug de enzima, na presenga do substrato
BApNA. Entretanto, ndo foi capaz de inibir a atividade das enzimas papaina, o-
quimiotripsina, a-amilase, elastase e subtilisina.

A capacidade de inibicao do CIfTI para enzimas intestinais de larvas em 4°
instar (L4) de A. aegypti foi avaliada em ensaios in vitro. O CIfTI (0,37 uM) foi capaz
de inibir 87,93 % a atividade de enzimas intestinais de larvas de A. aegypti. Na
literatura, apesar de varios estudos com A. aegypti e varios estudos com extratos
vegetais, existem poucos relatos com proteinas vegetais purificadas envolvidas nos
mecanismos de defesa, como as lectinas (Coelho et al., 2009; Santos et al., 2012;
Napoleao et al., 2012), proteinas inativadoras de ribossomos — RIPs (Nuchsuk et al.,
2012) e inibidores de proteases (Pontual et al., 2014; Sasaki, 2014; Botelho- Junior
et al., 2014). De forma similar, também ha poucos relatos sobre as enzimas
digestivas de larvas deste inseto, destacando-se os estudos sobre atividades de
proteases serinicas (tripsina, quimiotripsina, elastase e colagenase) (Yang & Davies,
1971a; Kunz, 1978; Horler & Briegel, 1997; Mesquita-Rodrigues et al., 2011; Soares
et al., 2011) e atividade de protease cisteinica do tipo papaina (Nunes et al., 2013).

O primeiro trabalho relatando o efeito de um inibidor de tripsina isolado de flor
de Moringa oleifera (MoFTI) sobre larvas de A. aegypti foi o de Pontual et al., (2014),
em que estes autores avaliaram a capacidade de eclosao dos ovos, a viabilidade de
larvas, a sobrevivéncia de pupas e o crescimento de bactérias habitantes do
intestino médio de larvas de quarto instar (L4) de A. aegypti na presenca de extrato
de flor de M. oleifera e de um inibidor de tripsina com massa de 18,2 kDa, isolado de
M. oleifera (MoFTI). O extrato de flor (em concentracdes de 8,5-17,0 mg/mL) reduziu
a eclosao do ovo e a taxa de mortalidade néo ultrapassou 19,1%. Enquanto MoFTI
(0,05-0,5 mg/mL) nao afetou a eclosdo dos ovos, mas promoveu mortalidade (LCsg
de 0,3 mg/mL) de larvas. Na presenca de MoFTIl, em todas as concentragdes

testadas, as larvas nao passaram do primeiro instar. Também foram investigados os
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efeitos do extrato da flor e do MoFTIl em pupas e os bioensaios mostraram que
ambas as preparacdes nao foram capazes de afetar a sobrevivéncia de pupas.
Tanto o extrato quanto o MoFTlI inibiram o crescimento de bactérias do intestino L4,
mas apenas o inibidor MoFTI mostrou efeito bactericida na concentracdo de 1,0
mg/mL. Sabe-se que as larvas de A. aegypti sintetizam um elevado nivel de enzimas
tipo tripsina, porém, existem também outras proteases, em niveis mais baixos (Kunz
1978; Borovsky & Meola 2004; Venancio et al., 2009). Neste sentido, a morte de
larvas provenientes de ovos de A. aegypti tratados com MoFTI, pode estar ligado ao
bloqueio de enzimas semelhantes a tripsina ou outras proteases essenciais para
nutricao larval desde os primeiros momentos apés a eclosao (Pontual et al., 2014).

Sasaki (2014) investigou os efeitos da exposicao cronica e aguda do inibidor
de protease de semente de Adenanthera pavonina (ApTl) sobre as larvas de A.
aegypti, bem como um possivel mecanismo de adaptacdo. O ApTl em concentracao
nao-letal diminuiu a sobrevivéncia, o peso e atividades proteoliticas do intestino
médio das larvas de A. aegypti. As enzimas digestivas das larvas alimentadas foram
sensiveis ao ApTl e as atividades enzimaticas voltavam ao normal na auséncia de
ApTl; também as enzimas digestivas de larvas ndo foram capazes de degradar o
inibidor. Além disso, os estudos histolégicos demonstraram uma degeneracao das
microvilosidades das células epiteliais do intestino médio na regido posterior,
hipertrofia das células de cecos gastricos € um aumento no espacgo ectoperitréfico.
Ainda neste trabalho, para investigacdo do efeito agudo do ApTI (0,2 mg/mL) sobre
a atividade proteolitica das enzimas digestivas de A. aegypti, usando BApNA e
SAAPFpNA como substratos, foi observada uma reducao significativa na atividade
triptica entre os tratamentos (grupo controle e alimentado) nos instares (L1, L2 e L3),
exceto no L4, onde ndo houve diferenca significativa; o mesmo foi observado para a
atividade quimotriptica.

Em nosso trabalho, o CIfTI na concentracao de 0,37 uM foi capaz de reduzir
87,93% (figura 18) da atividade triptica das enzimas digestivas das larvas no estagio
L4. Niveis semelhantes de inibicado foram relatados para um inibidor de tripsina de
mamona (RcTIl) que promoveu 91 % de inibicdo das proteases intestinais de A.
aegypti quando testado a uma concentragcédo de ~4,5 uM (Silva et al., 2015) . Além
disso, uma lectina isolada a partir de folhas de Myracrodruon urundeuva — aroeira
(MuLL) foi avaliado em relagéo aos seus efeitos sobre as atividades de tripsina de
intestinos de larvas (L4) de A. aegypti (Napoledo et al., 2012). A atividade das
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proteases na presenca de MuLL foi inibida em apenas 30% na concetracao de 4,4
uM. Ambos os exemplos demonstram uma menor eficdcia para inibir enzimas
intestinas de larvas de A. aegyptiem L4, quando comparado com CfITI .

Botelho-Junior et al. (2014) relataram a presenca de sete inibidores de
proteases de folhas de maracuja, e todos foram capazes de inibir a atividade da
tripsina, sendo o PfKTI-1 especifico para tripsina, os PfKTI- 2, 3, 5 e 6 ativos sobre
quimitripsina, e os PfKTI-4 e 7 ativos sobre papaina. Os inibidores também foram
capazes de inibir as proteases do intestino médio de A. aegypti, sendo o PfKTI-7 foi
mais eficiente e os PfKTI-4 e 5 menos eficientes na inibicao destas proteases.

Com a intencéo de visualizacao de quais enzimas eram afetadas na presenca
do CIfTI, foram realizadas zimografias na presenca e na auséncia de CIfTI, PMSF,
EDTA, E-64 e pepstatina-A. No presente trabalho, foram detectadas as atividades
proteoliticas de homogenatos intestinais de larvas de 4° instar durante 1 h de
incubacdo em pH 8,0, o perfil enzimatico, o uso de alguns inibidores, foi semelhante
ao trabalho de Mesquita et al., (2011), no qual observaram seis a oito bandas no
perfil enzimatico de homogenatos intestinas de larvas de A. aegypti, corroborando
com 0s nossos dados. Os autores relataram que a atividade de enzimas intestinais
de larvas de A. aegypti sdo tempo e pH dependentes, sugerindo que as condi¢des
experimentais 6timas para detectar a atividade proteolitica em larvas de diferentes
instares seriam em pH 7,5, por 1 h. Também foram utilizados inibidores de
proteases, comercialmente adquiridos, como o E-64, pepstatina A e PMSF, onde o
E-64 e a pepstatina A nado afetaram a atividade das enzimas intestinais e o PMSF
inibiu a atividade das enzimas. Ao contrario do relatado por estes autores, pepstatina
A reduziu a atividade de uma banda de atividade acima de 95 kDa, a uma
concentragédo de 13,26 uM, concentragdo maior que a usada pelos autores (10 pM),
acreditamos que o efeito ndo foi da pepstatina e sim do DMSO, uma vez que a tal
enzima é dissolvida em DMSO. Também foi testado o EDTA (9 mM) como o inibidor
de metaloproteases, o qual ndo afetou a atividade das enzimas digestivas. Ja o
inibidor isolado neste trabalho, CIfTI, inibiu a atividade de todas as bandas de
atividade do extrato enzimatico (L4) ap6s 16 h de incubacao (figura 19). Nos
primeiros 30 min de incubagdo das enzimas digestivas com o CIfTIl a atividade das
enzimas foram afetadas (figura 20), corroborando com os ensaios in vitro no qual o
CIfTI (0,37 uM) foi capaz de inibir 87,93 % a atividade de enzimas intestinais de

larvas de Aedes aegypti.
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Sasaki et al. (2014) também observaram por zimografia o perfil proteolitico do
extrato de intestino médio de larvas expostas cronicamente ao ApTI por 96 h, dos
grupos controle e alimentado. As amostras foram tratadas com inibidores de
protease antes da corrida eletroforética: TLCK 100 mM (inibidor de tripsina), TPCK
100 mM (inibidor de quimiotripsina) e PSMF 250 mM (serino/cisteino proteases do
inibidor). Os padrbes de atividade de protease resultaram no aparecimento de sete
proteases, tanto no controle quanto no alimentado. Nao foram observadas
diferengas no perfil do grupo controle e do alimentado. Quando os extratos
enzimaticos foram tratados com TLCK, trés bandas foram inibidas, o que sugere a
presenca de trés proteases do tipo tripsina. O perfil proteolitico do controle e das
larvas alimentadas mostra bandas fracamente inibidas por TPCK. No entanto,
quando as amostras foram incubadas com PMSF, todas as bandas foram
aparentemente inibidas, demonstrando uma alta atividade de proteases do tipo
serino / cisteino nos homogenatos intestinais.

Em plantas, inibidores de tripsina geralmente exibem um residuo de lisina na
posicdo P1 no seu sitio reativo, e enzimas do tipo tripsina de insetos,
preferencialmente hidrolisam ligacdes peptidicas envolvendo residuos de arginina
(Hedstrom, 2002; Lopes et al., 2004). Estas caracteristicas permitem que o sitio
reativo do inibidor possa interagir com o sitio ativo da enzima, sem sofrer hidrélise.
Assim, a ingestdo de inibidores de tripsina pode levar ao bloqueio de enzimas
digestivas que afetam a absorcdo de aminoacidos essenciais e matar o inseto por
desnutricao (Paiva et al., 2013).

Além dos testes realizados com A. aegypti, também foi avaliada a acao
antifangica das fragées enriquecidas com inibidores de proteases cisteinicas e
serinicas, sobre o crescimento de células de leveduras C. albicans. Inicialmente, os
ensaios foram realizados com os picos obtidos na cromatografia de exclusédo
molecular P1, P2 e P3. Os picos P1 e P3 inibiram o crescimento das células de C.
albicans, quando comparados com o controle, como pode ser observado na figura 8
A e C. O P3, apesar de apresentar perfil semelhante ao P1, foi testado em
concentracdo muito mais baixa de proteina (3,76 pg/mL, comparada a 15,76 pg/mL
de P1). Também foi possivel observar alteragdes na morfologia das células como a
formacao de pseudohifas (figura 9B) que ndo sdo observadas no controle e também
aglomerados celulares (figura 9 C, D). Na figura 9 C e D também foi possivel

observar aglomerados celulares, mas o numero de células em D é muito menor que
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em A (controle) e em C. Porém, com as fragdes F2, F3 e F13 (figura 21), obtidas em
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC, enriquecidas com cistatinas, nao
foi possivel observar inibigdo do crescimento da levedura C. albicans, nas
concentragdes testadas. Uma cistatina de clara de ovo de galinha mostrou atividade
candidacida, e inibiu completamente o crescimento de isolados de C. albicans em
concentragdes efetivas minimas variando de 0,8 a 3,3 umol L-1. Esta cistatina inibiu
também o crescimento de C. parapsilosis e C. tropicalis em concentra¢des similares,
enquanto C. glabrata foi resistente a cistatina de clara de ovo de galinha
(Koaczkowska et al., 2009). Até o presente momento, esse € o Unico relato na
literatura de acdo candidacida de uma cistatina e nenhum relato para fitocistatinas
foi encontrado.

Nos ensaios realizados com as fracbes F10, F11 (CIfTI) e F12, da
cromatografia de fase reversa, enriquecidas com inibidores de proteases serinicas,
nao foi possivel observar inibicdo do crescimento da levedura C. albicans (figura 22),
nas concentracdes testadas (100 pg.mL™).

Um inibidor de tripsina do tipo Bowman-Birk de sementes de Lens culinaris
com massa de 16 kDa, altamente sensivel ao agente redutor ditiotreitol (DTT), e
ativo contra tripsina e quimiotripsina, ndo exerceu nenhum efeito inibitério sobre
algumas espécies de fungos testadas incluindo Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum e Mycosphaerella arachidicola (Cheung & Ng 2007) .

Alguns estudos tém relatado acado fungicida de inibidores de tripsina e
albuminas 2S (Giudici et al., 2000; Agizzio et al., 2003, 2006; Pelegrini et al., 2006).
Por exemplo, uma proteina antifingica designada como Psc-AFP, com massa
molecular aproximada de 18 kDa, foi isolada a partir de Psoralea corylifolia. Através
da sequéncia parcial do N-terminal, foi constatada homologia com inibidores de
tripsina. O Psc-AFP, na concentragdo de 10 mM, inibiu o crescimento micelial de
Alternaria brassicae, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e Rhizoctonia cerealis,
sugerindo que o Psc-AFP também tem um papel importante na defesa contra
agentes patogénicos (Yang et al., 2006).

Ribeiro et al. (2007) avaliaram a atividade tdxica de uma fragdo rica em
peptideos, chamada F3, obtida em cromatografia de troca ibnica, presentes em
sementes de pimenta (Capsicum annuum L.) contra as espécies de leveduras
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida

tropicalis, Pichia membranifaciens, Kluyveromyces marxiannus e Candida
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guilliermondii; tal fragéo inibiu o crescimento de todas as leveduras citadas. A fracéo
F3 também foi capaz de inibir a acidificagdo do meio, estimulada por glicose, por
células de leveduras de S. cerevisiae e foi capaz de causar varias alteracdes
morfolégicas, tais como desorganizacao da parede celular, formacao de gemas, bem
como a formagé&o de pseudohifas. O inibidor de tripsina presente na F3 foi isolado, e
chamado de CaTl, O efeito desse inibidor foi testado na concentracdo de 16 pg.mL
' contra as leveduras S. cerevisiae e C. albicans, sendo possivel observar um efeito
significativo do CaTl, especialmente contra S. cerevisiae. A diferenga encontrada no
crescimento destas espécies diferentes de levedura pode ser influenciada,
principalmente, pelo desenvolvimento diferenciado de cada célula.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que o inibidor de tripsina
de C. fairchildiana chamado de CIfTl, com massa molecular aparente de 13000 Da,
age especificamente sob a enzima tripsina e pode inibir eficazmente, em testes in
vitro, a maioria das enzimas digestivas de larvas de A. aegypti no quarto estagio de
desenvolvimento. Porém nao foi capaz de inibir o crescimento da levedura C.

albicans.
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7- Conclusao
v O inibidor de tripsina com massa molecular aparente de 13.000 Da de (CIfTI)
que atua especificamente sobre as enzimas semelhantes a tripsina, foi

isolado de sementes de C. fairchildiana.

v A partir desse inibidor foram obtidos dois fragmentos peptidicos de 12 e 7
aminodcidos (SIPPQCHCADIR e SCHSACK) identificados por espectrometria
de massas, similares aos inibidores de tripsina do tipo Bowman-Birk, de Vigna
unguiculata - InProVigungcy (EMBL CAM35517);

v' Fragbes denominadas P1, P2 e P3 obtidas de cotilédones de sementes de C.
fairchildiana alteraram a morfologia das células de C. albicans. Com a
formacao de pseudohifas, aglomerados celulares e redugdo do numero de

células;

v As fragdes F10, F11 e F12 resultantes do fracionamento do pico P2 néo

inibiram o crescimento das leveduras C. albicans;

v' Em testes in vitro, o CIfTI inibiu em 87,93% a atividade de enzimas digestivas

de larvas do mosquito A. aegypti no quarto estagio de desenvolvimento;

v" O CIfTl inibiu seis enzimas digestivas de larvas do mosquito Aedes aegypti

no quarto estagio de desenvolvimento;

v O inibidor PMSF (especifico para proteases da classe serinica), inibiu
completamente a atividade de todas as enzimas digestivas de larvas do
mosquito A. aegypti no quarto estagio de desenvolvimento;

v Os inibidores EDTA (especifico para metaloproteases), pepstatina-A
(especifico para proteases aspaticas) e E-64 (especifico para proteases
cisteinicas) ndo inibiram a atividade das enzimas digestivas de larvas do
mosquito A. aegypti no quarto estagio de desenvolvimento, nas
concentragdes testadas.
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Abstract:

Asces 2egypd, The DANCIDal MOSQUItO vecior of yellow fever, dengue fever and chikungunya fever virus-ransmited ciseases, is an
Insect closely associated WIth humans and their housing habitats. As there is no commercially avallabie vaccine, prevenson is the
most suggested %omm of avoiding cisease spreading and & number of studies are being ceveloped In onter 20 glive SUPPOR %0 vector
comtol operatons. The present study repoms On The icentfcaton of a Yypsin Inhibitor Isciated Tom cotylecons of the Clitorta
falrchilciana amazonic Yee seeds, Which was able %0 recuce Dy £7.93 % the actvity of cigestve enzymes Of fourth Instar A segypl
larva. A paial amino acCic sequence showed stong similanty with sequences Tom several Yypsin Inhibitors aiready repomed In e
literature. The 13,000 Da isciated Innibitor was seen %0 De actve solely against typsin-ike enzymes, neither actng on papain, o-
amylase nor On other senne proteases, Such as elastase, ChymotyPsin Or sUbalisin. At least six fom seven actve cigestve
proteases fom AL 2egypt larvae, visualized Dy ZymMography ., were severely atiected 00N a%er exposed %0 the Inhibitor. The stong
and speciic acuon of the Isolated Inhibitor against Yy psin Cigestve enzymes Of this Insect vecior led us %0 Delleve That this pootein
may De 8 gooC cancicate %or a prospectve altematve Diocontol method

Keyworde: Aeces aegyps, Clitora airchiiciana, Ingect cigestve proteases, micgu larval enzymes, Yy psin Inhibinor.
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