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Resumo 
 

O uso indiscriminado de inseticidas químicos tem causado problemas ambientais, de 

saúde e desenvolvido resistência em insetos. Os compostos naturais de sementes 

que atuam como inibidores de enzimas digestivas estão sendo estudados como uma 

alternativa ao controle químico. Tribolium castaneum, Tenebrio molitor e 

Callosobruchus maculatus são insetos praga que atacam alimentos armazenados e 

o seu controle é fundamental para a agroeconomia. Neste trabalho buscamos isolar 

inibidores de proteases das sementes de Glycine max e avaliar seus efeitos sob as 

enzimas digestivas dos insetos T. castaneum, T. molitor e C. maculatus. As larvas 

de T. castaneum alimentadas com farinha de G. max tiveram os parâmetros de 

sobrevivência e tamanho larval, formação de pupas e emergência de adultos 

afetados negativamente, assim como, a atividade das proteases digestivas serínicas 

e cisteínicas reduzidas. Desta forma, buscamos isolar possíveis inibidores presentes 

na farinha de G. max através da cromatografia de afinidade. A identificação das 

proteínas contidas na fração cromatográfica foi obtida por espectrometria de massas 

que revelou homologia com o inibidor do tipo Kuniz (gi | 13375349 |) de G. max. A 

fração cromatográfica foi capaz de reduzir a atividade das proteases digestivas da 

classe cisteínica de T. molitor e C. maculatus e também a atividade das proteases 

digestivas serínicas e cisteínicas de T. castaneum. Pelo método de zimografia 

reversa foi verificada a capacidade da fração cromatográfica em inibir a atividade 

das enzimas puras papaína e tripsina, sugerindo a presença de dois inibidores 

distintos. Concatenando as análises in vivo e in vitro, as análises in silico de docking 

proteína-proteína, mostraram alta especificidade (ΔG) entre os inibidores de G. max 

e as proteases digestivas do inseto T. castaneum quando comparada aos controles 

positivos depositados no Protein Data Bank (PDB) utilizados nas análises. Desta 

forma, os estudos in vivo, in vitro e in silico foram capazes de mostrar que os 

inibidores presentes nas sementes de G. max podem atuar como um potencial alvo 

biotecnológico para o desenvolvimento de novos métodos de controle natural em 

detrimento ao químico.  

 

Palavras-chave: Glycine max; inibidores de proteaes; Tribolium castaneum; Tenebrio 

molitor; Callosobruchus maculatus 
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Abstract 
 

Indiscriminate use of chemical insecticides has caused environmental, health 

problems and develops resistance insects. Natural compounds of seed that act as 

digestive enzyme inhibitors have been studied as an alternative to chemical control. 

Tribolium castaneum, Tenebrio molitor and Callosobruchus maculatus are insect 

pests that attacks stored foods and their control is fundamental to agroeconomics. In 

this work we sought to isolate protease inhibitors from Glycine max seeds and to 

evaluate their effects under the digestive enzymes of insects T. castaneum, T. molitor 

and C. maculatus. T. castaneum larvae fed with G. max flour had survival and larval 

size, pupae formation and adults emergence parameters negatively affected, as well 

as the reduced serine and cysteine digestive proteases activity. In this way, we 

sought for inhibitors possible to isolate presents in G. max flour by affinity 

chromatography. Identification of proteins in the chromatographic fraction was 

obtained by mass spectrometry that revealed homology with the Kuniz type inhibitor 

(gi | 13375349 |) of G. max. The chromatographic fraction was able to reduce the 

digestive proteases activity of the cysteine class of T. molitor and C. maculatus and 

also the digestive serine and cysteine proteases activity of T. castaneum. The 

chromatographic fraction ability to inhibit the activity of the pure papain and trypsin 

enzymes was verified by the reverse zymography method, suggesting the presence 

of two different inhibitors. Concatenating, in vivo and in vitro analyzes, the in silico 

protein-protein docking analyzes showed high specificity (ΔG) between the inhibitors 

of G. max and the digestive proteases of the insect T. castaneum when compared to 

the positive controls deposited in Protein Data Bank (PDB) used in the analyzes. In 

this way, in vivo, in vitro and in silico studies are able to show that the inhibitors 

presents in G. max seeds can act as a potential biotechnological target for the 

development of new natural control methods in detriment to the chemical. 

 

Keywords: Glycine max; proteases inhibitors; Tribolium castaneum; Tenebrio molitor; 

Callosobruchus maculatus 
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1.0 - Introdução 

1.1 – Soja (Glycine max) 

A soja, Glycine max, é uma das culturas de maior importância e seu cultivo é 

principalmente direcionado a produção de sementes para a formulação de alimentos 

(consumo humano e animal), para os setores industriais e para a fabricação de 

biocombustíveis (CONAB, 2017). Estudos sobre a origem de Glycine max ainda é 

assunto de debates, porém indícios sugerem que Glycine max seja nativa da região 

Central e Norte da China (Hymowitz, 1970; Harrigan et al., 2013). A China foi um dos 

maiores produtores e exportadores mundiais de G. max na primeira metade do 

século 20. Na década de 1950, a produção de G. max teve um aumento significativo 

nos Estados Unidos que na atualidade é o maior produtor mundial de soja. Já na 

década de 1970, o cultivo de G. max se desenvolveu no Brasil, e atualmente, somos 

o segundo maior produtor de soja no mundo (Qiu & Chang, 2010; Harrigan et al., 

2013; CONAB, 2017). Dados de produção de G. max (Tab. 1) mostram os principais 

produtores: Estados Unidos; Brasil; Argentina; China; Índia, Paraguai; Canada e 

outros países (USDA, 2018). 

 

Tabela 1 – Soja (Glycine max): Fornecimento e Distribuição dos principais produtores 
mundiais. Adaptado de USDA (2018). 

Mil toneladas métricas 
Produtores 2013/14 2014/15 2015/16 2016/17 Janeiro 2017/18 Fevereiro 2017/18 

Estados Unidos 91,389 106,878 106,857 116,920 119,518 119,518 

Brasil 86,700 97,200 96,500 114,100 110,00 112,000 

Argentina 53,400 61,400 56,800 57,800 56,000 54,000 

China  11,951 12,154 11,785 12,900 14,200 14,200 

Índia 9,477 8,711 6,929 11,500 10,000 9,500 

Paraguai 8,190 8,154 9,217 10,665 9,400 9,200 

Canadá 5,359 6,049 6,459 6,552 8,000 8,000 

Outros 16,283 19,471 19,220 20,886 21,451 20,501 

 

A importância econômica de G. max está diretamente relacionada aos altos 

teores de óleos (20%) e proteínas (40%) contidas em suas sementes (Fig. 1) (Qiu & 

Chang, 2010). 
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Figura 1 – Composição nutricional de sementes de Glycine max. Fonte: 

content.ces.ncsu.edu/north-carolina-soybean-production-guide. Acessado em: 16/01/2018. 

 

Não menos importante, sementes de G. max, possuem alto teor de 

metabólitos secundários e inibidores de proteases (PIs) com aplicabilidade na área 

farmacêutica (fitoterápicos) e na agricultura (método natural de controle de pragas - 

bioinseticidas) (Messina, 1999; Délano-Frier et al. 2008; Kim et al., 2012; Machado 

et al., 2013).  

 

1.1.1 – Inibidores de proteases (PIs) de Glycine max 

Dentre os diversos tecidos e órgãos das plantas, as sementes se destacam 

por suas riquezas de nutrientes, dentre eles macromoléculas como proteínas, 

carboidratos e lipídios. Dentre essas macromoléculas podemos evidenciar a 

presença de inibidores de proteases (PIs) que possuem função de proteínas de 

reserva, reguladores endógenos e principalmente de defesa contra microrganismos 

e insetos, este sendo amplamente estudado como alternativa ao controle químico 

(inseticidas) com aplicabilidade biotecnológica (Cândido et al., 2011).  

Os inibidores de proteases de plantas (PIs) são classificados de acordo com a 

classe de enzimas inibidas, homologia estrutural/sequencial, número e localização 

de pontes dissulfeto e sítio reativo em: inibidores de proteases serínicas, cisteínicas, 

aspárticas e inibidores de metaloproteases (Tab. 2) (Migliolo 2008).  

Os inibidores de serino proteases mais bem caracterizados em soja são os 

inibidores do tipo Kunitz (KTI) e Bowman-Birk (BBTI) (Kuar et al., 2012; Macedo et 
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al., 2015). O inibidor do tipo Kunitz foi caracterizado e cristalizado em 1947 (Kunitz, 

1947a,b) e o inibidor do tipo Bowman-Birk foi caracterizado em 1946 (Kunitz et al., 

1936; Birk et al., 1963; Birk, 1985). Sementes de G. max possuem maior 

concentração de inibidores do tipo Kunitz (KTI) em relação aos inibidores do tipo 

Bowman-Kirk (BBTI) (Maranna et al., 2016).  

Os KTI de G. max possuem massa molecular em torno de 18-20 kDa, 181 

resíduos de aminoácidos, duas pontes dissulfeto, uma ou duas cadeias 

polipeptídicas e apenas um sítio ativo (Fig. 2). Os inibidores da família do tipo Kunitz 

geralmente, são mais ativos contra proteases serínicas como tripsina, quimotripsina, 

elastase e subtilisina. Porém, eles também podem inibir outras classes de proteases 

como aspártica (catepsina D) cisteínica (catepsina L) e amilases de insetos e plantas 

(Heibges et al., 2003; Gomes et al., 2005). Estudo de cristalografia da família do tipo 

Kunitz revela uma estrutura terciária globular, composta por 12 folhas β-pregueadas 

antiparalelas interligadas por “loops”. A família de inibidores do tipo Kunitz reagem 

com suas enzimas cognatas de forma semelhante à ligação enzima-substrato e essa 

ligação ocorre principalmente através da alça exposta, chamada de canônica que 

está presente em todos os membros da família (Grutter et al., 1998; Bode & Hube, 

1992; Krauchenco et al., 2003) 

Os BBTIs possuem peso molecular em torno de 8-10 kDa, possuem alta 

concentração de pontes dissulfetos (em geral 7, sendo 14 resíduos de cisteína) e 

apresentam dois domínios ativos com capacidade de inibir simultaneamente ou de 

forma independente tripsina e/ou quimotripsina (Fig. 3) (Carlini & Grossi de Sá, 

2002; Srinivasan et al., 2005; Bhattacharyya, Leighton, Babu, 2007). 
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Tabela 2 – Principais famílias de inibidores de proteases de plantas (PIs). Obtido de Miglioto, L. 

(2008). 

Proteases Classe Família de Inibidores 

Serínicas 
Inibidores de 

proteases serínicas 

Bowman-Birk 

Kunitz 

Batata I 

BatataII 

Superfamília de cereais 

Taumatina 

Cisteínicas 
Inibidores de 

proteases cisteínicas 
Fitocistatinas 

Aspárticas 
Inibidores de 

proteases aspárticas 
Inibidores de proteases 

aspárticas 

Metalo-
proteases 

Inibidores de metalo-
proteases 

Inibidores de 
carboxipeptidases A e B 

 

Figura 2 – Estrutura do inibidor de tripsina do tipo Kunitz de Glycine max.  Código de acesso no 
Protein Data Bank (PDB: 1AVU). Seta: Sítio de ligação com a tripsina. As duas pontes dissulfeto em 
destacado pelos resíduos de cisteína.  
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Figura 3 – Estrutura do inibidor de tripsina do tipo Bowman-Birk de Glycine max.  Código de 
acesso no Protein Data Bank (PDB: 1K9B). As sete pontes dissulfeto em destaque na cor vermelha. 

 

Dentre os inibidores de proteases cistéinicas destaca-se a família das 

cistatinas. As cistatinas possuem efeito inibitório sobre as proteases cisteínicas 

endógenas e exógenas sendo uma das proteínas de defesa de plantas que possui 

ação direta sobre as proteases cisteínas contidas no intestino médio das larvas de 

insetos (catepsinas do tipo L) amplamente expressas nos intestinos de Tribolium 

castaneum e Tenebrio molitor. As cistatinas, assim como os inibidores de proteases 

serínicas e cisteínicas, são classificados de acordo com sua massa molecular, 

número de pontes dissulfeto, sitio reativo, homologia estrutural e sequencial. Em 

humanos a família das cistatinas é subdividida em cistatinas I, II e kininogênios 

(Ryan et al., 1990; Richards et al., 2008). Já em plantas as cistatinas são 

pertencentes à família das fitocistatinas. Através de estudo de cristalografia foi 

identificado que as cistatinas possuem uma α-hélice central envolvida por cinco 

folhas β antiparalelas. Na extremidade das folhas β é formado um grampo 

apresentando uma sequência altamente conservada em todas as cistatinas. As 

fitocistatinas são polipeptídios com cadeias desprovidas de pontes dissulfeto (Bode 

& Hube, 1992). As fitocistatinas contemplam um amplo espectro de massa molecular 
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(10 a 87 kDa) . As fitocistatinas de G. max possuem aproximadamente 26 kDa, 

enquanto as  de arroz  têm aproximadamente 12 kDa (Abe et al., 1987; Misaka et al., 

1996). Uma das fitocistatinas mais bem caracterizadas é a cistatina do arroz, 

denominada oryzacistatinas (Fig. 4) (Koia et al., 1998). 

 

 

Figura 4 – Estrutura do inibidor de protease cisteínca do tipo fitocistatina Oryzacistatin-I de 
Oryza sativa L. Código de acesso no Protein Data Bank (PDB: 1EQK). Seta vermelha: estruturas em 
folhas β; seta preta: estrutura em α-hélice e ausência de pontos dissulfeto, são característica de 
inibidores da família das cistatinas. 

 

Swathi et al. (2016) mostraram que o inibidor do tipo Kunitz, CpPi 63, 

purificado de Cajanus platycarpus L. (Fabaceae) foi capaz de inibir proteases 

serínicas do intestino de larvas de Helicoverpa armigera (Lepidóptera). 

Li-Byarlay et al. (2016) mostraram que larvas de Drosophila melanogaster e 

Callosobruchus maculatus quando alimentadas com PIs (BBTI e lectinas) 

apresentaram disfunção estrutural do intestino de forma similar à redução e/ou 

ausência total de alimento, devido ao deplecionamento nutricional ocasionado pelas 

PIs. 

A busca e a utilização de inibidores de plantas contra insetos praga da 

agricultura é pertinente, pois as proteases intestinais dos insetos são indispensáveis 

aos processos de digestão e absorção de nutrientes (Franco et al., 2003; Vinokurov 

et al., 2009; Chapman, 2013). Quando o alimento contendo o inibidor chega ao 

intestino médio dos insetos ocorre a formação do complexo inibidor-protease que 

desativa a ação catalítica das proteases para o processo digestivo. Assim, o 

resultado da inativação de proteases digestivas, afeta diretamente a eficiência da 
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conversão nutricional, reduzindo a massa corporal dos insetos, aumentando o tempo 

de desenvolvimento e podendo levar a morte por déficit nutricional (Macedo et al., 

2015). Portanto, o conhecimento dos mecanismos de ação dos PIs e das proteases 

digestivas de insetos pragas, assim como, o entendimento da especificidade de 

inibição entre inibidor e protease, através de predições, in silico, podem auxiliar na 

indicação de proteínas inibidoras para o desenvolvimento de plantas transgênicas 

que expressem PIs direcionados aos seus principais predadores e em consequência 

reduz a utilização de inseticidas (Sharma, 2005).  

 

1.2 – Insetos 

1.2.1 – Tribolium castaneum  

Inseto pertencente ao filo Artrópoda, classe Insecta, ordem Coleóptera, 

família Tenebrionidae, também conhecido como besouro castanho, é uma das 

espécies de insetos praga mais incidentes entre cereais e produtos estocados, 

possuindo preferência por alimentos farináceos como farinhas de trigo, soja, milho, 

feijão e arroz, sendo incapaz de atacar grãos íntegros ou não danificados (praga 

secundária) (Walter, 1990; Weston & Rattlingourd, 2000; Lorini, 2002; Altincicek et 

al., 2008). Tribolium castaneum é um inseto cosmopolita, preferencialmente, 

encontrado em regiões tropicais e subtropicais (Bell, 2000), podendo também ser 

encontrado em regiões mais frias onde há ambientes com temperatura controlada 

(Tripathi et al., 2001).  

Tribolium castaneum é um inseto holometábolo (ovo, larva, pupa e adulto), 

possui curto ciclo de desenvolvimento, 26-30 dias (ovo-adulto), e alta taxa de 

fecundidade quando em condições ótimas de temperatura, umidade relativa do ar e 

fonte alimentar (Fig. 5) (Dhaliwal et al., 2006).  

Fabres et al. (2014), mostraram que a composição nutricional de diferentes 

dietas baseadas em farinhas de cotilédones de feijão (Phaseolus vulgaris), soja 

(Glycine max) e trigos (Triticum spp.) interferem nos níveis de triacilgliceróis, 

carboidratos e de enzimas digestivas de larvas de T.  castaneum, retardando o 

crescimento larval, a formação de pupas e a emergência e sobrevivência de adultos.  

Scharf et al. (2015), mostraram que a exposição de T. castaneum a dietas 

contendo extrato de levedura nas concentrações de 1 e 10% e a exposição desses 
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insetos a temperaturas de 26 e 34 ºC são capazes de interferir no sucesso 

reprodutivo dos adultos, na incorporação de massa larval e nesses mesmos 

parâmetros para os descendentes, mostrando que as condições parentais são 

capazes de afetar as gerações. 

Apesar do seu curto ciclo de desenvolvimento, os insetos adultos de T. 

castanaeum podem sobreviver até 3 anos (Walter, 1990; Dhaliwal et al., 2006) e 

todos os estágios (ovo, larva, pupa e adulto) são encontrados imersos no alimento, 

sendo a fase alimentar, os estágios de larva e adulto (Karunakaran et al., 2004). A 

presença de todos os estágios na mesma fonte alimentar provoca a contaminação 

dos produtos com fezes, partes de insetos e secreções que alteram a coloração e o 

odor dos produtos reduzindo a qualidade e consumo dos mesmos (Bagheri-Zenouz, 

1995; Pedrini et al., 2015). Em alguns casos, as secreções contidas nos alimentos 

contaminados por T. castaneum são capazes de desenvolver respostas alérgicas, 

mas não são capazes de disseminar doenças (Alanko et al., 2000). 

Características como curto ciclo de desenvolvimento, alta taxa de 

fecundidade, adaptação a diferentes dietas e temperaturas facilitaram a utilização de 

T. castaneum em condições laboratoriais, tornando-o modelo para estudos em 

insetos praga, principalmente, a partir de 2008, quando T. castaneum foi o primeiro 

coleóptera com genoma sequenciado (Richards et al., 2008), o que facilitou a 

utilização de ferramentas genéticas como mutações sítio dirigidas (Lorenzen et al., 

2007), DNAs satélites (Feliciello et al., 2015), RNA de interferência, RNAi (Miller et 

al., 2012; Perkin et al., 2017) e mais recentemente, a CRISPR/Cas9 (Evans, 2017; 

Sun et al., 2017) tornando-o modelo para estudos genéticos e ampliando a 

compreensão da funcionalidade de genes envolvidos tanto no desenvolvimento, 

evolução (Lee et al., 2013; Ribeiro et al., 2017), quanto na expressão de proteínas 

intestinais, esta de crucial importância para a compreensão da relação 

inseto/ambiente (Morris et al., 2009) .   

Atualmente, o principal método de controle do inseto T. castaneum é o 

controle químico, ocorrendo através da utilização de inseticidas e de fumigantes 

como DDT e fosfina, respectivamente (Liang et al., 2017; Oppert et al., 2015). No 

entanto, a utilização indiscriminada destes compostos tem ocasionado problemas 

ambientais afetando espécies não alvo e desenvolvido resistência em várias 

espécies de insetos como T. castaneum, Rhyzopertha dominica e Cryptolestes 
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ferrugineus (Nattudurai et al., 2012; Opit et al., 2012, Schlipalius et al., 2012; Nayak 

et al., 2013; Chen et al., 2015; Danga et al., 2015). Desta forma, novas estratégias 

de controle devem ser elaboradas para minimizar os danos gerados pelo controle 

químico como a utilização de bioinseticidas que utilizem em suas formulações 

compostos provenientes de plantas, como os inibidores de proteases (PIs) (Carlini & 

Grossi de Sa, 2002). 

 

 

 

Figura 5 - Esquema representativo do ciclo de vida do inseto T. castaneum. Representação dos 
quatro estágios de desenvolvimento de T. castaneum (ovo, larva, pupa e adulto). Disponível em: 

http://entnemdept.ufl.edu/creatures/urban/beetles/red_flour_beetle.htm Acessado em: 16/01/2018. 

 

1.2.2 – Tenebrio molitor 

Inseto pertencente à família Tenebrionidae que assim como T. castaneum, 

possui distribuição cosmopolita e é considerado uma praga de produtos estocados 

alimentando-se de farinhas e farelos, sendo incapaz de se alimentar de grãos 

íntegros (praga secundária) (Cotton, 1956; Ramos-Elorduy et al., 2002). Tenebrio 

molitor também possui importância como aditivo alimentar para diversos animais 

como pássaros, peixes, répteis e até mesmo humanos devido ao seu alto valor 

proteico (Ress, 2004; Gomez et al., 2013; Simmons et al., 2013).  

Exsúvia 

Adulto 

Ovos 

Larva 

Pupa 
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O ciclo de vida de T. molitor, assim como T. castaneum, possui 

desenvolvimento holometábolo (ovo, larva, pupa e adulto), mas diferencia-se deste 

em alguns parâmetros como: tamanho; ciclo de vida mais longo (16-88 semanas) e 

sobrevivência dos adultos (2-3 meses) (Tab. 3 e Fig. 6) (Howe, 1956; Ludwig & 

Fiore, 1960; Martynov et al., 2015). 

T. molitor é amplamente utilizado como modelo nas áreas de bioquímica, 

evolução, imunologia e fisiologia, porém pouco se sabe sobre a genética deste 

inseto (Park 2011; Dobson et al., 2012; Liu & Wang, 2014; Jacobs et al., 2017). 

 

 

Tabela 3 - Características de ciclo de vida e desenvolvimento dos insetos T. molitor e T. 
castaneum. Adaptado de Martynov et al., 2015. 

Característica T. molitor T. castaneum 

Tamanho Larva em média 30 mm Larva em média 6 mm 

Período Larval 120-629 dias (21 instars ou mais) 22-100 dias (5-11 instars ou mais) 

Ciclo de vida 
16-88 semanas (adultos vivem de 2-

3 meses) 
4-12 semanas (adultos vivem de 1-3 

anos) 

 

 

Figura 6 - Insetos adultos de Tenebrio molitor e Tribolium castaneum. Tenebrio molitor (A) e 
Tribolium castaneum (B). Disponíveis em: http://www.thewcg.org.uk/tenebrionidae/0228G.htm (A); 
https://www.uniprot.org/taxonomy/188756 (B). Acessado em: 23/03/2018. 

 

Yang et al. (2015), mostraram que larvas de T. molitor são capazes de 

degradar poliestireno (Fig. 7), sem influenciar na sobrevivência larval (período 

avaliado, 30 dias), gerando biomassa através da biodegradação devido a presença 

da bactéria intestinal Exiguobacterium sp., linhagem YT2, que foi depositada no 

General Microbiological Culture Collection Center, na China (CGMCCC 10521), 
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possibilitando que ferramentas biotecnológicas sejam desenvolvidas no intuito de 

minimizar a contaminação ambiental. 

McGonigle et al. (2016), utilizaram larvas de T. molitor como modelo de 

sistema imune inato para demonstrar que a bactéria Staphylococcus aureus JLA 

513, é capaz de se manter viável, extracelularmente e intracelularmente, até 21 dias 

após a infecção, ampliando a janela de estudos de persistência da bactéria que era 

um pouco acima de 24 h. Assim, somando conhecimentos sobre infecções crônicas 

por S. aureus e possibilitando o desenvolvimento de novas estratégias de controle 

tanto para S. aureus como para outros modelos de patógenos letais. 

T. molitor não possui genoma sequenciado (Oppert et al., 2012), mas possui o 

sequenciamento completo do genoma mitocondrial (mitogenoma), que contribui 

significativamente, nas áreas de arquitetura de genes, genética de populações, 

desenho de primers e evolução molecular (Liu & Wang, 2014). T. molitor também 

possui vários transcriptomas envolvendo sua fisiologia digestiva (Gazara et al., 2017; 

Oppert et al., 2017) e também seu sistema imune inato (Zhu et al. 2013; Johnston, 

Makarova, Rolff, 2014). 

 

 

Figura 7 - Larvas de T. molitor se alimentando de poliestireno. Obtido de Yang et al. (2015). 

 

O controle de T. molitor, assim como de T. castaneum, é realizado 

predominantemente, através de inseticidas e fumigantes químicos como metil 

brometo e fosfina (Arthur, 1996). Porém, a crescente utilização destes compostos 

para o controle de pragas, principalmente, de insetos praga, tem gerado problemas 

ambientais e desenvolvido resistências em várias espécies de insetos (Shaaya et al., 

1997; Isman, 2006; Wang et al., 2010). Assim, novos estudos estão sendo 
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conduzidos para o desenvolvimento de bioinseticidas utilizando compostos 

secundários de plantas (alcaloides, terpenos, compostos fenólicos) e inibidores de 

proteases (PIs), direcionados as principais vias metabólicas e proteases intestinais 

destes insetos (Ryan, 1990; Lu et al., 1998; Cosimi et al., 2009).  

Wang et al. (2015), mostraram que óleos essenciais extraídos das folhas de 

Citrus limonum (Rutales: Rutaceae), Cymbopogon citratus (Ranales: Lauraceae), 

Litsea cubeba (Ranales: Lauraceae) e Muristica fragrans (Magnoliales: 

Myristicaceae) foram capazes de matar larvas de T. molitor (10º instar) em 24 e 48 

h, em testes de contato, também apresentaram ação repelente sobre as larvas e 

ação fumigante sobre as larvas e adultos de T. molitor. L. cubeba e C. limonum 

foram capazes de prolongar o desenvolvimento larval, em relação ao controle (52,9; 

52,3 e 39,9 dias, respectivamente). L. cubeba e C. limonum reduziram o tamanho e 

o tempo de desenvolvimento das pupas formadas, em relação ao controle (6,2; 6,3 e 

7,4 dias, respectivamente).  L. cubeba (6,3 dias) foi capaz de prolongar o estágio de 

ovo, em relação ao controle (5,2 dias). Os adultos não apresentaram diferenças 

significativas em relação ao tempo de desenvolvimento quando comparados ao 

controle. As gerações tiverem seu desenvolvimento prolongado em relação ao 

controle (95,7 dias), L. cubeba (105,3 dias) e C. limonum (106,3 dias), mostrando 

mais uma vez que as condições parentais são capazes de afetar as gerações. 

 

1.2.3 – Callosobruchus maculatus 

Inseto pertencente ao filo Artrópoda, classe Insecta, ordem Coleóptera, 

família Crisomelidae, subfamília Bruchinae. Callosobruchus maculatus possui 

distribuição cosmopolita, é considerado um inseto praga de grãos estocados, 

alimentando-se diretamente dos grãos (praga primária) (Ress, 2004). O ataque dos 

grãos por C. maculatus afeta drasticamente o peso seco, a germinação, reduz o 

valor nutricional e o valor de mercado tornando-os impróprios para o consumo 

humano e a agricultura (plantio) (Oke & Akintude, 2013). A infestação por C. 

maculatus é capaz de ocasionar perda total dos grãos armazenados em torno de 3 a 

6 meses (Gbay & Holloway, 2011; Tripathy, 2016). C. maculatus ataca várias 

leguminosas como feijões do gênero Vigna (Vigna radiata, Vigna mungo, Vigna 

unguiculata), soja (Glycine max), fabáceas como ervilha (Cajanus cajan), grão-de-
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bico (Cicer arietinum) e outros grãos de importância agroeconômica (Ahmed et al., 

1989; Dongre et al., 1993; Shaheen & Khaliq, 2005; Tuda et al., 2005). 

C. maculatus possui desenvolvimento holometábolo (Fig. 8) e a infestação 

inicia-se com a postura dos ovos pelas fêmeas sobre o tegumento dos grãos e, 

aproximadamente 6 dias após a oviposição (DAO), ocorre a eclosão dos ovos e a 

larva penetra no interior dos grãos deixando uma região mais fragilizada no 

tegumento (Fig. 9) por onde os adultos irão emergir (Devi & Devi, 2014). Os instars 

larvais, a formação de pupas e a emergência dos adultos ocorrem no interior dos 

grãos. As larvas constroem verdadeiras galerias no interior dos grãos antes de 

atingirem o estágio de pupa e por estas galerias que os adultos irão emergir (Brier, 

2007). O ciclo de vida de C. maculatus dura em torno de 28-30 dias em condições 

de 30 ºC e 70% de humidade relativa do ar (Cruz et al., 2016). Os insetos adultos de 

C. maculatus sobrevivem em média 7 dias em condições laboratoriais, podendo 

chegar a 2 semanas. Os insetos adultos não se alimentam dos grãos, podendo se 

alimentar de pólen e néctar das flores, quando em campo, sendo seu sucesso 

reprodutivo definido pelas fontes nutricionais, as quais tiveram acesso durante o 

período larval (Brier, 2007; Guedes et al., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Esquema do ciclo de vida do inseto Callosobruchus maculatus. Representação dos 
quatro estágios de desenvolvimento de C. maculatus (ovo, larva, pupa e adulto). Início do ciclo 
de vida com a postura dos ovos sobre o tegumento da semente (0). Disponível em: 
http://bmdtran.net/cowpea/english/background.htm. Acessado em: 16/01/2018. 
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Figura 9 - Estágios de desenvolvimento e danos ocasionados aos grãos pelo inseto 
Callosobruchus maculatus. Inseto adulto Callosobruchus maculatus (A). Setas: Ovo (*) Região 
translúcida deixada pela penetração da larva (**) Larva no interior do tegumento (***) Dano 
ocasionado ao grão pela emergência do adulto (****) (B). Disponíveis em: 
https://www.biolib.cz/en/image/id304537/(A);https://www.oekolandbau.de/erzeuger/pflanzenbau/allge
meiner-pflanzenbau/pflanzenschutz/schaderreger/vorratsschaedlinge/chinesischer-bohnenkaefer-
vierfleckiger-bohnenkaefer-gattung-callosobruchus/ (B). Acessado em: 16/01/2018. 

 

C. maculatus está emergindo como modelo para estudos na área de ecologia, 

evolução e fisiologia digestiva, porém como T. molitor, não tem genoma 

sequenciado possuindo transcriptomas que compreendem estágios de 

desenvolvimento como o estágio embrionário (Benton et al., 2016); a sua fisiologia 

digestiva e o De Novo transcriptoma que é a montagem de sequências para a 

criação de transcriptomas sem o auxílio de um genoma de referência  para estágios 

como larva, pupa e adulto (Pedra et al., 2003; Chi et al., 2009; Sayadi et al., 2016).   

Os métodos de controle empregados para C. maculatus não diferem dos 

métodos atualmente empregados para o controle de insetos pragas, ou seja, a 

utilização de inseticidas e fumigantes (Jackai & Adalla, 1997). Os danos e os custos 

gerados por estes métodos impulsionam pesquisas para a utilização de compostos 

provenientes de plantas (bioinseticidas) com ação direcionada as vias metabólicas 

essenciais destes insetos com o intuito de minimizar os danos gerados ao meio 

ambiente, à saúde, a persistência e a ressurgência de insetos pragas (Brent & 

Hollomon, 1998; Sivakumar et al., 2010; Jaya et al., 2014).  

Pandey, Palni, Tripathi (2014), mostraram que o óleo essencial proveniente 

da planta Chenopodium ambrosioides L. (Família: Chenopodiaceae), erva-de-santa-

maria, apresentou 100% de atividade repelente contra C. maculatus e C. chinensis 

quando comparado a outros 35 óleos essenciais de plantas, sendo uma alternativa 

viável, barata e “eco-friendly” para o controle destes e de outros insetos praga.  
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El-latif (2015), mostrou que o inibidor de cisteino protease presente nas 

sementes de cevada (Hordeum vulgare), variedade Giza 123, foi capaz de inibir a 

atividade da protease cisteínica digestiva de C. maculatus tanto in vivo quanto in 

vitro. In vivo, os efeitos da inibição prolongaram o tempo de desenvolvimento, 

reduziram a taxa de fecundidade, porém não afetaram a longevidade dos adultos e 

nem o seu peso seco. 

 

1.3 – Sistema Digestivo de insetos 

O canal alimentar de insetos é composto por três regiões: intestino anterior 

(Foregut), intestino médio (Midgut) e intestino posterior (Hindgut) (Fig. 10). O 

intestino anterior está relacionado com a absorção e condução do bolo alimentar 

para o intestino médio. O intestino médio é o principal sítio de digestão e absorção 

de nutrientes e o intestino posterior está relacionado com a excreção das secreções 

provenientes dos túbulos de Malpigui e os resíduos não digeridos provenientes do 

intestino médio (Chapman, 2013; Castagnola & Jurat-Fuentes, 2016). 

O intestino médio, em alguns insetos, é revestido por uma camada acelular, 

denominada matriz peritrófica ou membrana peritrófica (MP), que é composta por 

fibrilas de quitina embebidas em uma matriz glicoproteica. A MP possui quatro 

funções importantes no processo digestivo de insetos que são: proteção contra 

danos mecânicos entre o epitélio digestivo e o bolo alimentar; compartimentalização 

de enzimas e/ou produtos da digestão; neutralização de toxinas e barreira de 

proteção contra a entrada de patógenos (Hegedus et al., 2009).  

 

 

Figura 10 - Divisão geral do intestino de insetos. Principais regiões do intestino: anterior 
(Foregut), médio (Midgut) e posterior (Hindgut). Seta: MP (matrix peritrófica), localizada no 

intestino médio. Adaptado de Castagnola & Jurat-Fuentes, 2016.  
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A digestão em insetos ocorre em três fases: inicial, intermediária e final. Na 

fase inicial ocorre a redução da massa molecular dos polímeros através da ação de 

enzimas como α-amilases, celulases e proteinases. Na fase intermediária estão 

presentes dímeros ou oligômeros como maltose, celobiose e dipeptídeos derivados 

da hidrólise do amido, celulose e proteínas, respectivamente. E na fase final os 

dímeros provenientes da fase intermediária são clivados por maltases, celobiases e 

dipeptidases (Terra, 1988; Terra & Ferreira et al., 1994; Chapman, 2013).  

O conjunto de proteases e enzimas digestivas de insetos devem estar 

organizadas e compartimentalizadas em regiões específicas no interior do intestino 

médio onde possuam condições ótimas como de pH para a sua perfeita atividade 

(Dunse et al., 2010). Dentre as principais proteases digestivas de insetos 

encontramos as proteases serínicas (como tripsina e quimotripsina), cisteínicas 

(como as catepsinas O, B, L, K e H), aspárticas (como a catepsina D) e 

metaloproteases (Tab. 4) (Bode & Huber, 1992; Terra & Cristofoletti, 1996; 

Prabhakar et al., 2007).  

No processo digestivo de insetos, as proteases cisteínicas estão envolvidas 

no processo digestivo, na degradação de vitelo e na metamorfose (Cristofoletti, 

Ribeiro, Terra, 2005). As proteases serínicas além de estarem envolvidas em 

processos digestivos também estão presentes na ecdise, metamorfose e processos 

imunológicos como melanização e expressão de peptídeos antimicrobianos 

(Broehan et al., 2010). 

 

Tabela 4 - Classes de ptoteases (Adaptado de Oliveira et al., 2003). 

Proteases 
Aminoácido 

no sítio 
ativo 

pH Proteínas 

Serino proteases Ser; His 7-9 Tripsina, quimotripsina, elastase, catepsina G 

Cisteino proteases Cys 4-7 Papaína, Ficina, Bromelina, catepsinas B, C, H, K 

Aspático proteases Asp; Try abaixo de 5 Catepsina D e E, Renina, pepsina 

Metaloproteases ion Metal 7-9 Carboxepeptidas A e B, aminopepetidases 

 

Análises de transcriptomas e proteomas de intestino de insetos sugerem que 

vários genes que codificam proteases são reguladas positivamente ou 

negativamente em resposta as diferentes dietas (Zhu-Sazman et al., 2003; Morris et 

al., 2009; Perkin et al., 2016). 
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Richards et al. (2008) mostraram através do sequenciamento do genoma de 

T. castaneum que os insetos pertencentes a família Tenedrionidae, como o próprio 

T. castaneum e T. molitor, possuem um complexo arsenal de proteases digestivas 

que englobam genes que codificam as catepsinas do tipo B, L, e serino proteases 

(tripsinas e quimotripsinas). Especificamente, T. castaneum possui genes que 

codificam catepsinas do tipo F, B, L e pela primeira vez descrito em insetos, as 

catepsinas do tipo O e K. Quando comparada a expressão de genes das principais 

classes de proteases digestivas (cisteínica, serínica e aspártica) entre T. castaneum, 

Apis melífera, Anopheles gambiae e Drosophila melanogaster, T. castaneum, 

apresentou o maior índice de expressão de genes de proteases da classe cisteínica 

dentre os demais insetos (Fig. 11). Tal característica pode estar relacionada à 

eficiência de proteases cisteínicas na digestão de proteínas contidas nos grão de 

cereais, uma das principais fontes alimentares de T. castaneum e também na 

adaptação frente ao grande número de inibidores de proteases serínicas contidas 

nos grãos de cereais (Goptar et al., 2012). 

Oppert et al. (2005), sugerem que T. castaneum possui a capacidade de 

modular a expressão de proteases digestivas das classes cisteínica e serínica de 

acordo com a presença de inibidores classe-específicos contidos na dieta. Oppert et 

al. (2010), mostraram através de microarray análise que larvas alimentadas com os 

inibidores, trans-Epoxisuccinil-L-leucilamido (4-guanidina) butano, E-64 (inibidor de 

proteases cisteínicas), SKTI (inibidor de protease serínica do tipo Kunitz de soja) e 

sua combinação foram capazes de regular positivamente e negativamente a 

expressão dos genes de proteases digestivas, confirmando a capacidade de T. 

castaneum em modular a expressão de suas proteases frente a inibidores. 

Oppert et al. (2017) na busca por genes ortólogos entre T. castaneum e T. 

molitor localizaram vários genes codificantes de proteases e enzimas com função 

crítica no metabolismo digestivo e dentre eles a catepsina L (T. castaneum, 

Tc110001,  e seu ortólogo, TmL13, em T. molitor), confirmando a funcionalidade e a 

ancestralidade deste gene, dado também evidenciado por Martynov et al. (2015). 

Richards et al. (2008) também na busca por genes ortólogos entre T. castaneum e 

Drosophila melanogaster localizaram vários genes com função no metabolismo 

digestivo (Tab. 5). 
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Proteases cisteínicas são ativas em pH levemente ácido e são inativadas 

irreversivelmente, em pH neutro (Turk et al., 2012). O sistema digestivo (intestino 

médio) de T. castaneum e T. molitor são compartimentalizados em uma região 

anterior ácida, pH 5,6, que secreta a maior concentração de proteases cisteínicas e 

uma região posterior levemente alcalina, pH 7,9, onde estão concentradas as 

proteases serínicas (Terra & Cristofoletti, 1996; Prabhakar et al., 2007; Vinokurov et 

al., 2009).   

 

Figura 11 - Número total de proteases aspártica, cisteínica e serínica em diversas espécies de 
insetos. Obtido de Richards et al. (2008). 
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Tabela 5 - Genes mais expressos de proteases digestivas de Tribolium castaneum e seus 
ortólogos em Drosophila melanogaster. Adaptado de Richards et al. (2008); Martynov et al. (2015) 
e Perkin et al. (2016). 

Tribolium gene 
Drosophila 

ortólogo 
Atividade  

TC11001 CG6692-PC Catepsina L 

TC11000 TC07214 Catepsina L 

TC02952 CG10992-PA Catepsina B 

TC02953 CG10992-PA Catepsina B 

TC07214 CG12163-PB Catepsina O 

TC13582 CG5367-PA Catepsina K 

 

 

Silva et al. (2001), mostraram que larvas de C. maculatus concentram grande 

quantidade de proteases cisteínicas em seu sistema digestivo em relação a larvas 

de Zabrotes subfasciatus. Essa diferenciação ocorre devido à adaptação de C. 

maculatus a alimentação rica em inibidores de serino proteases, sendo a utilização 

de proteases cisteínicas e aspárticas essenciais ao metabolismo digestivo deste 

inseto.  

Estudos mostram que a concentração de proteases aspárticas no sistema 

digestivo de larvas de C. maculatus equivale a 10% da atividade do pool de 

proteases digestivas e que esta porcentagem pode aumentar diante dietas contendo 

concentrações elevadas de inibidores de proteases cisteínicas, sugerindo que as 

proteases aspárticas em C. maculatus possuem um papel protetivo/adaptativo frente 

a inibidores de cisteíno proteases contidos nas sementes (Zhu-Salzman et al., 

2003).  

Armirhusin et al., 2007, mostraram que a combinação de inibidores de 

proteases cisteínica, aspártica e serínica (recombinante do inibidor de protease 

cisteínica de G. max, scN; inibidor de proteases aspártica, Pepstatina, e inibidor de 

protease serínica de G. max, Kunitz) possuem ação mais efetiva sobre o tempo de 

desenvolvimento das larvas de C. maculatus do que quando isolados. 

Nogueira et al. (2012) mostraram que a ingestão do inibidor de protease 

cisteínica (cistatina, isolado do ovo de galinha) é capaz de aumentar o tempo de 

desenvolvimento das larvas, mas não afeta significativamente, a mortalidade, devido 

a adaptação do perfil de expressão de proteases como mostrado por Armirhusin et 
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al. (2007). E que larvas alimentadas com a cistatina tiveram o proteoma do epitélio 

intestinal e de seu conteúdo (intestino médio) modificados diante o PI.  

De Novo Transcriptoma de C. maculatus anotou mais de 40% dos genes com 

similaridade sequencial com T. castaneum (Fig. 12). Em larvas de C. maculatus 

genes relacionados à digestão enzimática foram os mais expressos, sendo o gene 

codificante da protease cisteínica, catepsina B-tipo 2, (TR55315|c3_g1_i2), um dos 

mais expressos e exclusivo do estágio larval. Este mesmo gene também possui altos 

níveis de expressão em larvas de T. castaneum (Sayadi et al., 2016). 
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Figura 12 – Principais genes anotados de Callosobruchus maculatus avaliados através de BLAST do banco de dados não redundantes do National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) e sua distribuição entre as espécies. Obtido de Sayadi et al. (2016).
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2.0 - Objetivos 

2.1 – Objetivo geral 

Isolamento de inibidores de proteases de cotilédones de sementes de Glycine 

max e a avaliação dos seus efeitos sobre enzimas digestivas dos insetos Tribolium 

castaneum, Tenebrio molitor e Callosobruchus maculatus. 

 

 

 
2.2 – Objetivos específicos  

 
 

 Avaliar o desenvolvimento do inseto T. castaneum alimentado com a farinha 

de cotilédones de sementes de G. max; 

 Avaliar as atividades das enzimas digestivas, cisteínica e serínica, das larvas 

após alimentação; 

 Isolar e caracterizar inibidores de proteases de cotilédones de sementes de 

G. max; 

 Avaliar os efeitos in vitro dos inibidores de proteases sobre as atividades das 

proteases cisteínicas e serínicas dos insetos e  

 Analisar, in silico, as interações moleculares entre os inibidores de proteases 

de G. max com proteases digestivas do inseto T. castaneum. 
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3.0 – Materiais e Métodos 

3.1 – Obtenção das sementes e farinha 

3.1.1 – Vigna unguiculata, Glycine max e Triticum spp. 

As sementes de feijão, Vigna unguiculata (cv fradinho), e de soja, Glycine 

max, assim como, a farinha de trigo branco, Triticum spp., foram obtidas 

comercialmente. As sementes de V. unguiculata e G. max foram armazenadas a -20 

ºC por 3 dias antes da utilização. Posteriormente, as sementes de V. unguiculata 

foram mantidas a temperatura ambiente por 24 h e utilizadas como fonte alimentar 

pelos besouros C. maculatus. As sementes de G. max foram descascadas e os 

cotilédones trituradas e peneiradas até a obtenção de uma farinha. A farinha de trigo 

branco, Triticum spp. foi mantida a -70 ºC por 24 h e subsequentemente, 24 h, em 

estufa a 60 ºC, para esterilização. Antes da utilização a farinhas de Trtiticum spp. foi 

peneiradas em peneiras de 0,3 mm.  

 

3.2 – Insetos 

3.2.1 – Callosobruchus maculatus 

Os insetos C. maculatus foram mantidos no insetário do Laboratório de 

Química e Função de Proteínas e Peptídeos da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro (LQFPP/UENF) em BOD com temperatura de 28 ºC, 

umidade relativa do ar, 60%, e período de 24 h escuro. Como fonte alimentar foi 

utilizada as sementes de feijão de corda, Vigna unguiculata (cv fradinho).  

 

3.2.2 – Tribolium castaneum e Tenebrio molitor 

Os insetos T. castaneum e T. molitor foram mantidos no insetário do 

Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos da Universidade 

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (LQFPP/UENF), em BODs distintas, 

ambas com temperatura a 30 ºC, umidade relativa do ar 70 % e período de 24 h 

escuro. Como fonte alimentar foi utilizada 100 % de farinha de trigo branco, Triticum 

spp. 
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3.3 – Efeito da farinha de cotilédones de G. max sobre os parâmetros de 

desenvolvimento (sobrevivência larval, tamanho larval, formação de pupas e 

adultos) do inseto T. castaneum 

Para avaliação da influência da farinha de G. max sob os parâmetros de 

desenvolvimento, ovos de 0-24 h foram coletados e dispostos em potes individuais 

contendo farinha de trigo branco, Triticum spp. e farinha de G. max, na proporção de 

10 ovos para 1 g de farinha (total 10 g de farinha). A sobrevivência larval foi avaliada 

com 11 e 17 dias após a eclosão (DAE) através da contagem das larvas vivas, a 

partir do número inicial de ovos (100 ovos). O parâmetro de tamanho larval, foi 

avaliado no mesmo intervalo, 11 e 17 DAE, através do programa ImageJ. O 

parâmetro de acompanhamento da formação de pupas foi iniciado com 18 DAE, 

sendo os dados coletados no intervalo de 4 em 4 dias. A avaliação do parâmetro de 

formação de adultos foi realizada simultaneamente a formação de pupas, iniciando 

em 18 DAE e se estendendo até o 58º DAE. O parâmetro de formação de adultos foi 

avaliado no mesmo período. As pupas e os adultos formados durante todo do 

experimento foram coletados e colocados em potes distintos (pupas, adultos) para 

prevenir o canibalismo larval sobre os demais estágios. Os experimentos foram 

realizados em triplicata experimental e biológica. 

 

3.4 – Efeito da dieta contendo farinha de cotilédones de G. max sob a atividade 

das proteases digestivas de T. castaneum 

3.4.1 – Atividade de protease cisteínica 

Larvas de 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 DAE alimentadas com as farinhas de trigo 

branco, Triticum spp. e G. max foram homogeneizadas em tampão citrato-fosfato 

(fosfato de sódio 100 mM, citrato fosfato 100 mM, Triton X-100 0,1 %, e DTT 1,5 

mM), pH 5,6, na proporção de 0,6:110 (peso/volume), agitadas por 1 h a 4 ºC, 

centrifugadas a 2.000 x g por 5 min e o sobrenadante coletado para a atividade 

enzimática. O ensaio foi realizado baseado na metodologia descrita por Michaud et 

al. (1996) utilizando uma curva padrão de papaína e azocaseína como substrato 

enzimático. O ensaio foi realizado utilizando 30 µL do extrato das larvas mais 80 µL 

da solução de azocaseína a 1% e 10 µL de tampão citrato-fosfato, pH 5,6, e, 

posteriormente, incubação em banho-maria por 1 h. Após, a incubação foi 
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acrescentado 300 µL de TCA 10% para precipitação de proteínas e em seguida, as 

amostras foram centrifugadas por 2 min a 3000 x g. Após a centrifugação foram 

coletados 350 µL do sobrenadante e misturados a 300 µL de NaOH 1 M. A leitura 

das amostras foi realizada no comprimento de onda de 440 nm. 

 

3.4.2 – Atividade de protease serínica 

Larvas de 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 DAE alimentadas com as farinhas de trigo 

branco, Triticum spp. e G. max foram homogeneizadas em tampão Tris-HCl, pH 8,0, 

na proporção de 1:110 (peso/volume), agitadas por 1 h a 4 ºC, centrifugadas a 2.000 

x g por 5 min e o sobrenadante coletado para a atividade enzimática. O ensaio foi 

realizado baseado na metodologia descrita por Demartini et al. (2007) utilizando uma 

curva padrão de tripsina (Sigma-Aldrich/ MERCK) e BApNA como substrato 

enzimático. O ensaio foi realizado misturando-se 50 µL de cada extrato (G. max e 

larvas) e incubando-os por 1 h a 37 ºC. A reação foi parada com 150 µL de ácido 

acético 30%. A leitura das amostras foi realizada no comprimento de onda de 440 

nm. 

 

3.5 – Efeito inibitório, in vitro, do extrato proteico de farinha de G. max sob a 

atividade de proteases cisteínicas e serínicas do intestino larval de T. 

castaneum 

3.5.1 – Atividade Antipapainásica 

Os intestinos de larvas 15 DAE, alimentadas com a farinha de trigo branco 

(Tr) foram dissecados e homogeneizados em tampão citrato-fosfato, pH 5,6, na 

proporção de 5 intestinos para 400 µL de tampão e agitados por 1 h a 4 ºC e 

posteriormente, centrifugados a 2.000 x g por 5 min. A farinha de de soja, G. max 

(Gm) foi homogeneizada no tampão citrato-fosfato, pH 5,6, na proporção 1:10 

(peso/volume), agitada e centrifugada como descrito para os intestinos. O ensaio de 

inibição foi realizado utilizando 20 µL do sobrenadante dos extratos dos intestinos ou 

20 µL de papaína (10 µg), sendo incubados com 20 µL do extrato da farinha por 30 

min a 37 ºC. A atividade do intestino ou da papaína sem a adição do extrato da 

farinha foi considerada como 100 %. A atividade de protease cisteínica foi realizada 

como descrito no item 3.4.1. 
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3.5.2 – Atividade Antitríptica 

Os intestinos de larvas 15 DAE, alimentadas com a farinha de trigo branco 

(Tr) foram dissecados e homogeneizado em tampão Tris-HCl, pH 8,0, na proporção 

de 10 intestinos para 400 µL de tampão, agitadas por 1 h a 4 ºC e posteriormente, 

centrifugados a 2.000 x g por 5 min. A farinha de soja, G. max  (Gm) foi 

homogeneizada no tampão Tris-HCl, pH 8,0, na proporção 1:10 (peso/volume), 

agitada e centrifugada como descrito para os intestinos. O ensaio de inibição foi 

realizado utilizando 20 µL do sobrenadante dos extratos dos intestinos ou 20 µL de 

tripsina (10 µg), sendo incubados com 20 µL do extrato das farinhas por 30 min a 37 

ºC. A atividade do intestino ou da tripsina sem a adição dos extratos das farinhas foi 

considerada como 100 %. A atividade de protease serínica foi realizada como 

descrito no item 3.4.2. 

 

3.6 – Isolamento e caracterização de inibidores de proteases dos cotilédones 

de G. max através de cromatografia de afinidade 

3.6.1 – Montagem da coluna de afinidade Sepharose 4B-papaína 

A coluna de afinidade (Sepharose 4B-papaína) foi montada de acordo com 

Cuatrecasas (1970). Sepharose 4B ativada com brometo de cianogênio (2 g) foi 

embebida em tampão bicarbonato de sódio 100 mM, NaCl 500 mM, pH 9,0 durante 

16 h a 4 °C. Posteriormente, uma solução de 25 mg de papaína pura (Sigma-Aldrich/ 

MERCK) dissolvida no tampão acima foi adicionada à matriz e deixada sob agitação 

lenta por 4 h a temperatura ambiente. A suspensão foi mantida a 4 ºC por 16 h, para 

aumento da eficiência de ligação. Posteriormente, a resina foi agitada levemente 

com bicarbonato de sódio 100 mM, glicina 100 mM, pH 9,0, por 3 h, a temperatura 

ambiente e em seguida filtrada e lavada com ácido acético 100 mM, pH 3,0 e 

novamente filtrada. Após cada lavagem, os eluídos foram medidos e a concentração 

de proteínas nesses eluídos foi determinada por Bradford (1976). A quantidade de 

proteína eluída nas lavagens foi diminuída da quantidade inicial de proteínas na 

solução de papaína (Bradford, 1976) e pela diferença foi possível determinar a 

quantidade de proteína retida na coluna. A resina foi lavada exaustivamente com 

tampão bicarbonato de sódio 100 mM, NaCl 500 mM, pH 9,0, para o retorno ao pH 

alcalino e conservada a 4 °C. 
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3.6.2 – Isolamento dos inibidores de proteases de G. max por cromatografia de 

afinidade Sepharose 4B-papaína 

Proteínas solúveis dos cotilédones de G. max foram extraídas usando 

bicarbonato de sódio 0,1 M, NaCl 0,1 M pH 9,0, sob agitação por 1 h a 4 °C. A 

mistura foi centrifugada a 10.000 x g por 20 min a 4 ºC e o sobrenadante, incubado, 

por 1 h a temperatura ambiente com a resina de papaína- Sepharose 4B. Após a 

incubação a resina misturada ao extrato proteico foi montada em uma coluna de 

vidro para a eluição das frações não retidas e retidas. Após o empacotamento, a 

resina foi lavada exaustivamente com bicarbonato de sódio 0,1 M, NaCl 0,1 M pH 

9,0 a um fluxo de 1,2 mL/min para a retirada das proteínas não retidas. As proteínas 

retidas foram eluídas com ácido acético 0,1 M pH 3,0 a um fluxo de 1,2 mL/min. As 

absorbâncias das frações não retidas e retidas foram lidas no comprimento de onda 

de 280 nm. O material retido foi dialisado contra água destilada (em membrana de 

diálise que exclui proteínas com massa molecular abaixo de 8.000 Da) durante 24 h 

a 4 °C e posteriormente, recuperado por liofilização. 

 

3.6.3 – Visualização do perfil das proteínas retidas na coluna de afinidade 

Sepharose 4B-papaína 

Proteínas retidas da coluna de afinidade à papaína foram ressuspendidas em 

tampão de amostra (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, SDS 10% (peso/volume), glicerol 50% 

(v/v) e azul de bromofenol 0,01%) e submetidas a separação por SDS-PAGE 12%, 

de acordo com Laemmli (1970), com modificações. A corrida foi realizada a uma 

voltagem constante de 100V durante aproximadamente 3 h. Após a eletroforese o 

gel foi corado com uma solução corante (0,8 g de Azul Brilhante de Coomassie R, 

320 mL de metanol, 80 mL de ácido acético e para o volume final de 400 mL de 

H2O) e descorado por uma solução descorante (40% de metanol, 10% de ácido 

acético e 50% de H2O). 

 

3.6.4 – Caracterização das proteínas isoladas através de espectrometria de 

massas 

As bandas proteicas que foram visualizadas no SDS-PAGE foram recortadas 

e submetidas a caracterização através de espectrometria de massas em 
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espectrômetro MALDI-TOF. Esses experimentos foram realizados no laboratório de 

Toxinologia da FIOCRUZ-RJ em colaboração com o Drº André Teixeira da Silva 

Ferreira e Drº Jonas Perales.  

Os fragmentos de gel contendo as bandas foram descoloridos por lavagem 

com uma solução 1:1 (v/v) de tampão bicarbonato de amônia 50mM pH 8,0 e 

acetonitrila por 15 min. O gel foi desidratado com acetonitrila, seco por centrifugação 

a vácuo, reduzido com DTT (ditiotreitol), alquilado com iodoacetamida e desidratado 

novamente com acetonitrila. As proteínas foram tripsinizadas durante 16 h a 37 C e 

os peptídeos resultantes foram dessalinizados em ziptip C18. Um volume de 0,3 L 

de cada uma das soluções dos peptídeos foi usado para as análises dos espectros 

de massas no espectrômetro MALDI. Picos de massa com sinal de 20 ou acima 

(noise ratio) foram usados para pesquisa em bancos de dados (NCBI) usando-se o 

programa MASCOT versão 2.1 e 2.2. e o programa Scaffold. Os dados foram 

considerados válidos quando mostravam score superior a 40. Os peptídeos 

identificados de cada amostra foram submetidos a análise por BLAST para confirmar 

as similaridades.  

 

3.7 – Efeito, in vitro, dos inibidores de proteases sob a atividade de proteases 

digestivas de larvas de Tribolium castaneum, Callosobruchus maculatus e 

Tenebrio molitor 

Os ensaios de inibição das atividades de proteases intestinais das larvas dos 

insetos T. castaneum, T. molitor e C. maculatus foram realizados de acordo com a 

metodologia descrita nos itens 3.4.1 (cisteínicas) e 3.4.2 (serínicas), utilizando para 

isto, a fração retida da coluna cromatográfica que apresentou maior absorbância em 

280 nm. Para a atividade de proteases cisteínicas a fração da coluna cromatográfica 

dialisada foi ressuspendida em tampão citrato-fosfato, pH 5,6 e para a atividade de 

proteases serínicas foi utilizado o tampão Tris-HCl, pH 8,0. As proteínas retidas 

correspondentes a uma corrida cromatográfica foram ressuspendidas em 40 L e 

metade desse volume foi utilizado em cada uma das replicatas do ensaio de 

inibição. 
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3.8 – Análise da inibição da atividade das enzimas papaína e tripsina pelo 

inibidores de proteases isolados na afinidade Sepharose 4B-papaína 

 
A zimografia e/ou zimografia reversa foi utilizada para identificar a atividade 

proteolítica das enzimas e os efeitos dos inibidores, utilizando como base a 

degradação de um substrato copolimerizado ao gel de poliacrilamida. Para esse 

estudo foi empregado o substrato gelatina (Leber e Balkwill, 1997). O zimograma foi 

realizado submetendo-se a fração retida com maior absorbância a 280 nm, à 

eletroforese em gel de poliacrilamida 12 %, copolimerizado com gelatina 0,1%. A 

fração retida dialisada foi dissolvida em tampão de amostra (Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, 

SDS 10% (peso/volume), glicerol 50% (v/v) e azul de bromofenol 0,01%) e foi 

aplicada em duas raias do gel. Em seguida, a corrida eletroforética foi iniciada em 50 

V e posteriormente, a 80 V até o final da corrida. Após a eletroforese, o gel foi lavado 

com solução renaturante (Triton X-100 2,5 %) duas vezes por 30 min cada. Após a 

lavagem, o gel foi cortado em tiras, separando as raias que continham as frações 

retidas. Posteriormente, as tiras foram incubadas separadamente por 2 h a 37 ºC em 

uma solução contendo 10 μg de Tripsina em tampão Tris-HCl pH 8,0 ou uma 

solução contendo 10 μg de Papaína em tampão citrato-fosfato (fosfato de sódio 100 

mM, citrato fosfato 100 mM, Triton X-100 0,1 % e DTT 1,5 mM) pH 5,6. Após a 

incubação, as tiras de gel foram lavadas em água destilada e coradas com solução 

contendo 0,8 g de Azul Brilhante de Coomassie R, 320 mL de metanol, 80 mL de 

ácido acético e volume final para 400 mL de H2O. O gel foi descorado por uma 

solução descorante (40% de metanol e 10% de ácido acético e 50% de H2O).  

 

3.9 – Construção in silico dos modelos tridimensionais proteicos e os ensaios 

de docking proteína-proteína 

Os experimentos de modelagem e docking foram realizados em colaboração 

com o Drº Evenilton Pessoa Costa (LBCT/CBB/UENF).  

 

A construção dos modelos 3D para a cisteíno (NP_001164001.1) e serino 

(EFA01278.1) proteases de T. castaneum assim como para os inibidores de cisteíno 

(KRH58814.1) e serino (NP_001238611.2) protease de soja (Glycine max) foi 

realizada por modelagem por homologia e ab initio pelos programas: Modeller 9.19 
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(Sali e Blundell, 1993), Swiss-Model (Biasini et al., 2014), RaptorX (Källberg et al., 

2012) e I-Tasser (Yang et al., 2015). Tanto as proteases quanto os inibidores tiveram 

os seus peptídeos sinais removidos, além disso, ambas as proteases tiveram os 

seus peptídeos inibidores, localizados na região N-terminal, removidos. As análises 

sobre a qualidade estereoquímica global e local para todos os modelos preditos 

foram realizados pelos programas: Rampage (Lovell et al., 2003), Verify3D 

(Eisenberg et al., 1997), ProSA web (Wiederstein e Sippl, 2007), VoroMQA 

(Olechnovič e Venclovas, 2017), ProQ3D (Uziela et al., 2017), Qprob (Cao e Cheng, 

2016), DeepQA (Cao et al., 2016) e SVMQA (Manavalan e Lee, 2017). Em seguida, 

os melhores modelos foram refinados usando o programa ModRefiner (Xu e Zhang, 

2011). Os ensaios de docking proteína-proteína foram realizados usando os 

programas: ClusProV2 (Comeau et al., 2004), HADDOCK (Van Zundert et al., 2016), 

SwarmDock (Torchala et al., 2013), RosettaDock (Lyskov e Gray, 2008) e HDock 

(Yan et al., 2017). Para selecionar os complexos de interação mais promissores e a 

eliminação dos falso-positivos foram realizadas extensivas análises com os 

programas: DockScore (Malhotra et al., 2015), PPCheck (Sukhwal e Sowdhamini, 

2015) e CCharPPI (Moal et al., 2015). Após a seleção dos complexos proteicos com 

características de interação nativa, a predição da energia livre de ligação (∆G) em 

kcal/mol e a constante de dissociação (Kd) em Molar do complexo proteína-proteína, 

assim como, a análise dos aminoácidos hot-spot situados na interface de interação, 

foram realizadas usando os programas: PRODIGY (Vangone e Bonvin, 2015; Xue et 

al., 2016) e SpotOn (Moreira et al., 2017), respectivamente. A análise estrutural para 

detalhar os contatos interatômicos bem como os tipos de interações mantidas na 

interface dos complexos proteína-proteína, foi realizada pelo programa PDBsum 

(Laskowski et al., 2018). As imagens dos complexos nativos e suas interações foram 

produzidas pelo programa UCSF Chimera 1.11.2 (Pettersen et al., 2004). 
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3.10 – Análises estatísticas 

 
Todos os experimentos foram realizados em triplicata biológica e 

experimental, com exceção da inibição da atividade de proteases cisteínicas do 

intestino larval de T. molitor e de larvas de C. maculatus que foram realizados em 

triplicata experimental e duplicata biológica. As médias e os desvios padrão foram 

calculados. A análise estatística foi realizada através da análise de variância One-

Way (ANOVA) ou teste T, seguido do teste Tukey utilizando o programa GraphPad 

Prism 5.0.  
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4.0 - Resultados 

4.1 – Efeitos da farinha de cotilédone de G. max sobre a sobrevivência larval, 

tamanho larval, formação de pupas e adultos do inseto T. castaneum 

Desde o estágio de ovo, 0-24 h, os insetos T. castaneum foram submetidos à 

alimentação com farinhas de trigo branco (Tr) e de G. max (Gm) para a verificação 

de possíveis interferências em seu ciclo de desenvolvimento.  

O parâmetro sobrevivência larval foi avaliado no período de 11 e 17 DAE. O 

cálculo da porcentagem foi realizado a partir do número inicial de ovos (n=100). 

Larvas, 11 DAE, alimentadas com Tr e Gm, não apresentaram diferenças 

significativas (Fig. 13A). Larvas, 17 DAE, alimentadas com farinha de Gm 

apresentaram redução de 21% na taxa de sobrevivência larval (Fig. 13B). 
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Figura 13 - Sobrevivência de larvas de T. castaneum alimentadas com farinhas de trigo (Tr) e 
de cotilédones de G. max (Gm). Sobrevivência larval 11 DAE (A) e 17 DAE (B). O cálculo da 
porcentagem foi realizado a partir do número inicial de ovos (n=100). Letras diferentes indicam 
diferenças estaticamente significativas, pelo teste t não paramétrico. 
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O parâmetro tamanho larval foi avaliado no mesmo período do parâmetro de 

sobrevivência larval. As larvas vivas, foram fotografadas e posteriormente, medidas 

utilizando o programa ImageJ. Larvas, 11 e 17 DAE, alimentadas com Gm 

apresentaram uma redução de aproximadamente 50 e 60%, respectivamente, se 

comparado ao tamanho das larvas alimentadas com Tr no mesmo período (Fig. 14A, 

B). A figura 14C representa ilustrativamente o tamanho das larvas alimentadas com 

Tr e Gm, 17 DAE. 
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Figura 14 – Tamanho de larvas de T. castaneum alimentadas com farinhas de trigo (Tr) e de 

cotilédones de G. max (Gm). Tamanho larval 11 DAE (A) e 17 DAE (B). (C) Foto representativa de 

larvas 17 DAE, alimentadas com Tr e Gm (escala 1mm). Resultados foram expressos como média 

(±SEM) do número de larvas medidas (incluindo os três experimentos). 11 DAE (T1=178 e Gm =100) 

e 17 DAE (T1=169 e Gm=100). Letras diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas, 

pelo teste t não paramétrico. 
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O parâmetro formação de pupas foi avaliado a partir do período de 18 DAE, a 

presença ou não e o número de pupas formadas foram avaliados no intervalo de 4 

em 4 dias até 58 DAE. No período inicial de avaliação, 18 DAE, larvas alimentadas 

com Tr já apresentavam, aproximadamente, 15 % de pupas formadas. Somente a 

partir de 30 DAE ocorre um aumento na formação de pupas quando as larvas foram 

alimentadas com Gm. A partir de 38 DAE, não há diferença estatística entre a 

formação de pupas em Tr e Gm. Este fato ocorre devido a um número maior de 

pupas já ter sido formado em períodos de avaliações anteriores em Tr em relação a 

Gm, evidenciado o atraso no início da formação e no número total de pupas 

formadas quando as larvas foram alimentadas com Gm (Fig. 15).  
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Figura 15 - Formação de pupas de T. castaneum. Formação de pupas a partir de larvas 

alimentadas com as farinhas de trigo (Tr) e de cotilédones de G. max (Gm). Período de avaliação 

com intervalo de avaliação de 4 em 4 dias. O parâmetro foi avaliado até 58 DAE. Resultados foram 

expressos como média (±SEM) de 3 experimentos independentes. Letras diferentes indicam 

diferenças estatisticamente significativas, pelo teste One-Way ANOVA.  

 

 

O parâmetro emergência de adultos (Fig. 16) foi avaliado simultaneamente 

com o parâmetro de formação de pupas. Assim, foi seguido o período de avaliação 

de 18 a 58 DAE e o mesmo intervalo de 4 em 4 dias. Larvas alimentadas com Tr em 

26 DAE, já apresentavam, aproximadamente, 46 % de adultos emergidos. Após a 42 

DAE ocorre um platô, já que a maioria dos adultos havia emergido em períodos de 

avaliações anteriores. No entanto, as larvas que foram alimentadas com Gm tiveram 
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o início da emergência de adultos em 30 DAE. A partir de 34 DAE observa-se um 

aumento no número de adultos emergidos em Gm. O atraso no período inicial de 

emergência de adultos mostra que o ciclo de vida de T. castaneum é afetado 

durante vários estágios de desenvolvimento diante da alimentação com a farinha de 

cotilédones de G. max (Fig. 16).  
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Figura 16 - Emergência de adultos de T. castaneum. Emergência de adultos a partir de larvas 

alimentadas com as farinhas de trigo (Tr) e de cotilédones de G. max (Gm). Período de avaliação 

com intervalo de avaliação de 4 em 4 dias. O parâmetro foi avaliado até 58 DAE. Resultados foram 

expressos como média (±SEM) de 3 experimentos independentes. Letras diferentes indicam 

diferenças estatisticamente significativas, pelo teste One-Way ANOVA.  

 

 

4.2 – Efeito da farinha de cotilédones de G. max sobre a atividade das 

proteases digestivas de larvas de T. castaneum  

As atividades das proteases digestivas cisteínicas e serínicas de larvas de T. 

castaneum foram avaliadas em 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 DAE. As larvas foram 

submetidas à alimentação com farinha de trigo branco (Tr) e farinha de cotilédones 

de G. max (Gm). Larvas alimentadas com Gm apresentaram maior redução da 

atividade cisteínica em 9 DAE se comparado a Tr, no mesmo período. Durante todo 

o período de avaliação as larvas alimentadas com Gm apresentaram menor 

atividade de protease cisteínica quando comparado a Tr. Larvas alimentadas com Tr 

apresentaram um pico de atividade de protease cisteínica em 15 DAE (Fig. 17A). 

Larvas alimentadas com Gm apresentaram redução da atividade de protease 
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serínica entre o período de 9 a 13 DAE, quando comparado a Tr. Larvas 

alimentadas com Tr tiveram uma queda da atividade de protease serínica em 15 

DAE. Larvas alimentadas com Gm, entre 15 e 19 DAE apresentaram um aumento 

da atividade de protease serínica (Fig. 17B).  Entre os períodos de 15 a 21 DAE não 

houve diferença significativa entre a atividade de protease serínica entre as larvas 

alimentadas com Tr e Gm (Fig. 17B). Interessante salientar que ao comparar as 

atividades das proteases serínicas e cisteínicas, esta é pelo menos 10 vezes maior 

do que a atividade de protease serínica (Fig. 15A e B).  
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Figura 17 - Atividade das proteases cisteínica e serínica do intestino de larvas de T. 

castaneum. Larvas de 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 DAE foram alimentadas com as farinhas de trigo (Tr) 

e de cotilédones de G. max (Gm). Atividade de proteases cisteínicas (A) Atividade de proteases 

serínicas (B). Resultados foram expressos como média de 3 experimentos independentes. Letras 

diferentes indicam diferenças estatisticamente significativas, pelo teste One-Way ANOVA.  

 

 

4.3 – Efeito inibitório, in vitro, do extrato de farinha de G. max sobre as 

principais proteases intestinais de larvas de T. castaneum 

Diante os resultados obtidos o ciclo de desenvolvimento das larvas 

alimentadas com farinha de cotilédones de G. max e as atividades das principais 

enzimas digestivas de larvas de T. castaneum (cisteínica e serínica) foram 
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nitidamente alteradas pela dieta com G. max. Esses dados indicam que a farinha de 

G. max pode ser uma possível fonte de inibidores de proteases. Assim, para 

verificarmos se o extrato da farinha de G. max era capaz de inibir as principais 

proteases intestinais de larvas de T. castaneum e também as enzimas puras 

(papaína e tripsina), incubamos o extrato de G. max (+Gm) com o intestino ou com 

as enzimas puras papaína e tripsina sendo, posteriormente, as atividades 

enzimáticas quantificadas (Fig. 18). As atividades das enzimas puras ou do intestino 

sem a adição do extrato da farinha de G. max, foram consideradas como 100 % 

(SA=100% de atividade). Para a inibição das proteases intestinais das larvas de T. 

castaneum foram utilizadas larvas de 15 DAE. 

O extrato da farinha de G. max (+Gm) foi capaz de reduzir a atividade da 

enzima pura, papaína, em cerca de 90 %, e da atividade de proteases cisteínicas de 

larvas 15 DAE de T. castaneum em torno de 60 % (Fig. 18A). Já para a atividade de 

protease serínica, o extrato da farinha de G. max (+Gm) foi capaz de reduzir a 

atividade da enzima pura, tripsina, em cerca de 95 %  e a atividade de proteases 

serínica de larvas 15 DAE em torno de 80 % (Fig. 18B). 
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Figura 18 – Inibição da atividade das proteases cisteínica e serínica do intestino de larvas de T. 

castaneum. Atividade das enzimas pura (tripsina e papaína) e das proteases digestivas (cisteínica e 

serínica) incubados com o extrato da farinha de cotilédones de G. max (+Gm). (A) Atividade de 

proteases cisteínicas; (B) atividade de proteases serínicas. A porcentagem das atividades foi 

calculada em relação à atividade das proteases (papaína ou tripsina) ou à atividade presente 

somente no intestino (SA - sem adição do extrato e G. max). Resultados foram expressos como 

média (±SEM) de 3 experimentos independentes. 

 

4.4 – Isolamento e caracterização de inibidores de proteases de cotilédones de 

G. max 

Diante os resultados anteriormente apresentados passamos a propor a 

existência de inibidores de proteases das classes cisteínica e serínica nos 
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cotilédones de G. max. Para o isolamento e a caracterização destes possíveis 

inibidores foi utilizada a metodologia de cromatografia por afinidade em Sepharose-

4B acoplada a enzima papaína. O perfil cromatográfico mostrou a presença de 

frações retidas que foram eluídas com uma solução de ácido acético 0,1 M, pH 3,0 

(Fig. 19A). As frações que apresentaram maior absorbância a 280 nm foram 

dialisadas, liofilizadas e submetidas à eletroforese não desnaturante para a 

verificação do perfil proteico da fração retida (Fig. 19B). As bandas no lane fração 

retida (FR) apresentaram massas moleculares inferiores a 30kDa, o que é esperado 

para possíveis inibidores, pois estes possuem massa molecular em torno de 20-30, 

como os inibidores da família do tipo Kunitz que possuem massa molecular entre 18-

20 kDa. As bandas destacadas em retângulos azuis (Fig. 19B) foram recortadas e 

enviadas para a caracterização por espectrometria de massas no laboratório de 

Toxinologia da FIOCRUZ-RJ. Os resultados de BLAST apresentaram similaridade de 

100 % das bandas 1 e 2 ao inibidor de G. max do tipo Kunitz (inibidor de serino 

proteases) e a banda 3 apresentou similaridade à papaína, proveniente da eluição 

da coluna cromatográfica (Tab. 6). As bandas 1 e 2 originam os mesmos peptídeos 

e seus resíduos somados totalizam 29 aminoácidos dos 216 existentes na 

sequência completa do inibidor Kunitz, resultando em uma cobertura de 13% (Fig. 

20). 
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Figura 19 – Cromatograma e perfil proteico da fração retida da coluna de afinidade. 

Cromatograma (A); SDS-PAGE da fração retida (FR) (B). PM: peso molecular em kDa.  
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Tabela 6 – Identificação por espectrometria de massas das bandas 1, 2 e 3 (Figura 19B). 

Banda proteica 
Sequência do 

peptídeo 
íon score ID GenBank 

Banda 1 NELDKGIGTIISSPYR 126.8 gi| 13375349 

Banda 2 IGENKDAMDGWFR 108.7 gi| 13375349 

Banda 3 Papaína 

 

 

Figura 20 – Sequência completa do inibidor do tipo Kunitz (gi| 13375349) de G. max, 
proveniente da fração retida da coluna cromatográfica (Figura 19B). Massa molecular 24,150,3 

Da. 

 

4.5 – Efeitos, in vitro, da fração retida na cromatografia Sepharose 4B-papaina 

sobre as atividades das principais proteases digestivas dos insetos praga T. 

castaneum, T. molitor e C. maculatus 

Após a caracterização da presença de pelo menos um inibidor do tipo Kunitz 

na fração retida (+GmKTI), utilizamos esta fração para verificar a sua ação inibitória 

sobre as enzimas puras, papaína (cisteínica) e tripsina (serínica) e sobre as 

proteases digestivas de T. castaneum (cisteínica e serínica) e das proteases 

cisteínicas digestivas dos insetos T. molitor e C. maculatus. A fração retida foi 

incubada com os extratos das enzimas puras (papaína e/ou tripsina) e com os 

extratos de intestino de larvas de T. castaneum de 15 DAE; extrato de intestino de 

larvas de T. molitor e extrato de larvas de C. maculatus. As atividades das enzimas 

puras e do intestino sem a adição da fração (+GmKTI) foram consideradas como 

100 % (SA=100% de atividade). A fração retida contendo o inibidor (+GmKTI) foi 

capaz de inibir ambas as proteases papaína e tripsina (Fig. 21). A atividade da 

papaína pura foi de 60 % (Fig. 21A) enquanto que a atividade da tripsina pura foi 

inibida em 65 % (Fig. 21B). A fração (+GmKTI) também foi capaz de inibir as 

proteases digestivas, cisteínicas e serínicas, do intestino de larvas de T. castaneum, 

em cerca de 40 e 65 %, respectivamente (Fig. 21C e D). A fração (+GmKTI) e ainda 
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foi capaz de inibir as proteases cisteínicas do intestino de T. molitor e do extrato de 

larvas de C. maculatus, em cerca de 50 e 60%, respectivamente (Fig. 21E e F). 
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Figura 21 – Inibição das proteases cisteínicas e serínicas e das enzimas puras papaína e 

tripsina pela fração retida contendo o inibidor do tipo Kunitz de G. max (+GmKTI). Atividade das 

enzimas puras papaína (A) e tripsina (B) incubadas com a fração da coluna cromatográfica contendo 

o inibidor do tipo Kunitz (+GmKTI); Atividade das proteases cisteínicas (C) e serínicas (D) de T. 

castaneum incubadas com (+GmKTI) e atividade das proteases cisteínicas de T. molitor (E) e C. 

maculatus (F) incubadas com (+GmKTI). Resultados foram expressos como média (±SEM) de 3 

experimentos independentes para as enzimas puras (papaína e tripsina) e T. castaneum e 2 

experimentos independentes para T. molitor e C. maculatus. 
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4.6 – Análise da inibição da atividade de proteases serínicas e cisteínicas pelo 

método de zimografia reversa 

Diante dos resultados inibitórios apresentados pela fração retida contendo o 

inibidor do tipo Kunitz (+GmKTI) foi possível observar que essa fração inibe tanto 

proteases cisteínica como serínicas. Esses dados foram mostrados pela inibição 

tanto das enzimas puras papaína (cisteínica) e tripsina (serínica) como pela inibição 

das proteases digestivas dos insetos T. castaneum (cisteínica e serínica), T. molitor 

(cisteínica) e C. maculatus (cisteínica). A partir disso, buscamos entender se essa 

dupla inibição era resultado unicamente do inibidor, Kunitz presente na fração ou se 

poderia existir outros inibidores atuando sobre as proteases cisteínicas. Embora a 

ação do inibidor do tipo Kunitz seja descrita contra serino proteases, uma atividade 

inibitória mínima sobre as proteases cisteínicas, também já foi descrita para alguns 

desses inibidores do tipo Kunitz (Heibges, Salamini, Gebhardt, 2003). Para 

verificarmos a presença de outros inibidores na fração retida realizamos o método 

denominado zimografia reversa como descrito no item 3.8.  Os lanes 1 e 2 contendo 

a fração retida foram incubados com as soluções das enzimas puras tripsina ou 

papaína. Após a revelação, foi possível visualizar duas bandas com massas 

moleculares distintas, sendo possivelmente, inibidores também distintos presentes 

na fração retida (Fig. 22).  
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Figura 22 – Zimografia reversa. Inibição da atividade das enzimas tripsina e papaína pelos 

inibidores presentes na fração retida da coluna cromatográfica. A fração retida foi aplicada no 

lane 1 e 2, após a separação proteica o gel foi dividido em duas tiras distintas, 1 tira foi incubada com 

tripsina e a outra com papaína. Após a incubação e posterior, coloração, bandas proteicas distintas 

apresentaram-se com massas moleculares diferentes, possivelmente sendo inibidores distintos.  

 

4.7 – Modelagem molecular in silico e docking dos inibidores de proteases 

serínicas e cisteínicas de G. max com as proteases cisteínicas e serínicas de 

T. castaneum 

Os experimentos de modelagem e docking (proteína-proteína) foram 

realizados com a colaboração do Drº Evenilton Pessoa Costa – UENF.  A construção 

dos modelos e as interações moleculares foram realizadas inicialmente para as 

proteases digestivas do inseto T. castaneum. Foram utilizadas as proteases cisteíno 

(NP_001164001.1) e serino (EFA01278.1) de T. castaneum e os inibidores de 

cotilédones de semente de Glycine max, sendo o inibidor de cisteíno proteases 

(KRH58814.1) e o inibidor de serino proteases (NP_001238611.2) (Tab. 7). Para as 

análises de docking (proteína-proteína) foram utilizados como controle positivo, os 

complexos: (PDB 1STF) Estefina B complexada com a protease cisteínica do 

mamão, papaína (interação inibidor cisteíno x protease), e (PDB 1AVW) tripsina 

pancreática de porco com o inibidor de serino protease de G. max (interação inibidor 

serínica x protease). Para gerar os modelos, análises de resíduos de aminoácidos e 

     1       2 

 Tripsina  Papaína 

 Inibidor de 
Tripsina 

Inibidor 
de Papaína 
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tipos de ligações (pontes salinas, pontes de hidrogênio e contatos não ligados) 

foram comparados entre os modelos gerados (inibidores X proteases) e os modelos 

de interações já estabelecidas que foram utilizadas como controle positivo para o 

refinamento das estruturas (Tab. 8).    

Os resultados do docking do modelo construído da protease cisteínica 

(NP_001164001.1) de T. castaneum e o inibidor de cisteino protease de G. max 

(KRH58814.1) mostraram que existem interações entre 30 resíduos de aminoácidos 

da protease com pelo menos 26 resíduos do inibidor (Figs. 23, 24 e 25). Essas 

interações ocorrem por pelo menos uma ponte salina (traços vermelhos), 20 

ligações de hidrogênio (traços azuis) e pelo menos outros 202 contatos não ligados, 

como interações hidrofóbicas, interações de Van der Walls, etc (traços laranja). Os 

dados comparativos entre o modelo gerado da protease cisteínica de T. castaneum 

e o inibidor de cisteino protease de G. max com o modelo de controle positivo 

depositado no PDB são mostrados na tabela 9 onde destaca-se um valor de ΔG 

negativo (-15,3) indicando a espontaneidade do processo de formação do complexo. 

 

 

Tabela 7 – Proteínas utilizadas para a modelagem e docking e seus acessos nos bancos de 
dados Phytozome e Beetlebase. 

Proteína 
  

Organismo Atividade 
KRH58814.1 

Acesso Phytozome 
GLYMA_05G149800 

Glycine max 
cisteínica 

NP_001238611.2 GLYMA_08G341500 serínica 

NP_001164001.1 
Acesso Beetlebase 

TC110001 Tribolium 
castaneum 

cisteínica 

EFA01278 TC002786 serínica 
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Tabela 8 – Código de acesso dos complexos protease-inibidor utilizados como controle 
positivo para a modelagem e docking. 

Acesoo PDB Descrição  
Atividade da 

protease 
complexada 

1STF 
Estefina B complexada com a protease 

cisteínica do mamão, papaína. 
cisteínica 

1AVW 
Tripsina pancreática de porco com o 

inibidor de serino protease de G. max.  
serínica 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 – Diagrama mostrando o número de resíduos, o tipo de ligações e a área de 
superfície de cada proteína. Dados gerados pelas análises do modelo construído da protease 
cisteínica (NP_001164001.1) de T. castaneum e o inibidor de cisteino protease de G. max 
(KRH58814.1). Traços interligando a protease e o inibidor são as interações: vermelho: ligações 
salinas; azul: ligações de H

+
 e laranja: contatos não ligados. Os números descritos entre as ligações 

referem-se ao número de cada tipo de ligação. No total 30 resíduos da protease interagem com 26 
resíduos do inibidor. 

 

 

 

 

 

 

 

Inibidor 
Protease 
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Figura 24 - Resíduos de aminoácidos que interagem entre a protease cisteínica de T. 
castaneum e o inibidor de cisteino protease de G. max do modelo gerado. Resíduos de 
aminoácidos que interagem ente protease e inibidor. Traços interligando os resíduos entre a 
protease e o inibidor são as interações: vermelho: ligações salinas; azul: ligações de H

+
 e laranja: 

contatos não ligados. Este como em maior quantidade é graduado pela largura da linha tracejada (cor 
laranja). Quanto maior a linha tracejada, maior o número de contatos atômicos. 

Protease 

Inibidor 
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Tabela 9 – Dados comparativos entre o modelo gerado da protease cisteínica de T. castaneum 
e o inibidor de cisteino protease de G. max com o modelo de controle positivo depositado no 
PDB. Dados estatísticos sumarizados da figura 23 e a análise de (ΔG) e (Kd). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cadeia

Resíduos 

na 

Interface

Área da 

Interface 

(Å2)

Pontes 

Salina

Pontes 

de H+

Contatos 

não 

ligados

(ΔG) (Kd) M

A 30 1221

1 20 202 -15,3 5.5e-12

B 26 1332

1stf (A) 21 814

0 6 104 -13,4 1.5e-10

B 15 966
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Figura 25 - Modelo de interação, in silico, entre a protease cisteínica de Tribolium castaneum 
(NP_001164001.1) (cathepsin L-like) e o inibidor de protease cisteínica (KRH58814.1) (cistatina) 
de Glycine max (A e B). (A) Em vermelho: cistatina de G. max com sua estrutura em α-hélice e 5 
folhas β antiparalelas e a projeção no N-terminal. Em azul: o modelo construído da protease cisteínica 
(catepsina L) de T. castaneum. Na superfície da protease cisteínica de T. castaneum está a 
delimitação das ligações eletrostáticas. (B) Na superfície do inibidor de G. max está a delimitação das 
ligações eletrostáticas. 

  

A 

B 
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Os resultados das análises e modelo do docking entre a protease serínica 

(EFA01278) de T. castaneum e o inibidor de serino protease de G. max 

(NP_001238611.2) estão mostrados nas figuras 26, 27 e 28 e na tabela 10. Os 

resultados mostram que 41 resíduos de aminoácidos da protease interagem com 

pelo menos 21 resíduos de aminoácidos do inibidor (Figs. 26 e 27). Essas interações 

são através de 1 ponte salina (vermelho), 14 ligações de hidrogênios (azul) e outros 

263 contatos não ligados (laranja). A variação de energia livre com valor negativo 

(ΔG= -14,5) indica a espontaneidade da formação do complexo (Tab. 10). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 – Diagrama mostrando o número de resíduos, o tipo de ligações e a área de 
superfície de cada proteína. Dados gerados pelas análises do modelo construído da protease 
serínica (EFA01278) de T. castaneum e o inibidor de serino protease de G. max (NP_001238611.2). 
Traços interligando a protease e o inibidor são as interações: vermelho: ligações salinas; azul: 
ligações de H

+
 e laranja: contatos não ligados. Os números descritos entre as ligações referem-se ao 

número de cada tipo de ligação. No total 41 resíduos da protease interagem com 21 resíduos do 
inibidor. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Inibidor Protease 
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Figura 27 – Resíduos de aminoácidos que interagem entre a protease cisteínica de T. 
castaneum e o inibidor de cisteino protease de G. max do modelo gerado. Resíduos de 
aminoácidos que interagem ente protease e inibidor. Traços interligando os resíduos entre a 
protease e o inibidor são as interações: vermelho: ligações salinas; azul: ligações de H

+
 e laranja: 

contatos não ligados. Este como em maior quantidade é graduado pela largura da linha tracejada (cor 
laranja). Quanto maior a linha tracejada, maior o número de contatos atômicos. 

Protease 

Inibidor 
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Tabela 10 – Dados comparativos entre o modelo gerado da protease serínica de T. castaneum 
e o inibidor de serino protease de G. max com o modelo de controle positivo depositado no 
PDB. Dados estatísticos sumarizados da figura 26 e a análise de (ΔG) e (Kd). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cadeia

Resíduos 

na 

Interface

Área da 

Interface 

(Å2)

Pontes 

Salina

Pontes 

de H+

Contatos 

não 

ligados

(ΔG) (Kd) M

A 41 1171

1 14 263 -14,5 2.3e-11

B 21 1531

1avw (A) 24 804

0 14 135 -12,8 4.1e-10

B 14 937
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Figura 28 – Modelos de interação, in silico, entre a protease serínica (serino protease P41) de 
Tribolium castaneum e o inibidor de serino protease (Kunitz) de Glycine max  (A e B). Em 
vermelho: Kunitz de G. max com sua estrutura em folhas β antiparalelas e sua alça canônica. Em 
azul: o modelo construído da protease serínica (serino protease P41) de T. castaneum. Na superfície 
da protease cisteínica de T. castaneum está a delimitação das ligações eletrostáticas. (B) Na 
superfície do inibidor de G. max está a delimitação das ligações eletrostáticas. 
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5.0 – Discussão 

A soja, Glycine max, é uma das culturas mais importantes como fonte de 

óleos e proteínas destinados ao consumo humano e animal. Além de sua 

importância econômica, G. max, é amplamente utilizada como fonte de metabólitos 

secundários e inibidores de proteases (PIs) destinados ao controle natural de insetos 

praga (Migliolo, 2008). Em G. max, as principais famílias de PIs encontradas são 

Bowman-Birk (BBTI), Kunitz (KTI) e fitocistatinas que são exploradas como 

inibidores das principais proteases digestivas de insetos (Maranna et al., 2016).  

Tribolium castaneum, Tenebrio molitor e Callosobruchus maculatus são 

insetos praga causadores de grandes perdas econômicas principalmente, durante o 

processo de armazenamento de sementes e de seus subprodutos. T. castaneum e 

T. molitor são consideradas pragas secundárias, alimentando-se de farinhas e 

farelos e não atacam diretamente as sementes (Lorini, 2002; Altincicek et al., 2007). 

Já C. maculatus é considerado uma praga primária alimentando-se  diretamente das 

sementes (Ress, 2004).  

O mecanismo de controle destes insetos é amplamente realizado através de 

inseticidas o que tem gerado danos ao meio ambiente, à saúde e desenvolvido 

resistência em várias espécies de insetos. Assim, a utilização de inibidores de 

proteases provenientes de plantas está sendo amplamente estudado como 

alternativa à utilização de inseticidas através do desenvolvimento de plantas 

resistentes e de bioinseticidas (Sivakumar et al., 2010; Jaya et al., 2014). 

 A compreensão anatômica, fisiológica e bioquímica do sistema digestivo de 

insetos é essencial para o desenvolvimento de estratégias efetivas para o controle 

de insetos praga. Os PIs são capazes de inativar a conversão de metabólitos 

essenciais ocasionando deplecionamento nutricional que resulta em morte 

(Chapman, 2013). Vários estudos mostram que a presença de PIs na alimentação 

de insetos é capaz de interferir negativamente no ciclo de desenvolvimento e na 

expressão de proteases digestivas (Macedo et al., 2002; Oppert et al., 2005; El-latif, 

2015). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi isolar inibidores de proteases de 

cotilédones de sementes de G. max e avaliar seus efeitos sobre as proteases 

digestivas dos insetos praga T. castaneum, T. molitor e C. maculatus.  

Inicialmente, para verificarmos possíveis interferências da dieta sobre o ciclo 

de desenvolvimento do inseto T. castaneum, ovos de 0-24h, foram colocados em 
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contato com farinhas de trigo (Triticum spp.) e soja (G. max) e todo o ciclo de 

desenvolvimento do inseto T. castaneum foi acompanhado até o 58 DAE. As 

análises dos parâmetros de desenvolvimento mostraram que larvas alimentadas 

com farinha de cotilédones de G. max apresentaram redução de 21% da taxa de 

sobrevivência em 17 DAE, o tamanho larval foi reduzido em 50 e 60%, em 11 e 17 

DAE, respectivamente, a formação de pupas e emergência dos adultos 

apresentaram atraso em relação as larvas alimentadas com trigo (Triticum spp.). 

Além dos parâmetros de desenvolvimento, larvas alimentadas com G. max tiveram 

as atividades das proteases digestivas serínicas reduzidas até o 13 DAE e 

cisteínicas durante todo o período larval.  

Estudos anteriores mostraram que proteases cisteínicas são essenciais ao 

metabolismo digestivo de insetos perfazendo cerca de 80% da atividade do pool de 

proteases digestivas e que estas possuem papel protetivo/adaptativo diante de 

alimentações ricas em inibidores de serino proteases. Insetos como T. castaneum, 

T. molitor e C. maculatus possuem elevada expressão de proteases cisteínicas que 

é considerada uma resposta adaptativa ao perfil de alimentação desses insetos que 

é proeminentemente, de leguminosas, ricas em serino proteases (Oppert et al., 

2005; Prabhakar et al., 2007). Richards et al., (2008) mostraram que larvas de T. 

castaneum possui 25 genes e 1 pseudogene, todos codificantes para proteases 

cisteínicas, e que estes genes são os mais transcritos no intestino de larvas de T. 

castaneum, equivalendo a cerca ade 80% da atividade das proteases digestivas. 

Trabalho anterior realizado pelo nosso grupo mostrou que a composição 

nutricional das dietas é capaz de interferir na atividade de enzimas digestivas de 

larvas de T. castaneum, principalmente, proteases cisténicas (Fabres et al., 2014).  

Para verificarmos se a interferência no desenvolvimento e a redução da 

atividade das proteases digestivas de T. castaneum estavam relacionadas à 

presença de possíveis inibidores contidos da farinha de cotilédones de G. max, o 

extrato desta farinha foi incubado com extratos de intestinos de larvas 15 DAE e com 

enzimas puras papaína (cisteínica) e tripsina (serínica). O extrato da farinha de G. 

max foi capaz de inibir tanto as duas enzimas puras (papaína e tripsina) quanto 

ambas as classes de proteases digestivas de larvas de T. castaneum (cisteínica e 

serínica).  
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Como já caracterizada a presença de inibidores das classes serínicas 

(Bowman-Birk e Kunitz), e cisteínicas (fitocistatinas) nas sementes de G. max 

(Messina, 1999; Carlini & Grossi de Sá, 2002), foi investigada a presença de 

inibidores de proteases cisteínica. Para esta finalidade, usamos papaína acoplada à 

resina Sepharose-4B. As frações retidas com maior absorbância em 280 nm tiveram 

seu perfil proteico visualizado através de SDS-PAGE e as bandas mais 

proeminentes foram sequenciadas por espectrometria de massas. As bandas 1 e 2 

apresentaram similaridade de 100% com o inibidor já caracterizado do tipo Kunitz 

(Kunitz, 1947a) e a banda 3 apresentou similaridade à papaína, proveniente da 

coluna. Após a caracterização, a fração retida, foi testada como inibidor das enzimas 

puras (papaína e tripsina), das proteases cisteínicas e serínicas de T. castaneum e 

das proteases cisteínicas de T. molitor e C. maculatus. Como o extrato da farinha de 

cotilédones de G. max já havia apresentado ação inibitória sobre as proteases 

serínicas e cisteínicas, nossa expectativa era a mesma para a fração retida obtida 

da coluna de afinidade e como o esperado, a fração retida foi capaz de inibir tanto as 

proteínas puras, papaína e tripsina, quanto as proteases digestivas (cisteínica e 

serínica) de larvas de T. castaneum, 15 DAE, e as proteases cisteínicas de T. molitor 

e C. maculatus.  

As proteases estão envolvidas em diversos processos fisiológicos durante o 

desenvolvimento de insetos, podendo atuar em vias de sinalização, defesa e 

principalmente nos processos de digestão (Fürstenberg-Hagg et al., 2013) 

Ao longo dos anos, a produção de trabalhos mostrando efeitos de inibidores 

de proteases (PIs) contra insetos foi crescente. A superexpressão de Inibidores de 

tripsina em Nicotiana attenuata foi capaz de inibir proteases serínicas do intestino de 

larvas e atenuar o desenvolvimento do inseto Manduca sexta (Zavala et al., 2008). 

Um inibidor de tripsina de sementes de soja reduziu o crescimento do inseto 

Helicoverpa armigera (Johnston et al., 1993) e um inibidor do tipo Kunitz reduziu a 

massa das larvas de Mamestra brassicae (Chougule et al., 2008). Um inibidor de 

tripsina de Adenanthera pavonina afetou a massa e a sobrevivência das larvas de 

Ephestia kuehniella (Macedo et al., 2010). Larvas de Anthonomus grandis foram 

drasticamente afetadas por um inibidor de proteases serínicas de sementes de V. 

unguiculata (Franco et al., 2003). Aguiar et al., (2006) mostraram que uma cistatina 

recombinante de V. unguiculata foi capaz de diminuir a massa e a sobrevivência de 
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larvas dos insetos Acanthocelides obtectus e Zabrotes subfasciatus. Todos esses 

trabalhos reforçam que os inibidores de proteases provenientes de plantas podem 

ser utilizados como ferramenta de alto potencial para o controle de pragas. 

Embora os processos de coevolução entre plantas e insetos tenham permitido 

as plantas a desenvolver mecanismos de defesa, como a produção de PIs, os 

insetos também são capazes de responder a essas defesas (Habib e Fazili, 2007; 

Chen, 2008). Estudos mostram que os insetos são capazes de desenvolver 

mecanismos de resposta contra os inibidores de proteases de plantas (PIs) de varias 

formas: modulando a expressão de proteases digestivas, aumentando as 

quantidades das isoformas de proteases ou induzindo a síntese de outras proteases 

não-alvo (Ahnn et al., 2004; Briosci et al., 2007). Oppert et al., (2010) mostraram que 

larvas de T. castaneum alimentadas com E-64 (inibidor sintético de protease 

cisteínica) reduziram a transcrição de proteases cisteínicas e aumentaram a 

expressão de proteases serínicas e quando foram submetidas a dietas contendo 

inibidores de serino proteases (STI) aumentaram a transcrição das cisteino 

proteases. 

Como o inibidor do tipo Kunitz é descrito como um inibidor de proteases 

serínicas e a fração retida a qual ele estava presente mostrou atividade inibitória 

sobre ambas as classes proteicas (serínicas e cisteínicas), realizamos a metodologia 

de zimografia reversa, para verificarmos se havia uma mistura de inibidores 

diferentes na fração ou se o inibidor do tipo Kunitz presente na fração retida era o 

responsável por inibir ambas as proteases. Os resultados mostraram duas bandas 

com massas moleculares diferentes e atividades de inibição distintas, mostrando a 

presença de dois inibidores diferentes na fração retida. Embora exista inibidores do 

tipo Kunitz já descritos na literatura com atividade inibitória sobre ambas as classes 

de proteases, serinicas e cisteínicas (Heibges et al., 2003), na fração isolada de soja 

a inibição de ambas as proteases é desempenhada por inibidores diferentes. 

A crescente busca por compostos naturais provenientes de plantas tem 

mostrado a grande utilização de PIs com ação direta sobre as principais classes de 

proteases digestivas de insetos já que estas estão diretamente relacionadas a 

disponibilização de nutrientes. Porém, para a utilização de PIs com aplicabilidade 

biotecnológicas também se faz necessário a compreensão da interação entre PIs e 

proteínas-alvo, para o estabelecimento do melhor mecanismo de ação e se há ou 
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não relação espécie-específica entre inibidor e protease. Tudo isso para tornar o 

biocontrole um mecanismo tão atraente quanto os inseticidas químicos (Migliolo, 

2008; Cândido et al., 2011).  

Desta forma, avaliamos o mecanismo de interação das proteases cisteínica e 

serínica de T. castaneum com os inibidores de proteases de G. max, 

respectivamente, através de modelagem por homologia e docking, in silico. 

Definimos como modelo para o entendimento das interações proteína-proteína os 

inibidores contidos em cotilédones de G. max e as proteases digestivas de T. 

castaneum e utilizamos como controle positivo estruturas já resolvidas e depositadas 

no bando de dados Protein Data Bank (PDB). Análises como número de interações, 

tipo de interações e parâmetros como ΔG e Kd foram avaliados e o modelo 

construído para as interações entre as proteases de T. castaneum e os inibidores de 

G. max, apresentaram ΔG mais negativo quando comparado aos complexos já 

resolvidos. Assim, mostrando que a interação entre os inibidores de G. max e as 

proteases digestivas de T. castaneum ocorrem de forma espontânea. Análises mais 

refinadas ainda serão realizadas e as proteases dos demais insetos, T. molitor e C. 

maculatus também serão modeladas.  

Estudos de transcriptomas, proteomas, técnicas de silenciamento gênico 

(CRISPR/CAS9) e pós-transcricional (RNAi) estão fornecendo dados que somados 

ao estudos bioquímicos e fisiológicos do metabolismo digestivo de insetos  auxiliam 

e aprofundam o entendimento da relação inseto/ambiente e proporcionam bases de 

dados sólidos para o desenvolvimento e a aplicabilidade de compostos naturais 

como os PIs com perspectiva de controle natural de insetos praga (Martynov et al., 

2015; Evans, 2017; Perkin et al., 2017).  
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6.0 – Conclusão 

 

 A farinha de cotilédones de G. max interferiu negativamente nos parâmetros de 

sobrevivência e tamanho larval, formação de pupas e emergência de adultos do 

inseto praga Tribolium castaneum; 

 

 Larvas alimentadas com G. max tiveram as atividades das proteases digestivas 

serínicas e cisteínicas reduzidas; 

 

 Uma fração contendo inibidores de proteases isolada de cotilédones de G. max foi 

capaz de inibir a atividade das enzimas puras papaína e tripsina e das proteases 

digestivas serínicas e cisteínicas de T. castaneum e a atividade cisteínica de T. 

molitor e C. maculatus; 

 

 Bandas proteicas provenientes da fração retida da cromatografia de afinidade foram 

identificadas como um inibidor de proteases serínicas do tipo Kunitz; 

 

 

 A visualização da atividade de inibição de proteases em gel de gelatina mostrou 

inibição da tripsina e papaína por bandas proteicas distintas, indicando a presença 

de inibidores para ambas as classes de proteases; 

 

 Os modelos de interação (docking) entre as proteases digestivas serínicas e 

cisteínicas de T. castaneum e os inibidores das respectivas proteases de G. max 

apresentaram energia livre de Gibbs (ΔG) negativa, mostrando que as interações 

ocorrem de forma espontânea.  
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