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Resumo

O maracuja (Passiflora flavicarca Sims) representa uma cultura tropical
economicamente importante no Brasil, sendo o principal produtor mundial. A
cultura do maracujé esta sujeita a diferentes agentes agressores no ambiente,
sendo a herbivoria por lagartas uma importante causa de perdas econdémicas.
Com isso, para melhoria nos processos de cultura do maracuja, se faz
necessario uma melhor compreensdo dos mecanismos de defesa deste
vegetal, que atualmente, permanecem mal compreendidas. Neste cenério,
buscamos entender o sistema de defesa do maracujazeiro, dando énfase a
caracterizacdo bioquimica de inibidores de proteinases (Pl) presentes nesta
planta. No presente trabalho, plantas de maracuja foram expostas aos vapores
de metil jasmonato (MeJa, do inglés methyl jasmonate) por 96 horas com
intuito de aumentar a expresséao de Pls no tecido foliar. Logo apés, foi realizada
uma extracdo protéica das folhas de maracuja seguido de precipitacdo por
sulfato de amonio. As amostras obtidas foram submetidas a cromatografia de
gel filtragdo (Sephadex G-100), e as fragbes que apresentaram atividade
inibitéria sobre tripsina foram reunidas e aplicadas em cromatografia de fase
reversa (RP-HPLC). Com isso, foram purificados sete inibidores de proteinase
serinica (20-25 kDa) identificados por SDS-PAGE (12,5%). Através da técnica
de degradacdo de Edman obtivemos a sequencia de aminoacidos da regido N-
terminal desses inibidores. Essas sequéncias revelaram similaridade com
inibidores da familia Kunitz de diferentes espécies vegetais. Com isso,
nomeamos nossos inibidores de PfKTI (Passiflora flavicarpa Kunitz trypsin
inhibitor). A realizacdo de eletroforese em gel de poliacrilamida nativo revelou
que esses inibidores apresentam multiplas isoformas. Todos os inibidores
apresentaram forte atividade inibitéria contra tripsina e quimiotripsina in vitro
(com excecédo de PfKTI-1). Nossos resultados demonstraram diferencas na
atividade desses inibidores contra essas proteases indicando um polimorfismo
funcional. A termoestabilidade dos PfKTIs foi testada incubando esses
inibidores a diferentes temperaturas, realizando logo apés ensaio enzimatico
contra tripsina in vitro. A atividade de PFKTI-3 e PFKTI-5 foi abolida quando
incubados a 80 °C enquanto que os outros inibidores tiveram baixa atividade
apos incubacao por 100 °C. Para avaliar a capacidade bifuncional dos PfKTI



realizamos ensaio in vitro contra papaina. Apesar de raro, dois inibidores
(PFKTI-4 e PfKTI-7) apresentaram atividade contra esta proteinase. Ensaios
enzimaticos in vitro dos PfKTIs contra proteases do intestino médio de
diferentes insetos (Diatraea saccharalis, Callosobruchus maculatus e Aedes
aegypti) foram realizados com a finalidade de avaliar o potencial bioinseticida
destes inibidores. Todos os PfKTIs atuaram fortemente sobre proteases do
intestino médio da broca da cana, D. saccharalis (um inseto lepidoptero).
Ensaios in vivo acrescentando uma fragao enriquecida com inibidores na dieta
de larvas de Diatraea saccharalis reforcam o potencial inseticida de Pls contra
esta praga. Além disso, os inibidores que apresentaram atividade bifuncional
foram efetivos contra proteases cisteincas presentes no intestino médio do
caruncho, C. maculatus (um inseto coledptero). Inesperadamente, todos o0s
inibidores foram altamente eficazes contra as proteases do intestino médio de
A. aegypti (vetor do virus da dengue). Neste trabalho, através de abordagens
bioguimicas, demonstramos a flexibilidade das plantas de maracuja para
expressar um amplo repertério de potentes inibidores de proteinase do tipo
Kunitz (KPIs) em resposta a MeJa. Esses resultados levam a abertura de
novos caminhos na pesquisa de Pls derivados de plantas, podendo esses, por
exemplo, atuar no controle de mosquitos vetores de doencas. Adicionalmente
nossos estudos refletem a complexidade dos KPIs em maracuja, que pode ser
explorado para melhorar as condicbes de defesa das plantas e enfatiza o
potencial do maracujazeiro como fonte de compostos bioativos com aplicacbes
biotecnoldgicas diversificadas.

Plavras chave: Metil jasmonato, inibidor de proteinase, defesa vegetal,
maracuja.



Abstract

The passion fruit (Passiflora flavicarca Sims) represents an economically
important tropical crop in Brazil, being the country is the world's leading
producer. The passion fruit culture is subject to various harmful agents in the
environment, being herbivory by the caterpillars a major cause of economic
loss. Thus, for improvement in the culture processes of passion fruit, is
necessary a better understanding of the defense mechanisms of the plant,
which currently remains misunderstood. In this setting, we seek to understand
the defense system of passion fruit plant, emphasizing the biochemical
characterization of proteinase inhibitors (PI) present at this plant. In the present
work, passion fruit plants were exposed to vapors of methyl jasmonate (MeJa)
for 96 hours in order to increase expression of Pls in the leaf tissue. Right after,
a protein extract of the leaves of passion fruit plant followed by ammonium
sulfate precipitation was done. The samples were subjected to gel filtration
chromatography (Sephadex G-100), and the fraction that showed activity
against trypsin were pooled and applied to reversed-phase chromatography
(RP-HPLC). Thus, seven serine proteinase inhibitors (20-25 kDa) identified by
SDS-PAGE (12.5%) were purified. By the technique of Edman degradation we
obtained the amino acid sequence from the N-terminus of these inhibitors.
These sequences showed similarity to the Kunitz family inhibitors from different
plant species. With this, we named our inhibitors PfKTI (Passiflora flavicarpa
Kunitz trypsin inhibitor). The realization of native polyacrylamide gel
electrophoresis revealed that these inhibitors have multiple isoforms. To study
the inhibitory capacity of PfKTIs against commercial serine proteases (trypsin
and chymotrypsin) in vitro enzymatic assays were performed. All inhibitors
showed strong inhibitory activity against trypsin and chymotrypsin (except
PfKTI-1). Our results showed differences in the activity of these inhibitors
against these proteases indicating a functional polymorphism. Thermostability
of PfKTIs weres tested by incubating these inhibitors at different temperatures,
after conducting enzymatic in vitro assay against trypsin. The ability to maintain
activity after contact with different temperatures was variable, PFKTI-3 and
PFKTI-5 have abolished its activities when incubated at 80 ° C while others had
low inhibitory activity after incubation for 100 °C. To evaluate the ability of
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bifunctional PfKTIs we conducted in vitro assay against papain. Although rare,
two inhibitors (PFKTI-4 and PfKTI-7) showed activity against this proteinase.
Enzyme assays against PfKTIs of the midgut proteases of the different insects
(Diatraea saccharalis, Callosobruchus maculatus and Aedes aegypti) in vitro
were applied with the purpose to evaluate the potential biopesticide of these
inhibitors. All PfKTIs have acted strongly on the midgut proteases of sugarcane
borer, Diatraea saccharalis (an Lepidoptera insect). In vivo assays adding a
fraction enriched with inhibitors to the diet of larval D. saccharalis reinforce the
Pls insecticide potential against this pest. Besides this it showed bifunctional
inhibitory activity (acting on more than one class of protease) were effective
against cysteine proteases present in the midgut of the weevil C. maculatus (a
coleopteran insect). Unexpectedly, all inhibitors were highly effective against the
midgut protease of A. aegypti (dengue virus vector). In this study, through
biochemical approaches, we demonstrate the flexibility of passion fruit plants to
express a wide repertoire of potent Kunitz proteinase inhibitors (KPIs) in
response to MeJa. These results paved the ways in the research of plant-
derived Pls, these may, for example, act to control mosquito-borne disease .
Additionally, our studies demonstrate the complexity of KPIs in passion fruit,
which can be exploited to improve the protection of plants and emphasizes the
potential of passion fruit plants as a source of bioactive compounds with diverse

biotechnological applications.
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1.1 O género Passiflora

O maracuja compreende varias espécies do género Passiflora,
pertencentes a familia Passifloraceae. O género Passiflora retne cerca de 400
espécies, a maioria delas originarias da Ameérica Tropical, sendo mais de 120
espécies nativas do Brasil (Bernacci et al., 2008). Apesar disso, os cultivos
comerciais no Brasil baseiam-se numa Unica espécie, Passiflora edulis, que
representa mais de 95% da area cultivada, devido a qualidade dos seus frutos,
vigor, produtividade e rendimento em suco (Meletti, 2011). P. edulis € nativa do
Brasil, e possui varios nomes populares, tais como maracuja-azedo, maracuja-
amarelo, maracuja-preto e maracuja-roxo. Esta espécie apresenta grande
variabilidade, sendo que diferentes cores da casca do fruto sdo facilmente
observadas. Portanto a nivel taxonémico deve-se utilizar Passiflora edulis
Sims, para toda e qualquer planta e cor de fruto do maracuja-azedo (Bernacci
et al., 2008).

A producdo de maracuja vem ganhando grande importancia no mundo,
sendo o Brasil o maior produtor e consumidor mundial (Silva et al., 2011).
Segundo dados da Emater-RJ, o maracuja € produzido em mais de 40
municipios do estado do Rio de Janeiro e o estado estd entre os principais
produtores, seguido da Bahia, Espirito Santo, Sergipe e Sdo Paulo (EMBRAPA,
2014). O cultivo do maracuja tem contribuido de forma positiva para o
crescimento econdmico brasileiro, gerando empregos no meio rural e urbano e
também criando divisas através das exportacdes de suco. A popularidade dos
produtos derivados do maracuja esta crescendo no mercado externo, devido
principalmente ao sabor exdtico e marcante que eles oferecem aos

consumidores (Almeida e Cunha, 2004).

Mesmo tendo posi¢cédo de destaque no cenario nacional e internacional, a
produtividade do maracujazeiro no pais € considerada relativamente baixa em
relacdo a demanda (Silva et al., 2011.). A ocorréncia de problemas
fitossanitarios tem contribuido, nos ultimos anos, para a redugdo da vida util
dos novos plantios (SIDRA, 2014). Contudo, o aumento da producéo ao longo
dos anos pode ser observado através da evolucao da area colhida de maracuja

no Brasil entre 1980 e 2010 (figura 1).


http://www.sidra.ibge.gov.br/

70.000

62.019 »

60.000 /
50.000

=
% 38.522
£ 40.000
S 30.000 21 499 35.820
= 0 PLIE L)
¥
T
-
20.000
10.000 5590
9.068
0 ; ; ; ; ; ;
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010
Anos

—o—AREA COLHIDA (ha)

Figura 1: Representagéo grafica do desempenho da cultura do maracuja no
Brasil, no periodo 1980/2010 Fonte: www.ibge.gov.br.

Os frutos de maracuja no Brasil sdo destinados a dois setores, ao
mercado de frutas frescas e para a industrializac&o, principalmente de sucos.
Nos processos de industrializacdo ha um grande potencial para o
processamento de bebidas, doces e sorvetes (Melleti, 2011), e adicionalmente
€ utilizado como fonte de niacina, vitaminas A e C (Sjostrom et al., 1978).
Subprodutos desta industria como cascas e sementes podem ser utilizados
como racdo animal (Cruz et al., 2010). Na industria farmacéutica utiliza-se o
maracuja como calmante (Rizzi et al., 1998) e observa-se um crescente
interesse pelo maracuja para fins ornamentais (Cruz et al., 2010).

Apesar do crescimento gradual na producdo de maracuja, esta cultura sofre
alguns tipos de problemas no pais. Um dos grandes problemas enfrentados
pelos produtores de maracuja no Brasil sdo as pragas, pois geralmente
ocasionam grandes perdas na producdo, podendo chegar a comprometer até
100% da produtividade da cultura em alguns casos (Bruckner e Picanco, 2001).

A infestacdo de pragas na cultura de maracuja na regido Norte Fluminense do
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estado do Rio de Janeiro tem acarretado em uma significativa diminuicdo da
produtividade desta regidao (Mondaini e Kinpara, 2003). No Brasil, as lagartas
desfolhadoras da ordem Lepidopitera constituem as pragas que mais atacam o
maracujazeiro. As principais espécies que atacam a cultura no pais sdo os
insetos Dionae juno juno e Agraulis vanillae vanillae. O ataque desses insetos
caracteriza-se por folhas danificadas, com significativa reducédo da area foliar
(Boiga Jr., 1998).

O desenvolvimento de pesquisas e a ado¢cao de melhores métodos de
manejo da cultura constituem pontos fundamentais para o desenvolvimento
sustentavel da cultura do maracuja no Brasil. Com isso, a biotecnologia tem
apresentado diversas técnicas passiveis de utilizagdo como ferramenta ao
melhoramento desta cultura, sendo as transformacfes genéticas as mais bem
sucedidas (Meletti, 2011). Dentro disso, os estudos dos mecanismos de defesa
das plantas de maracuja frente aos estresses causados pelo ambiente sdo de
grande importancia, pois este conhecimento pode contribuir com a melhoria da
produtividade da cultura no Brasil, auxiliando nos processos de cultivo e
colheita, e consequentemente aumentando ainda mais sua relevancia

econdmica para o pais.

1.2 Os mecanismos de defesa vegetal

As plantas apresentam estratégias de defesa que permitem o retardo ou
até mesmo impedem a penetracdo de agentes fitopatogénicos, tais como,
virus, bactérias, fungos, nematoides e insetos (Rojas et al., 2014). De modo
geral, os mecanismos de defesa vegetal podem ser agrupados em duas
categorias: as defesas constitutivas, sendo estas as que fazem parte do
desenvolvimento normal da planta (pré-formadas), e as defesas induzidas,
sendo ativadas apds a percepcdo do ataque (pés-formadas). Em ambas as
categorias, os fatores envolvidos na resisténcia podem ser ainda subdivididos
em estruturais e bioquimicos. As defesas estruturais atuam como barreiras
fisicas, enquanto que as defesas bioquimicas atuam através da producédo de
substancias toxicas ou repelentes ao patdgeno, criando condi¢des adversas ao

estabelecimento deste na planta (Wittstock e Gershenzon, 2002).



Os mecanismos de resisténcia ditos constitutivos, ou seja, pré-
formados, compreendem tanto barreiras estruturais como ceras, cuticula,
tricomas, bem como barreiras quimicas envolvidas no processo de defesa,
como substancias ndo proteicas como flavondides, glicosideos cianogénicos, e
diversas proteinas e peptideos com atividade antimicrobiana assim como
inibidores de proteinase (Pls, do inglés proteinase inhibitors) (Schwan-Estrada,
2008).

Do mesmo modo, as plantas também apresentam mecanismos de
resisténcia pés-formados, isto €, aqueles que sdo ativados ou aumentam o
nivel de compostos pré-existentes apos a percepcdo do patégeno ou lesao por
pragas. As defesas induzidas sao ativadas pelo reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMPs, do inglés Pathogen-associated
molecular pattern) presentes na superficie do patégeno (Boller e He, 2009) ou
por moléculas (efetores) translocadas pela praga/patégeno para as células
vegetais (Bonardi e Dangl, 2012). Além disso, ocorre a producdo de compostos
quimicos em resposta a estimulos fisicos devido a lesdo provocada pela
alimentacdo de insetos herbivoros ou ataque de patdégenos (Shewry e Lucas,
1997; De Wit, 2007). A defesa precocemente induzida gera respostas que
incluem a reorganizacdo do citoesqueleto (Higaki et al., 2011), a fortificacdo da
parede celular (Hardham et al., 2007), a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species; Torres, 2010), e sintese de
fitoalexinas (Ahuja et al., 2012). Em geral, os eventos tardios da respostas de
defesa induzida incluem a transcricdo de proteinas relacionadas patogénese
(PR, do inglés pathogenesis-related) (van Loon et al., 2006) e o
desenvolvimento de um tipo de morte celular programada, conhecida como
resposta hipersensitiva (HR, do inglés hypersensitive response) que ocorre no
local da infeccao (Coll et al., 2011).

A resposta induzida em plantas pelo ataque de insetos herbivoros é bem
descrita na literatura e incluem a producéo de proteinas defensivas e outras
substancias, mudancas na qualidade nutricional da planta, e a liberacdo de
uma mistura complexa de compostos volateis (Rojas et al., 2014). Dentre estes
compostos de defesa induzida, os derivados dos jasmonatos merecem

destaque, pois estas substéncias sdo conhecidas por ativar genes cujos
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produtos participam de vias de defesa, incluindo a sintese de inibidores de

proteases.

1.3 Os jasmonatos

O termo jasmonatos refere-se ao acido jasménico (JA, do inglés
j[asmonic acid) e seus derivados ativos como o metil jasmonato (MeJa, do
inglés methyl jasmonate) e conjugados de aminoacidos (como a valina, leucina
e isoleucina) (Wasternack et al., 2007). Os jasmonatos sao derivados da
oxidacdo de &cidos graxos (oxilipinas), principalmente do &cido linolénico,
podendo também, em algumas plantas, ser sintetizado a partir do acido
hexadecatriendico (Kombrink, 2012). Entre algumas de suas funcdes em
plantas estdo a modulacdo no crescimento das raizes, o desenvolvimento da
flor, senescéncia e movimento de gavinhas (Wasternack et al.,, 2013). Os
jasmonatos também sdo moléculas ativas no desenvolvimento da resposta ao
estresse de plantas juntamente com outros horménios vegetais.
Particularmente, derivados do acido jasmonico desempenham um papel central
na defesa da planta contra herbivoros. Os danos causados por pragas
provocam uma rapida e transiente sintese de jasmonatos nas folhas feridas,
mediando o acumulo de varias substancias que conferem resisténcia aos
herbivoros (Wang e Wu, 2013). Em relacdo ao papel de defesa hospedeira,
eles compreendem um grupo de moléculas de sinalizacdo vegetal que
partiham um elevado grau de estrutura e similaridade funcional com as
prostaglandinas, moléculas de sinalizacdo encontradas em animais. No caso
das plantas, a formacao do acido jasmoénco e do MeJa em resposta ao ataque
de insetos e patdégenos acaba culminando na expressao de genes de defesa
de plantas (Gfeller et al., 2010). Contudo, a elucidacdo do modo de a¢édo dos
jasmonatos tem sido dificultada pelo fato de que as plantas contém muitos
derivados do JA que diferem consideravelmente em sua atividade bioldgica
(Kombrink, 2012).

A via de biossintese dos jasmonatos ocorre em duas regides distintas na
célula vegetal (figura 2), iniciando-se através do reconhecimento de um sinal
sistémico que culmina na ativacdo de lipases na membrana dos cloroplastos.

Com isso, ha a liberacao de acido linolénico (18:3) ou acido hexadecatriendico



(16:3). Ainda no cloroplasto esses acidos graxos sao convertidos através da
acao sequencial de trés classes de enzimas, as lipoxigenase (LOX, do inglés
lipoxygenase), as aleno éxido sintase (AOS, do inglés allene oxide synthase) e
aleno oOxido ciclase (AOC, do inglés allene oxide cyclase), em acido 12-octo-
fitodienoico (OPDA, do inglés 12-oxophytodienoic acid ). Logo apos, o OPDA é
exportado para os peroxissomos, onde é reduzido para OPC8 (do inglés 3-oxo-
2-(20(2)-pentenyl)-cyclopentane-1-octanoic ) através de uma enzima chamada
OPDA-redutase. O OPC8 sofre B-oxidacao através de uma reacdo em cascata
tendo a remocédo de moléculas de carbono de sua cadeia principal, formando
assim o JA (Gfeller et al., 2010).

Uma vez formado, o JA pode passar por diferentes conversoes
metabdlicas originando distintos jasmonatos. A formacdo de MeJa ocorre
através de reacBes de metilacdo do JA. Acredita-se que essas reacdes
ocorram no citoplasma sendo catalisadas por metiltransferases (Avanci et al.,
2010). O MeJa é capaz de provocar a inducdo de PIs, que se acumulam em
resposta a ferimentos ou a ataques de patogenos (Cohen e Flescher, 2009).
Farmer e Ryan (1990) foram os primeiros pesquisadores a revelarem que o
MeJa, quando aplicado de forma exdgena, € um potente indutor da formacéo

de Pls em folhas de tomate, alfafa e tabaco.
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Figura 2: Esquema representando as varias etapas da via da biosintese dos
jasmonatos e dos compartimentos celulares onde as reagbes ocorrem em
plantas. A via inicia-se com a percepc¢ao pela planta do ataque de um agressor
em sua membrana celular (adaptado Schaller e Stintzi, 2009). (18:3) acido
linolénico, (16:3) acido hexadecatriendico, (LOX) lipoxigenase, (AOS) aleno
oxido sintase, (AOC) aleno o6xido ciclase, (OPDA) acido 12-octo-fitodienoico

(OPCB8) 3-0x0-2-(20(2)-pentenyl)-cyclopentane-1-octanoic).



1.4 Os inibidores de proteinase

As plantas sdo capazes de sintetizar uma grande variedade de
moléculas para se proteger do ataque de insetos e microorganismos, sendo 0s
Pls considerados como importante proteinas envolvidas na defesa de plantas
(Silva et al., 2012; Mithoefer e Boland, 2012). De modo geral, Pls sao
conhecidos por apresentarem um amplo espectro de atuacdo em diversos
organismos participando de diversas funcbes bioquimicas, tais como a
regulacdo metabdlica, a supressao de retroviroses in vivo e in vitro, atividade
hemolitica,  propriedades  antifangicas, funcionam como  agentes
anticarcinogénicos, estdo relacionados na inibicdo do desenvolvimento de
protozoarios e no processo de defesa vegetal (Bhattacharyya e Babu, 2009;
Sabotic e Kos, 2012).

Os PIs possuem a propriedade de inibir atividades cataliticas de enzimas
proteoliticas (Oliveira et al., 2007; Bateman et al., 2011). Diferentes Pls ja
foram encontrados e caracterizados em plantas e animais (Macedo et al., 2000;
Kim et al., 2009) e sé&o geralmente categorizados de acordo com a classe de
proteinase sobre o qual eles exercem sua acao inibitéria. Assim, baseado em
suas especificidades, os Pls podem interagir com o sitio catalitico de
proteinases serinicas, asparticas, cisteinicas e metalo-proteinases (Lima et al.,
2011; Fan e Wu, 2005.). No sitio ativo do inibidor, ou préoximo a ele, ha um
residuo de aminoacido que interage especificamente com o sitio da enzima
responsavel pelo reconhecimento do substrato primério, deste modo o inibidor
pode agir contra proteinases pertencentes a classe especifica que reconhece
seu sitio ativo. Com isso, o complexo formado entre o sitio ativo do inibidor e o
sitio catalitico da enzima bloqueia a atividade enzimética sobre qualquer
substrato (Joshi et al., 2013).

Os PlIs de planta sdo um grupo diverso de proteinas, compreendendo
pelo menos 10 familias agrupadas como: Inibidores do tipo Kunitz, inibidores
Bowman-Birk, inibidores de protease cisteinica (fitocistatina), Potato I, Potato II,
inibidores do tipo Squash, inibidor de tripsina cereais/a-amilase, inibidor
metalocarboxi , serpinas e inibidor de mostarda (De Leo et al., 2002; Rawlings
et al., 2014). Os PIs podem ser encontrados em 0rgaos vegetativos e 0rgaos

de armazenamento de quase todas as plantas cultivadas importantes na



agricultura (Volpicella et al., 2011), onde estdo amplamente distribuidos entre
as diferentes familias e sdo particularmente abundantes (de 1 a 10% das
proteinas totais) (Oliveira et al., 2007). Com isso, estudos do polimorfismo e
distribuicdo dos Pls no tecido vegetal de varias espécies de plantas sdo
relevantes para compreensdo dos processos de evolugdo dos mecanismos de
resisténcia contra pragas (Konarev et al., 2002). Além disso, o acumulo de Pls
em tecidos vegetais como uma resposta a ferimento mecanico, herbivoria e a
presenca de jasmonatos é um atributo caracteristico de suas funcdes
defensivas contra a predacao (Howe e Jander, 2008).

Diferentes aspectos levam ao interesse no isolamento e caracterizagéo
dos PIs visto que: (i) sdo ferramentas inestimaveis para alcancar uma melhor
compreensao dos principios que fundamentam a interaccao proteina-proteina
(Chandrasekaran et al., 2009; Wang et al., 2011); (ii) a sua acao regulatéria no
processo fisioldgico via equilibrio protease-inibidor (Neuteboom et al., 2009;
Jimenez-Duran et al., 2013); (ii) seus polimorfismos s&o caracteristicas
atraentes para o estudo da evolucdo molecular (Christeller, 2005; Wang et al.,
2008). (iv) o seu potencial na aplicacao terapéutica (Muricken e Gowda 2011,
Wu et al., 2012).

Atualmente, um dos principais focos dos estudos de Pls de plantas esta
na identificacéo de potenciais inibidores contra proteases digestivas de insetos,
e na compreensdao da natureza dindmica das proteinases do intestino médio de
insetos a nivel molecular (Bode et al., 2013). A func¢do primordial dos Pls no
mecanismo de defesa de plantas contra o ataque de insetos € assumida por
provocar a interferéncia na digestdo de proteinas. Além da inibicdo direta das
proteinases digestivas, a hiper-secrecdo de enzimas digestivas causada pela
presenca de PIs no trato digestivo resulta na baixa disponibilidade de
aminoacidos essenciais livres e consequente reducdo da sintese de proteinas
necessarias aos processos de crescimento e desenvolvimento, ou mesmo nos

processos reprodutivos do inseto (Bazok et al., 2005).
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1.5 Os Inibidores de proteinase serinica

Dentre todas as classes de PIs, os inibidores de proteinase serinica
(SPI, do inglés serine proteinase inhibitors) sdo os mais bem estudados. Eles
sdo amplamente distribuidos na natureza e podem inibir a acdo de proteases
serinicas em diferentes organismos (Teles et al., 2004;Roberts et al., 2011).
Eles sdo encontrados em tecidos animais, microorganismos e também em
tecidos vegetais (Pando et al., 2001; Jamal et al., 2013) e usualmente estéao
presentes em multiplas formas. Sua classificagdo em vérias familias é feita com
base na similaridade da estrutura primaria, na localizacdo do sitio ativo, nas
caracteristicas estruturais e em seu mecanismo de acdo (Ranasinghe e
McManus, 2013). Apesar das familias possuirem sequéncias primarias e
estruturais diferentes, os mecanismos de catdlise e estrutura do local de reacéo
do inibidor sdo bem conservados (Koiwa et al., 1997).

Durante muitos anos os SPI tém sido investigados por varias razoes,
dentre as quais pode-se incluir sua utilidade nos estudos das interacdes
proteina-proteina (Rao e Suresh, 2007). No entanto, devido os SPI
participarem no controle da atividade de proteinases em diferentes processos
fisiologicos, suas fungdes nos organismos onde sdo encontrados ainda ndo sao

totalmente compreendidas (Teles et al., 2004).

Nos vegetais os SPI estdo agrupados nas familias Kunitz, Bowman Birk,
Potato | e Il e na familia de inibidores Squash (Joshi et al., 2013). Os SPI
possuem importante potencial inibitério contra enzimas digestivas de insetos
herbivoros de plantas economicamente importantes. Estes inibidores formam
um importante componente na estratégia do mecanismo de defesa de varias
espécies de planta. Em geral, a taxa de sintese destes inibidores atinge o apice
em 12 horas e resulta em niveis maximos de acumulo por volta de 24 a 48
horas apés o atague de um inseto (Bhattacharyya et al., 2007).

Insetos lepidépteros possuem como maioria de suas enzimas digestivas
as proteases serinicas, fazendo com que a producéo de SPI contra esta classe
de protease em plantas seja um importante mecanismo de defesa, atuando
como bioinseticida (Chougule et al., 2008). Esses inibidores entram no trato
digestivo dos insetos juntamente com o alimento provocando bloqueio na

digestdo de proteinas, em consequéncia, ha uma privacdo de aminoacidos e
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energia, resultando em retardo do crescimento e do desenvolvimento destes
insetos (Yoshizaki et al.,, 2007). Este efeito pode ser observado quando os
insetos sdo alimentados com dietas artificiais contendo inibidores especificos
contra a classe principal de proteinases presentes em seu intestino. Além
disso, uma acao sinérgica dos inibidores pode ocorrer, desenvolvendo
inseticidas mais eficazes quando misturado diferentes grupos de inibidores
(Oliva et al., 2010). Com isso, surge o interesse de produzir cultivares
transgénicos expressando genes de inibidores, tornando assim essas plantas

resistentes a insetos herbivoros (Yoshizaki et al., 2007).

1.6 Os Inibidores de proteinase do tipo kunitz

Os inibidores de proteinase do tipo Kunitz (KPIs, do inglés Kunitz-type
proteinase inhibitors) encontrados na soja foram os primeiros inibidores a
serem descritos (Kunitz, 1945). Normalmente, os KPIs séo proteinas de cadeia
simples, que variam seu peso molecular entre 18 e 24 kDa, apresentam em
média 180 residuos de aminoacidos com baixo conteido de cisteina,
formamdo duas pontes dissulfeto e um Unico sitio de reacéo (Oliva et al. 2010).

Os KPIs de plantas compreendem proteinas com atividade inibitoria
contra varias proteases serinicas, tais como enzimas digestivas (quimotripsina
e tripsina), enzimas de coagulacdo do sangue (calicreina do plasma, factor XII,
factor Xl, factor Xa e trombina), enzimas do sistema fibrinolitico (plasmina),
bem como enzimas envolvidas em processos inflamatorios (elastase e
catepsina G) (Oliva et al., 2010). Além disso, em alguns casos 0s KPIs também
sdo capazes de inibir proteinases de outras classes, como as asparticas e as
proteinases cisteinicas o qual participam de diversos processos fisiolégicos em
plantas e animais (Lima et al. 2011).

A maioria dos KPIs de plantas conhecidos foram estudados de forma
isolada, consequentemente poucos grupos de pesquisa voltaram seus estudos
para a complexidade deste tipo de inibidor em uma dada espécie de planta, tal
como descrito para a batata, por exemplo, onde estudos demonstram a
presenca de diversidade bioguimica entre esses inibidores enfatizando a

importancia da atuacdo dessas moléculas em conjunto nos processos de
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defesa vegetal (Heibges et al., 2003a; Major e Constabel, 2008; Philippe et al.,
2009).

A inducgéo de KPIs por MeJa, ferimento mecanico e herbivoria em folhas
de maracuja ja foram estudados pelo nosso grupo de pesquisa. Dessa forma, a
purificacdo parcial assim como a sequéncias de aminoacidos da regido N-
terminal de alguns inibidores foram obtidas (Botelho-Junior et al., 2008). Com
base nisso, o presente trabalho teve como objetivo concluir a purificacdo

desses inibidores, assim como caracterizar bioquimicamente cada inibidor.

1.7 Insetos utilizados como modelo de estudo do potencial

biopesticida dos Pls.

1.7.1 Diatraea saccharalis.

D. saccharalis também é conhecida popularmente como broca da cana
de acucar, é um lepidoptero existente nas Américas. Em sua fase adulta se
apresenta como uma mariposa de habitos noturnos que faz a postura de seus
ovos na parte dorsal das folhas de plantas como cana de agucar, arroz, milho,
sorgo e outras gramineas (Bortoli et al., 2005; Sidhu et al., 2013). Para a cana
de acucar, nos primeiros dias de vida, as lagartas se alimentam dos tecidos
foliares, com posterior penetracdo no interior dos colmos. Seus prejuizos
diretos originam-se das galerias que fazem nos colmos, impedindo o fluxo de
seiva, provocando também perda de massa, reducao de sacarose e agucares
redutores, além do tombamento da planta pela acdo do vento (Vacari et al.,
2012). Indiretamente, favorecem a contaminacdo das plantas por
microrganismos fitopatogénicos que podem causar a podriddao vermelha do
colmo, cujos fungos causadores sao Colletotrichum falcatum e Fusarium
moniliforme, provocando a inversdo da sacarose, diminuindo a pureza do
caldo, o que reduz o rendimento de acucar e alcool (Gallo et al., 2002; Bravo et
al.,, 2008). O manejo desta peste estd embasado no controle biolégico,
especialmente envolvendo o parasitdide de lagartas Cotesia flavipes (uma
espécie de vespa), cujo numero de adultos liberados no canavial atacado
depende da populacédo de lagartas da broca em campo (Dinardo-Miranda et al.,
2011).
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A D. saccharalis tém importancia econémica na maioria dos paises onde
a cultura de cana de acucar tem expressdo. O Brasil € o maior produtor
mundial de cana de acucar sendo a D. saccaharalis a praga que mais causa
perdas a cultura no pais (Silva et al., 2012). A produc¢édo brasileira de cana de
acucar deve alcancar 594,07 milhdes de toneladas na safra 2013/14 onde
cerca de 86% da producao esta concentrada no Centro-Sul, sendo 52,6%, em
Sao Paulo, onde o plantio da cana de acucar ocupa 4,4 milhdes de hectares. A
producdo total de alcool deve alcancar 23,6 bilhdes de litros, sendo 14,5
bilhdes do tipo hidratado e 9,1 bilhdes do anidro (CONAB, 2014).

Devido a crescente importancia da cana de acucar na economia, €
sendo a D. saccharalis a principal praga que acomete a cultura no Brasil.
Torna-se interessante a utilizacdo da D. saccharalis como inseto modelo para
estudos do potencial bioinseticida dos Pls de maracuja. Proteinases serinicas
(tripsina, quimotripsina e elastase) sdo as principais enzimas presentes no
intestino médio de lepidopteros (Parde et al., 2010), incluindo D. saccharalis.
Com isso, 0 envolvimento dos Pls na estratégia de defesa das plantas contra
insetos baseia-se na inibicdo destas proteinases que estdo envolvidas

diretamente em processos vitais desta praga (Ramos et al., 2012).

1.7.2 Callosobruchus maculatus.

Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae), é considerado a
praga mais relevante de Vigha unguiculata (popularmente conhecido como
feijdo-de-corda) em regides tropicais e subtropicais, podendo causar perdas na
producdo na ordem de 60% (Pereira et al., 2008; Oliveira et al., 2014)
chegando a atingir, em seis meses de armazenamento, 90% de perdas em
termos de sementes perfuradas (Almeida et al., 2006). Esta praga inicia sua
infestacdo no campo, onde oviposita nas vagens, podendo continua-la no
armazeém (Gallo et al., 2002). C. maculatus consegue destruir cerca de metade
da safra brasileira anual de V. unguiculata e, de modo geral, causa perdas de
30% a 40% nos principais graos colhidos no pais, principalmente milhos, trigo,
soja e arroz (Brito et al.,, 2006). Os danos causados sdo decorrentes da
colonizac&o do interior dos gréos pelas larvas do inseto, resultando em perda
de peso, desvalorizagdo comercial, redugdo do valor nutritivo, do grau de

higiene do produto pela presenca de excrementos, ovos e insetos e do poder
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germinativo das sementes (Almeida et al., 2005., Carvalho et al., 2011; Marsaro
Jr et al.,, 2011). Em consequéncia disso, 0 ataque de insetos em sementes
armazenadas constitui um problema que se agrava cada vez mais, devido
principalmente, ao desconhecimento dos produtores quanto a utilizacdo e

manuseio de substancias quimicas (Castro et al., 2013).

Com a utilizacdo de métodos alternativos procura-se encontrar técnicas
que permitam manejar a resisténcia do C. maculatus aos praguicidas
organosintéticos, assim como estratégias que proporcionem uma opc¢ao de
controle, que evitem a eliminacdo dos inimigos naturais, a contaminacao da
agua, do ar e do solo, a intoxicagcdo dos produtores e, especialmente, a
acumulacdo de substancias toxicas nos produtos agricolas alimenticios
(Almeida et al., 2005).

Larvas de C. maculatos apresentam no seu sistema digestivo, em sua
maioria, enzimas da classe das proteinases cisteinicas (Hines et al., 1991).
Sendo assim, neste trabalho, achamos relevante avaliar a capacidade dos
inibidores purificados contra enzimas digestivas desta praga, auxiliando-nos na

caracterizacdo destas moléculas como possiveis agentes bifuncionais.

1.7.3 Aedes aegypti.

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) é um mosquito originario da Africa,
onde existem populagbes selvagens e domésticas. Originalmente foi descrito
no Egito, o que lhe conferiu seu nome especifico (Aedes aegypti). Este inseto
tem acompanhado o homem em sua permanente migracdo. Por todo
continente Americano o A. aegypti foi disseminado pelo préprio homem através
do transporte dos seus ovos, larvas e até do mosquito adulto em navios, avides
e veiculos terrestres. No mundo moderno o A. aegypti se adaptou facilmente as
areas urbanas e vive preferencialmente dentro das casas ou perto delas, uma
vez que la encontra melhores condi¢cfes para sua reproducéo: sangue humano
e depodsitos com agua (Barreto, 2005; Rochel e Gould, 2013; Chen e Vasilakis,
2011). As fémeas passaram a ovipor em eco6topos artificiais localizados no
domicilio e peridomicilio. Quase toda colecdo de agua limpa e parada (caixas d'

agua, cisternas, latas, pneus, cacos de vidro e vasos de plantas) funciona
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como criadouro potencial para sua proliferacdo. Alguns pesquisadores ja
relataram o desenvolvimento do mosquito também em &gua poluida (Monath,
1994; Silva et al., 1999). Essa espécie apresenta habitos diurnos, alimentando-
se e depositando seus ovos, preferencialmente, ao amanhecer e no periodo

vespertino préximo ao crepusculo (Braga, 2007).

O mosquito A. aegypti € o vetor que transmite as viroses responsaveis
pela dengue e a febre amarela, doengas consideradas um importante problema
de saude publica mundial (Abbas et al., 2014). Estima-se que 50-100 milhdes
de pessoas sao infectadas anualmente em mais de 100 paises de todos os
continentes, com excecao da Europa e da Antartida. Destes casos, cerca de
550 mil necessitam de hospitalizacdo e pelo menos vinte mil levam ao Obito
(WHO, 2012). Na regido das Américas foram registrados, no inicio de 2012,
mais de 120.000 casos de dengue pelo Programa Regional da Dengue da
Organizacdo Mundial da Saude, com 1.855 casos graves e 40 Obitos, tendo
sido verificada a manifestagcdo dos quatro sorotipos de virus (OPAS/OMS,
2012). Nesse contexto, a dengue tornou-se um problema contemporaneo e

urgente para o sistema sanitario.

Apesar de alguns avancgos recentes nas pesquisas para a busca de
vacinas para prevencado da dengue, ainda ndo foi comprovada a eficacia das
mesmas (Coller et al., 2011). Sendo assim, a medida de controle disponivel
para se evitar as infec¢des causadas pelo virus da dengue € o combate ao seu
principal vetor urbano, o mosquito A. aegypti, sendo a eliminacdo das larvas o
meétodo de controle ideal, uma vez que 0s mosquitos habitam locais abrigados

e de dificil acesso (Teixeira et al., 1996).

As estratégias utilizadas para controle das larvas e dos mosquitos A.
aegypti sdo baseadas no uso de varias técnicas disponiveis, como 0 emprego
do bioenseticida Bacillus thuringiensis (Bti), peixes larvéfagos das espécies
Gambusia afinis e Poecilia spp e dos inseticidas quimicos das classes dos
piretroides, carbamatos e organofosforados, além da melhoria de saneamento
(Lefevre et al., 2003). No entanto, o uso continuado de inseticidas sintéticos
tem causado o problema de descontrole da populacdo do mosquito, levando ao

surgimento de espécies resistentes a uma grande variedade de inseticidas.
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Esta estratégia também tem provocado outros efeitos indesejaveis, tais como
poluicdo ambiental e toxicidade para seres humanos e outros organismos
(Marcoris et al.,, 1999). Assim, torna-se necessaria a busca de novas
alternativas ambientalmente seguras, potencialmente adequadas e mais
eficazes para uso em programas de combate a larva do A. aegypti. Uma das
tendéncias atuais neste sentido € a prospecc¢do de produtos naturais de origem
vegetal com propriedades larvicidas (Garcez et al., 2013). Trabalhos realizados
com o intuito de isolar e caracterizar substancias bioativas com atividade
larvicida contra A. aegypti sédo descritos desde a década de 1980. Contudo, a
maior parte dos estudos € realizada com extratos brutos e 6leos essenciais,
sendo que, na maioria destes casos, ndo se conhece o composto responsavel
pela atividade apresentada (Sckenkel et al., 2000). Neste contexto, faz-se
interessante avaliar o potencial bioinseticida dos Pls obtidos neste trabalho

sobre A. aegypti.
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Objetivos




Geral:

Purificar e caracterizar bioquimicamente SPI induzidos por MeJa em
folhas de maracuja, assim como avaliar o potencial biopesticida de cada
inibidor contra representantes de 3 ordens de insetos.

Objetivos especificos:

e Purificar, através de técnicas cromatogréaficas, inibidores de proteinase
serinica induzidos por MeJa em folhas de maracuija;

e Obter a sequéncia de aminoacidos parcial da regidao N-terminal de todos
os inibidores purificados;

e Determinar a estabilidade dos inibidores em diferentes condicbes de
temperatura,;

e Avaliar o potencial inibitério in vitro de cada inibidor purificado contra
enzimas comerciais (tripsina, quimiotripsina e papaina);

e Testar o potencial inibitério in vitro de cada inibidor contra as enzimas
digestivas presentes no intestino médio de larvas de Diatraia saccharalis
e de larvas e adultos de Aedes aegypti;

e Estudar o potencial inibitério contra enzimas digestivas presentes no
intestino médio de larvas de Callosobruchus maculatus, das proteinas
purificadas que apresentarem atividade inibitéria contra papaina;

e Avaliar o desenvolvimento e a sobrevivéncia das larvas de Diatraia
saccharalis alimentadas com dieta na presenca de inibidores de

proteinase purificados.
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Materiais e Métodos




3.1 Material Biolégico.

Sementes de maracuja (Passiflora edulis Sims) obtidas a partir de frutos
comprados em mercado local do municipio de Campos dos Goytacazes
foram coletadas, secadas em temperatura ambiente por 24 horas e
estocadas.

Proteases serinicas: Tripsina e quimiotripsina de pancreas bovino foram
comprados da Sigma Co, St Louis, U.S.A.

Protease cisteinica: Papaina do latex de mamao foi comprado da Sigma
Co, St Louis, U.S.A.

Inibidores de proteinase comerciais: SoyKI (inibidor do tipo Kunitz de
Soja) e eggCys (cistatina do ovo, inibidor de proteinase cisteinica) foram
comprados da Sigma Co, St Louis, U.S.A.

Larvas de Diatraea saccharalis neonatas e no quarto estadio de
desenvolvimento foram doadas pela Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ), campus Leonel Miranda, situada em Campos dos
Goytacazes. Ambas foram usadas no mesmo dia da doacéao.

Larvas de Callosobruchus maculatus no terceiro estadio de
desenvolvimento foram cedidos pela professora Dra
Antonia Elenir Amancio Oliveira do Laboratorio de quimica e funcdes de
peptideos e proteinas (LQFPP), da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (UENF). Estas larvas foram imediatamente utilizadas apés o
recebimento.

Intestino de mosquitos adultos fémeas (5 dias de idade) e larvas (quarto
estddio de desenvolvimento) de Aedes aegypti foram cedidos pelo
professor Dr. Francisco José Alves Lemos do Laboratério de biotecnologia
(LBT), da Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF).

Metil jasmonato (MeJa, do inglés methyl jasmonate) foram comprados
da Sigma Co, St Louis, U.S.A.
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3.2 Padronizagcao da inducao de inibidores de proteinase por

vapores de metil jasmonato

3.2.1.Cultivo de plantas de maracuja.

Sementes de plantas de maracuja foram germinadas em vermiculita e
depois transferidas para vasos de xaxim, onde permaneceram durante 20 dias
em camara de crescimento com fotoperiodo de 17 h de luz a 28 °C e 7 h no
escuro a 18 °C. Neste estagio de desenvolvimento as plantas possuem quatro

folhas, sendo duas expandidas e duas apicais ainda em desenvolvimento.

3.2.2 Tratamento com metil jasmonato.

Para o tratamento com MeJa utilizamos metodologia descrita por Rangel
et al. (2002), 3 uL da solucao estoque de MeJa 96% foi colocado na ponta de
um cotonete preso a parede de recipientes de vidro com volume de
aproximadamente 4.000 cm3. Plantas intactas de maracuja foram colocadas
neste recipiente e os mesmos foram fechados e vedados com parafilme, pois o
MeJda € uma substancia volatil. Desta forma, as plantas ficaram expostas
continuamente aos vapores de MeJa (48 e 96 horas) e adicionalmente a luz
durante as primeiras 24 h, para intensificar a resposta de defesa. Ao fim do
tratamento, as folhas foram coletadas e imediatamente mergulhadas em

nitrogénio liquido.

3.3 Extracéo de proteinas foliares.

Folhas de plantas de maracuja expostas aos vapores de MeJa como
descrito no item 3.2.2 foram maceradas, utilizando-se grau e pistilo, na
presenca de nitrogénio liquido. Foram adicionados polivinilpolipirrolidona (10%
do peso das folhas) e o conteudo protéico foi extraido pela adicdo de 3 mL de
tampédo de extracdo (fosfato de sdédio 50 mM, pH 6,5) para cada grama de
folha. O material foi homogeneizado suavemente durante alguns minutos e
mantido a temperatura de 4 °C, sendo em seguida centrifugado durante 20
minutos, a 10.000 x g, 4 °C. Apo0s a centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado

e o precipitado descartado. O sobrenadante foi utilizado imediatamente.
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3.4 Dosagem do teor protéico.

O teor protéico dos extratos foliares obtidos foi quantificado utilizando-se
o Método de Bradford (1976). Uma curva padrao utilizando albumina sérica
bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin) foi feita de acordo com as
instrucdes do Kit Bio-Rad Protein Assay. A curva padrdo foi projetada num
grafico de absorbancia a 595 nm versus ug de proteina. A massa de proteina
correspondente a cada extrato foliar foi determinada a partir do grafico da curva

padrao.

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-
PAGE 12,5%).

As proteinas estudadas neste trabalho foram analisadas em géis de
poliacrilamida 12,5 % conforme metodologia descrita por Laemmli (1970). As
amostras protéicas foram preparadas previamente com tampao de amostra
contendo Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8, glicerol 10%, ABF 0,001%, SDS 2% e -
mercaptoetanol 5%, aquecidas a 100 °C durante 3 minutos e centrifugados por
alguns segundos. Como padréo de peso molecular utilizamos o kit Pharmacia
Biotech, com faixa de peso molecular variando de 14,4 a 94,0 kDa. O tampao
de corrida utilizado foi constituido por Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M; SDS 0,1%.
A corrida eletroforética foi realizada com voltagem constante (100 V) por cerca
de 1 h. Logo apés, as proteinas foram fixadas e coradas pela imersdo do gel
em solucdo contendo Coomassie Brilliant Blue R 250 0,2%, 45% de metanol e
10% de acido acético durante aproximadamente 30 min. Em seguida, os géis
foram colocados em solucdo descorante contendo 5% de metanol e 7% de

acido acético.

3.6 Ensaio de inibicdo de atividade proteolitica da tripsina in

gel .

Ensaios de inibicdo de tripsina in gel foram realizados com base na
metodologia descrita por Felicioli et al. (1997). Amostras protéicas foram
separadas em geis de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) contendo 0,5% de
gelatina comercial (Sigma) de acordo com o método de Laemmli (1970)

excluindo-se o B-mercaptoetanol e o aquecimento a 100 °C do processo de
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preparo de amostras. Experimentos utilizando inibidores purificados foram
realizados com géis comprados (Biorad) contendo 0,1% de gelatina através de
condic¢des nativas (PAGE). Com o intuito de remover o SDS ap0s a separacao
por eletroforese em condi¢cdes semi-desnaturantes, géis foram imersos em
tampéao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0 com 2,5% de Triton X-100 por trés vezes num
periodo de 20 minutos. Logo apds, os géis foram incubados a 37 °C por 1 h em
tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 com CaCl 20 mM contendo 50 ug/ml de
tripsina. Em seguida, os géis foram lavados suavemente com agua destilada
para retirar o excesso de tripsina. Por fim, as proteinas foram fixadas e coradas
pela imersdo do gel em solugao contendo Coomassie Brilliant Blue R 250 0,2%,
45% de metanol e 10% de acido acético durante aproximadamente 30 min. Em
seguida, os géis foram colocados em solugdo descorante contendo 5% de
metanol e 7% de &cido acético. A ocorréncia de bandas azuis escuras
presentes no gel demonstra a presenca de inibidores de proteinase, pois

nestas regides ocorre a incapacidade da digestdo da gelatina pela tripsina.

3.7 Purificacdo dos inibidores de proteinase serinica induzidos

por MeJa em tecido foliar.

O cultivo das plantas de maracuja, a exposi¢cdo ao vapor de Mela e
extracdo proteica foram feitos como descritos nos itens 3.2.1, 3.2.2 e 3.3,
respectivamente. Apds isso, foi realizado um processo de precipitacao protéica,
por sulfato de aménio de acordo com metodologia descrita por Rangel et al.
(2002). Foi adicionado inicialmente sulfato de aménio numa concentracao
suficiente para se atingir uma saturacdo de 20%. A solucdo permaneceu sob
agitacdo suave durante 3 h a 4 °C. O material obtido foi centrifugado a 10.000 x
g por 20 min a 4 °C. Terminada a centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e
a ele adicionado sulfato de amoénia para atingir uma saturacdo de 55%. A
solucdo permaneceu sob agitacdo suave durante 3 h a 4 °C. O material foi
centrifugado como descrito acima. O sobrenadante foi descartado, e o
precipitado foi coletado e completamente ressuspenso no menor volume
possivel de tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 e foi chamada de fracdo F30-55.

A fracdo F30-55 obtida apds o processo de precipitacdo foi submetida a

uma cromatografia de filtracdo em gel (Sephadex G-100,) em coluna de 32 X
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2,0 cm previamente equilibrada com tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, sob um
fluxo de aproximadamente 1 mL por minuto. As fracdes coletadas foram
submetidas a ensaio de atividade inibitoria in vitro avaliando quanto a atividade
inibitoria contra tripsina (conforme descrito no item 3.9)

As fracbes que obtiveram atividade biologica sobre a atividade da
tripsina in vitro (item 3.9) foram reunidas e passaram por processo de didlise e
liofilizacdo sendo entdo chamadas de fragdo enriquecida com inibidores. Este
material liofilizado foi solubilizado em agua (10% do seu volume inicial). Logo
apos, o material obtido foi submetido a uma cromatografia de fase reversa em
alta pressdo (RP-HPLC) conforme descrito por Garcia et al. (2004) com
modifica¢cdes. Foi utilizado uma coluna C18 (ST, 18 u, 4.6 x 250 mm,
Amersham Biosciences) em um fluxo de 0,7 mL/min. A corrida cromatogréafica
foi iniciada com 100% de solvente A (fosfato de potassio 10 mM, pH 6,0 em
agua) por 10 min seguido por um gradiente linear (0 a 100%) do solvente B
(fosfato de potassio 10 mM em 50% de acetonitrila) por 65 min. As proteinas
foram detectadas e coletadas por monitoramento da absorbancia a 220 nm.

Para avaliarmos a homogeneidade das proteinas purificadas, uma
segunda etapa de cromatografia de fase reversa foi realizada para cada fracéo
obtida anteriormente. Nessa nova etapa cromatografica mantivemos mesmo
fluxo e coluna utilizados anteriormente. As corridas cromatograficas foram
iniciada com 100% de solvente A (0,1% de TFA em &agua) por 10 min seguido
por um gradiente linear (0 a 100%) do solvente B (0,1% de TFA em 80% de
acetonitrila) por 80 min. As proteinas foram detectadas e coletadas por
monitoramento da absorbancia a 220 nm.

O perfil protéico de cada fracdo foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante (como descrito no item 3.5). As fracbes que nao
apresentaram homogeneidade foram submetidas a cromatografia nas mesmas
condicbes da segunda etapa, onde as amostras foram coletadas de forma
diferenciada. Neste caso, na tentativa de separar as proteinas eluidas na
mesma amostra, o pico apresentado na técnica em questédo foi coletado em
trés fracOes distintas, a primeira coletada durante a subida do pico, a segunda
no apice do pico e a terceira na descida do pico. O perfil protéico de cada
fracdo foi avaliado por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE 12,5%).
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3.8 Sequéncia dos aminoéacidos da regido N-terminal.

O sequenciamento da regido N-terminal dos inibidores de proteinase
serinico purificados como descrito no item 3.7, foi realizado através da técnica
de degradacdo de Edman pela Dr® Olga Lima Tavares do Laboratdrio de
quimica e funcdes de peptideos e proteinas (LQFPP), da Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF). A homologia das sequéncias obtidas
foram comparadas com outros inibidores depositados em banco de dados
através do programa Protein BLAST (NCBI). O alinhamento final das
sequéncias foi feito com CLUSTALW2 (programa de alinhamento de
sequéncias multiplas para DNA ou proteinas, produzindo alinhamentos de
sequéncias divergentes com significancia biologica. O programa calcula os
melhores pareamentos para cada sequéncia, e mostra os alinhamentos de tal

forma que as identidades e diferengas fiquem claras).

3.9 Ensaio de inibicdo de atividade proteolitica da tripsina in

vitro.

Para o estudo da atividade dos inibidores de proteinase serinica contra
tripsina, foi utilizado metodologia descrita segundo Erlanger et al. (1961). Neste
ensaio foi utilizado BApNA (do inglés N «- Benzoil —-DL -Arginine 4-Nitroanilide)
como substrato. Diferentes concentracdes dos inibidores purificados foram pré-
incubado com 5 uL de tripsina 100 ug/mL (W/V) diluida em tampéao de reacgao
(Tris-HCI, 50 mM, pH 8.0, com CaCl, 20 mM). O volume foi ajustado (100 pL)
pela adicdo de tampéao de reacéo, e em seguida, os tubos permaneceram a 37
°C por 5 min. Logo apés, a reacéo foi iniciada pela adicao de 100 yL de BApNA
2 mM em DMSO 10% e incubada a 37 °C por 30 minutos. A reacédo foi parada
pela adicdo de 100 pL de acido acético 30%. A atividade inibitéria foi avaliada
através do declinio da hidrélise do BApNA pela tripsina quando os PfKTIs
estavam presentes. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 405 nm. Para comparar diretamente 0s niveis de
atividade inibitéria dos PlIs purificados, calculou-se a concentracdo dessas
moléculas com capacidade de inibir 50% da atividade enzimatica (ICsp, do

inglés inhibitory concentration required for 50% inhibition). Os valores de ICsg
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foram calculados a partir da analise da regressao linear dos graficos obtidos da

titulacdo de cada inibidor contra a enzima em questao.

3.10 Ensaio de inibicdo da atividade proteolitica da
guimiotripsinain vitro.

Para o estudo da atividade dos inibidores de proteinase serinica contra
quimiotripsina, foi utilizado como substrato BTEE (do inglés N-o—benzoyl-L-
tyrosyl ethyl ester hydrochloride) segundo metodologia descrita por Huang et al.
(2007). As amostras obtidas foram pré-incubadas com 50 uL de quimiotripsina
20 pg/mL (W/V) diluida em 1 mM de &acido cloridrico. O volume foi ajustado
(500 pL) pela adicdo de tampé&o de reacdo (Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0, com
CacCl, 20 mM), e em seguida, os tubos permaneceram a 25 °C por 3 min. Logo
apos, a reacao foi iniciada pela adicdo de 500 uL de BTEE 2 mM em 50%
metanol com Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0, e incubada a 25 °C por 6 minutos. A
atividade inibitéria foi avaliada através do declinio da hidrélise do BTEE pela
quimiotripsina quando os inibidores estavam presentes. A leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotbmetro no comprimento de onda a 256 nm.
Para comparar diretamente os niveis de atividade inibitéria dos Pls purificados,
calculou-se a concentracdo dessas moléculas com capacidade de inibir 50% da
actividade enzimatica (ICsp). Os valores de ICsy foram calculados a partir da
analise da regressao linear dos graficos obtidos da titulacdo de cada inibidor

contra a enzima em questao.

3.11 Ensaio de inibicdo de atividade proteolitica da papaina in

vitro.

A atividade inibitéria das proteinas purificadas contra a papaina foi
medida usando-se BANA (do inglés, N,-benzoyl-DL-arginine B-naphthylamide
hydrochloride) como substrato, segundo metodologia de Abe e colaboradores
(1994). Na solucao de ensaio estava contido 1 pug de papaina (0,1 pg/ul) diluida
em tampdo fosfato de sodio 0,25 M, pH 6,0, adicionados a diferentes
concentracfes das proteinas purificadas. O ajuste do volume final (350 pl) foi
feito pela adicdo do tampéo fosfato de sodio (NaH,PO4) 0,25 M, pH 6,0
contendo EDTA 2,5 mM e B-mercaptoetanol 25 mM. Em seguida, os tubos
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foram incubados a 37 °C por 5 minutos. A atividade enzimatica foi iniciada pela
adicdo de 35 pul de BANA (5,0 mM em DMSO 10%) onde os tubos foram
incubados a 37 °C por 10 minutos. A reacao foi parada pela adicdo de 500 pl
de HCI 2% em etanol. A reacdo de coloracéo foi obtida pela adicdo de 500 ul
de p-dimetilaminacinnamaldeido 0,06% em etanol. A leitura de absorbancia foi
feita utilizando um espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 540nm. A
atividade inibitéria foi detectada a partir do declinio da hidrélise do BANA pela
papaina quando os inibidores estavam presentes. Para comparar diretamente
os niveis de atividade inibitoria dos Pls purificados, calculou-se a concentracéo
dessas moléculas com capacidade de inibir 50% da actividade enziméatica
(ICsp). Os valores de ICsp foram calculados a partir da analise da regresséo
linear dos graficos obtidos da titulacdo de cada inibidor contra a enzima em

guestéo.

3.12 Estabilidade Térmica da atividade inibitoria contra tripsina.

Para observar o potencial termoestavel dos inibidores purificados
utilizamos método descrito por Macedo et al. (2007). Os Pls purificados (0,1
mg/ml em &agua) foram aquecidos a banho-maria em diferentes temperaturas
(37, 50, 60, 80 e 100 °C) por 30 minutos. Logo apds, as amostras foram
resfriadas a 4 °C por 10 minutos, sendo em seguida analisadas quanto a

capacidade inibitéria contra tripsina de acordo com o item 3.9.

3.13 Ensaio de inibicdo da atividade proteolitica das enzimas

digestivas de larvas de Aedes aegypti.

Para o estudo da atividade dos inibidores de proteinase serinica contra
enzimas digestivas de larvas de Aedes aegypti, foi utilizado metodologia
descrita segundo Lemos et al. (1996), com modificagbes. Mosquitos adultos (5
dias de idade) e larvas (quarto estadio de desenvolvimento) de A. aegypti
foram imobilizados em gelo para remogéo dos intestinos médios, que logo
apos, foram homogeneizados em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 e centrifugados a

10.000 x g por 30 min a 4 °C. Apés a centrifugacéo coletamos o sobrenadante
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que foi usado como solucao rica em proteinases e descartamos o precipitado.
ApOs adquirirmos esse extrato, foi realizado dosagem do teor protéico como
descrito no item 3.4 e em seguida, realizamos um ensaio da atividade
enzimatica como descrito a seguir. O efeito da atividade proteolitica do extrato
dos intestinos médios da larva foi medido usando BApNA (1 mM) como
substrato. Neste ensaio utilizamos Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 como tampao de
reacdo. O extrato dos intestinos médios foi pré-incubado por 5 min a 37 °C na
presenca de 1 ng de cada inibidor. Apos este procedimento foi adicionado o
substrato incubando a reacdo por 30 min a 37 °C em 500 ul de volume final. A
reacao foi parada adicionando-se acido acético 30% e a leitura da absorbéancia
foi feita em espectrofotbmetro a 405 nm. A concentracdo do extrato dos
intestinos médios utilizada no experimento foi aquela que apresentou uma
leitura de 0,5 de absorbancia, quando realizado o0 ensaio enzimatico na

auséncia de inibidores.

3.14 Ensaio de inibicdo da atividade proteolitica das enzimas

digestivas de larvas de Callosobruchus maculatus.

O intestino médio de larvas de terceiro estadio de C. maculatos foi
dissecado em solucéo salina NaCl 250 mM, homogeneizado em tampéao fosfato
de sédio 0,25 M, pH 6,0 contendo EDTA 2,5 mM e B-mercaptoetanol 25 mM e
centrifugados a 10.000 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante resultante
foi usado como solucdo rica em proteinases para ensaio enzimatico usando
BANA como substrato, seguindo procedimento descrito por Abe et al. (1994). O
homogenato intestinal obtido como descrito acima, foi pré incubado com 20 e
40 pg de PfKTI-2 e PfKTI-7 por 5 min a 37°C em volume final de 315 pl (tampé&o
fosfato de sodio 0,25 M, pH 6,0 contendo EDTA 2,5 mM e B-mercaptoetanol 25
mM). PfKTI-2 foi usado neste ensaio, nas mesmas condi¢coes que PfKTI-4 e
PfKTI-7, como parametro comparativo de um inibidor que n&o apresenta
atividade inibitoria sobre proteases cisteinicas. A reacao foi entdo iniciada pela
adicéo de 35 ul de BANA (5 mM) em 10% de DMSO. Apos incubagéo a 37 °C

por 30 min a reacao foi parada pela adicdo de 500 ul de HCI 2% em etanol e a
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coloracdo foi obtida pela adicdo de 500ul de p-dimetilaminacinnamaldeido
0,06% em etanol. A leitura de absorbancia foi feita utilizando um
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 540 nm. A atividade inibitéria
foi detectada a partir do declinio da hidrélise do BANA pelo homogenato
intestinal quando em presenca dos inibidores. A concentracdo do extrato dos
intestinos médios utilizada nos experimentos foi determinada através de ensaio
de atividade de protease cisteinica sendo usada a concentracdo de extrato de
intestino que resultava em uma leitura de aproximadamente 0,2 de

absorbancia.

3.15 Ensaio de inibicdo da atividade proteolitica das

enzimas digestivas de larvas de Diatraea saccharalis.

As larvas foram imobilizadas em gelo e o intestino médio foi removido na
presenca de NaCl 250 mM a 4 °C. Dez intestinos médios foram
homogeneizados em 500 uL de NaCl 150 mM e centrifugados a 10.000 x g por
30 min a 4 °C. Logo ap6s a centrifugacdo, foi coletado o sobrenadante e
descartando o material precipitado. A amostra obtida foi quantificada de acordo
com o item 3.5. Em seguida foi realizado ensaio da atividade enzimatica como
descrito por Garcia et al. (2004), com modificacbes. O efeito da atividade
proteolitica do extrato dos intestinos médios da larva foi medido usando BApNA
(1 mM) como substrato. Neste ensaio utilizamos Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 como
tampéao de reacdo. O extrato dos intestinos médios foi pré-incubado por 5 min a
37 °C na presenca de diferentes concentracdes dos inibidores obtidos como
descrito no item 3.7. ApGs este procedimento foi adicionado o substrato
incubando a reagao por 30 min a 37 °C. A reagéo foi parada adicionando-se
acido acético 30% e a leitura da absorbéancia foi feita em espectrofotbmetro a
405 nm. A concentracdo do extrato dos intestinos médios utilizada no
experimento foi aquela que apresentou uma leitura de 0.5 de absorbancia,

guando realizado o ensaio enzimatico na auséncia de inibidores.
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3.16 Efeito dos inibidores no desenvolvimento e sobrevivéncia

de larvas de D. saccharalis.

O bioensaio realizado com D. saccharalis foi realizado de acordo com
metodologia descrita por Pompermayer et al. (2001). Os experimentos foram
desenvolvidos em sala climatizada ajustada a 25+1 °C, fotofase de 12 horas e
umidade relativa de 70£10%. Folhas de papel sulfite contendo ovos de D.
saccharalis foram acondicionadas em recipiente plastico, contendo algodao
umido para evitar o ressecamento dos ovos até a eclosdo das lagartas. Dez
lagartas recém nascidas foram transferidas com o auxilio de um pincel de
cerdas macias para tubos de ensaio de fundo chato (8,5 x 2,5 cm) (10
larvas/tubo). As larvas foram alimentadas com dieta artificial (fornecida pela
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Campos dos Goytacazes, Brasil)
na presenca de uma fracao enriquecida com inibidores (0,1 e 0,5%) por 15 dias
apos o nascimento. Como controle para este experimento, alimentamos larvas
somente com a dieta artificial e acrescida de inibidor (0,5%) previamente
aguecido a 100 °C por 60 minutos. Neste ensaio foram analisados a
sobrevivéncia (através da contagem do numero larvas apds término do
experimento) e o desenvolvimento larval (através da pesagem de cada larva
que sobreviveu ao experimento). Foram realizadas trés repeticdes por

tratamento, sendo cada tubo de ensaio considerado uma repeticéo.
3.17 Andlise estatistica.

As andlises de variancia (ANOVA) (Sokal e Rohlf, 2011) foram usados
para examinar se houve diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos, e todas as comparacdes pareadas foram realizadas pelo teste de
Tukey. Os dados de trés experimentos independentes foram utilizados para
cada analise estatistica. Essas analises foram feitas em colaboracdo com o
professor Dr Leandro Rabello Monteiro (CBB-UENF).
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Resultados




4.1 Inducao e purificacao de inibidores de proteinase em folhas

de maracuja

Antes de iniciarmos o processo de purificagdo dos inibidores de
proteinase (IPs), realizamos um estudo para estipular o melhor tempo de
exposicdo a MeJda (48 ou 96 horas) que resultaria em uma maior inducao
desses IPs nas plantas de maracuja. Ap0s a exposi¢cao, as plantas foram
analisadas através de ensaios de inibicdo de tripsina in gel sobre condicdes
semi-desnaturantes (item 3.6). Neste gel observamos um aumento substancial
na atividade inibitoria contra tripsina na regido entre 20 a 30 kDa para ambos
0s tempos de exposicado aos vapores de MeJa (figura 3). No entanto, podemos
notar uma maior inducdo da atividade inibitéria contra tripsina em plantas
tratadas com vapores de MeJa por 96 horas quando comparadas as plantas
tratadas por 48 horas. Sendo assim, para maior rendimento no processo de
purificacdo, optamos por utilizar plantas induzidas por MeJa por um periodo de
96 horas.

A partir disso, as proteinas foliares foram extraidas e precipitadas pela
adicdo de sulfato de amobnio resultando na fracdo F30-55, sendo esta
submetida a cromatografia de filtracdo em gel (Sephadex G-100). As fracdes
que obtiveram atividade inibitéria contra tripsina foram reunidas, passando por
processo de didlise e liofilizacdo (resultado ndo mostrado). Para darmos
continuidade ao processo de purificacdo, submetemos a amostra a técnica de
cromatografia de fase reversa em alta pressao (RP-HPLC) conforme descrito
no item 3.7. A figura 4 mostra a elui¢cdo das proteinas durante o processo, onde
0s picos obtidos foram coletados e analisados quanto o seu conteudo protéico
através de SDS — PAGE 12,5% (figura 5). Dos 6 picos coletados, todos
apresentaram proteinas detectaveis em nossas analises. Como podemos
observar, as proteinas de cada pico se apresentaram praticamente

homogéneas, com excecao do pico 5.
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Figura 3: (A) Visualizacdo eletroforética do extrato protéico foliar de plantas
induzidas por metil jasmonato em gel de poliacrilamida 10% semi desnaturante
(B) Visualizacdo eletroforética do extrato protéico do tecido foliar de plantas
induzidas por metil jasmonato em gel de poliacrilamida 10% contendo gelatina ,
as bandas variando entre 20 e 30 kDa com atividade inibitria contra tripsina
estado indicadas como PI's. C: Extrato protéico de plantas controle; 48: Extrato
protéico de plantas expostas a MeJa por 48 h; 96: Extrato protéico de plantas
expostas a MeJa por 96 h. Cada raia foi carregada com 7 ug de proteina do

extrato bruto. Ambos os géis foram corados com Coomassie brilliant blue.
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Figura 4 : Cromatograma da fragdo F30-55 em coluna de fase reversa C18 em
sistema de alta performance (HPLC). A eluicdo dos picos foi acompanhada por
absorbéancia a 220 nm. A linha obliqua indica o gradiente de acetonitrila (O-
50%) em 10 mM de Fosfato de potassio usado para a eluicdo dos picos.
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Figura 5: Visualizacao eletroforética dos picos (1 a 6) presentes na figura 3 em
gel de poliacrilamida desnaturante 12,5%. Em cada raia foi aplicado 1ug de
amostra. Gel corado com Coomassie.
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Para confirmarmos a homogeneidade das amostras, os picos 1, 2, 3,4 e
6 foram submetidas a uma segunda etapa cromatografica, feito conforme
descrito no item 3.7. A eluicdo de cada pico coletado e a confirmacdo de uma
Unica banda protéica através de analise por SDS-PAGE € demonstrado nas
figuras 6, 7, 8, 9 e 12. O pico 5 também foi submetido ao mesmo processo das
demais fracdes. Contudo, por ndo apresentar uma unica banda protéica nas
andlises eletroforéticas, optamos por coletar este pico de forma diferenciada.
Apos isso, as novas fracdes do pico 5 foram submetidas a uma terceira etapa

cromatografica, onde foram completamente separadas (figuras 10 e 11).

. . 80
1000 Pico 1
94.0
67.0
43.0
o0 30.0
m
< 500 . g
= 201 L40 2
S
14.4 2
‘ . ‘ . 0
0 20 40 60 80 Min

Figura 6: Cromatograma do pico 1 da primeira cromatografia de fase reversa
(figura 4) recromatografado na mesma coluna C18 em sistema de HPLC. A
linha obligua indica o gradiente de acetonitrila. Insercdo: Visualizacdo
eletroforética do pico 1" em gel de poliacrilamida desnaturante 12,5%; Gel

corado com Coomassie.
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Figura 7: Cromatograma do pico 2 da primeira cromatografia de fase reversa
(figura 4) recromatografado na mesma coluna C18 em sistema de HPLC. A
linha obligua indica o gradiente de acetonitrila. Insergdo: Visualizagdo
eletroforética do pico 2° em gel de poliacrilamida desnaturante 12,5%; Gel

corado com Coomassie.
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Figura 8: Cromatograma do pico 3 da primeira cromatografia de fase reversa
(figura 4) recromatografado na mesma coluna C18 em sistema de HPLC. A
linha obligua indica o gradiente de acetonitrila. Insergdo: Visualizagdo
eletroforética do pico 3' em gel de poliacrilamida desnaturante 12,5%; Gel

corado com Coomassie.
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Figura 9: Cromatograma do pico 4 da primeira cromatografia de fase reversa
(figura 4) recromatografado na mesma coluna C18 em sistema de HPLC. A
linha obligua indica o gradiente de acetonitrila. Insercdo: Visualizacao

eletroforética do pico 4° em gel de poliacrilamida desnaturante 12,5%; Gel
corado com Coomassie.
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Figura 10: Cromatograma da parte inicial (subida) do pico 5 da primeira
cromatografia de fase reversa (figura 4) recromatografado na mesma coluna
C18 em sistema de HPLC. A linha obliqua indica o gradiente de acetonitrila.
Insercdo: Visualizagao eletroforética do pico 5 em gel de poliacrilamida
desnaturante 12,5%; Gel corado com Coomassie.
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Figura 11: Cromatograma da parte final (descida) do pico 5 da primeira
cromatografia de fase reversa (figura 4) recromatografado na mesma coluna
C18 em sistema de HPLC. A linha obliqua indica o gradiente de acetonitrila.
Insercdo: Visualizagao eletroforética do pico 6° em gel de poliacrilamida
desnaturante 12,5%; Gel corado com Coomassie.
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Figura 12: Cromatograma do pico 6 da primeira comatografia de fase reversa
(figura 4) recromatografado na mesma coluna C18 em sistema de HPLC. A
linha obligua indica o gradiente de acetonitrila. Insercdo: Visualizacdo
eletroforética do pico 77 em gel de poliacrilamida desnaturante 12,5%; Gel
corado com Coomassie.
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Todas as 7 proteinas purificadas apresentaram atividade inibitoria contra

tripsina através de ensaio in vitro (Resultado ndo mostrado).

4.2 Sequéncia de aminoacidos da regidao N-termnal e

identificacao de isoformas dos PfKTIs.

O sequenciamento parcial de aminoacidos da regido N-terminal de cada
inibidor purificado foi realizado conforme descrito no item 3.8. A tabela 1
demonstra a sequéncias dos inibidores que apresentaram em suas sequéncias
apenas um unico residuo de aminoacido em cada posi¢cao e a homologia com
alguns inibidores da familia Kunitz de outras espécies vegetais. A partir desta
caracterizacdo, junto com a observacdo da atividade bioldgica de inibicdo
contra tripsina, estas proteinas foram denominadas PfKTIs (do inglés,
Passiflora flavicarpa Kunitz Trypsin Inhibitors): PfKTI-1 (23 kDA), PfKTI-2 (25
kDA), PfKTI-3 (23 kDA), PfKTI-4 (22 kDA), PfKTI-5 (23 kDA), PfKTI-6 (20 kDA),
PfKTI-7 (22 kDA). Contudo, uma analise mais cuidadosa revela que estas
sequéncias (tabela 1) sé apresentam identidade com a segunda parte (em
negrito) de dois padrées de sequéncias da regido N-terminal de inibidores do
tipo Kunitz: 1) (L,1,V,M)-X-D-(X2)-G-(X)2-(L,1,V,M)-(X)s-Y-X-(L,I,V,M) (Major et
al., 2008); 2) (L,,V,M)-X-D-X-(E,D,N,T,Y)-(D,G)-(R,K,H,D,E,N,Q)-X-(L,I,V,M)-
(X)s-Y-X-(L,I,V,M) (Selvakumar et al., 2011). Nestas sequéncias as letras entre
parénteses indicam que nestas posicoes as sequéncias podem ter qualquer um
dos aminoacidos indicados e o X indica que nesta posi¢do pode ser encontrado

qualquer aminoéacido. Os numeros indicam a repeticdo do padréo.
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Tabela 1: Alinhamento da sequéncia parcial de aminoacidos da regido N-
terminal dos inibidores de proteinase de folhas de maracujd com alguns
inibidores de proteinase membros da familia Kunitz.

Posicao Sequencia’/homologia Numero

inicial de acesso Referencias
PfKTI-1 \ SELRTGVPYYM — Deste trabalho
PfKTI-2 1 ELRTYVPYYL - Deste trabalho
PfKTI-5 1 ELRTGVPYYL — Deste trabalho
PfKTI-6 1 ELRTGVPYYL — Deste trabalho
P{KTI-7 | ELRTETPYYM — Deste trabalho
Theobroma bicolor 8 ELRTGVEYYV AALS5661.1 N0 publicado
Herrania mariae 8 ELRTGVQYYI AAL85637.1 N&o publicado
Glycine soja 10 PLENGGTYYI —_— Wang ef al, 2012
Inga laurina 10 MLRNGGKYYL AFG2855.1 Macedoef al. 2007 |
Derris trifoliata 10 QVRNGGTYYL —_— Bhattacharyya e Badu, 2008
Adenanthera pavonina ) FLRNGGSYYI — Migliolo ef ai, 2010
Prosopis juliflora 10

ILRNGGSYYI i Franco ef al., 2002

R .

Os alinhamentos foram realizados utilizando o programa CLUSTALW2. Os
asteriscos representam aminoacidos idénticos, enquanto um e dois pontos

indicam os aminoacidos com semelhancas fracas e fortes, respectivamente.

Os inibidores PfKTI-3 e PfKTI-4 apresentaram em alguns pontos de sua
sequéncia a presenca de mais de um residuo de aminoacido (tabela 2). Apesar
disso, esses inibidores também apresentaram regides conservadas de
aminoacidos, quando comparadas com padrdes de sequéncia de inibidores do
tipo Kunitz descritos acima. Interessantemente, alguns residuos de
aminodacidos presentes no inibidor PfKTI-4 (T e P) ndo apresentaram consenso
com as padrdes de sequéncia do tipo Kunitz. A identificacdo de aminoacidos
secundarios, cuja eluicdo se deu em conjunto com o aminoacido principal
(picos minoritarios detectados no mesmo ciclo de eluicAo do pico do
aminodcido principal), em determinados pontos das sequéncias, podem indicar
a presenca de co-migracao de isoformas.
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Tabela 2: Sequéncia N-terminal dos aminoacidos presentes nos picos que nao
apresentaram homogeneidade. Abaixo da sequéncia principal s&o mostrados

0S aminoacidos.

Posigao Sequencia/homologia

inicial
PfRTI-3 ) ELPIIVPYYM
vV TF
PfRTI—-4 1 YLLTTLPYYL
ETVI V
VP E
P G

Y

Com a finalidade de identificar a ocorréncia de isoformas nos PfKTIs
optamos por realizar uma eletroforese em gel de gelatina em condi¢des nativas
(PAGE 10%). Através desta técnica, além de podermos discriminar isoformas,
conseguimos revelar sua atividade bioldgica através da inibicdo de tripsina in
gel. Em nossas analises, todos os inibidores purificados apresentaram em
média de duas a sete isoformas conforme demonstrado na figura 13. Este
resultado corrobora com o resultado da deteccado de aminoacidos secundarios

(tabela 2) pela técnica de degradacdo de Edman.
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Figura 13: (A) Visualizagdo eletroforética dos sete inibidores obtidos da
segunda cromatrografia de fase reversa em coluna C18 em gel de
poliacrilamida em condi¢gbes nativas (PAGE 10%). Note a presenca de outras
bandas protéicas nas mesmas raias onde os inibidores, em gel desnaturante,
apresentavam apenas uma banda. (B) Visualizacdo eletroforética dos sete
inibidores obtidos da segunda cromatrografia de fase reversa em coluna C18
em gel de poliacrilamida 10% contendo gelatina e em condi¢gbes nativas. Para
ambos os géis foram aplicados 3 ug de amostra em cada raia. Os numeros de
1 a 7 indicam onde foi aplicado os respectivos inibidores purificados (PfKTI 1-

7). Como controle positivo utilizamos o inibidor de proteinase comercial SoyKI.
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4.3 Estudo da atividade dos PfKTIs contra diferentes
enzimas comerciais.

Para iniciarmos a caracterizacdo bioquimica dos PfKTI's, realizamos
titulacdo de cada inibidor contra proteases serinicas (tripsina e quimiotripsina).
Também, com a finalidade de -caracterizarmos inibidores com potencial
bifuncional, avaliamos estas proteinas contra uma protease cisteinica
(papaina). Para efeito de comparagdo, um inibidor comercial do tipo Kunitz foi
utilizado nos ensaios contra tripsina e quimiotripsina (soyKTIl), enquanto que
contra papaina, foi utilizada uma cistatina comercial (eggCys).

Os setes inibidores purificados apresentaram forte atividade contra tripsina,
apresentando de forma geral atividade proxima a observada por soyKTI (figura
14). Contudo, os inibidores purificados apresentaram consideravel variacao
entre suas atividades inibitérias. A concentracdo dos inibidores que foi capaz

de anular a atividade da tripsina variou entre 0,06 a 0,65 uM.

De forma similar aos ensaios com tripsina, os inibidores purificados
também apresentaram alta atividade contra quimiotripsina, com excecao de
PfKTI-1 que demonstrou incapacidade de inibicdo nas condi¢cdes de nossos
ensaios (figura 15). Em nossas analises, o inibidor comercial soyKTI
apresentou forte atividade inibitéria contra quimiotripisina. No entanto, 3
inibidores (PfKTI-2, PfKTI-5 e PfKTI-6) apresentaram potencial inibitério maior
gue soyKTI. Dentre todos os inibidores, PfKTI-6 foi o que teve melhor potencial
contra esta enzima, onde a atividade se apresentou praticamente nula a uma

concentracéo de aproximadamente 0,08 uM deste inibidor.
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Figura 14: Visualiacao grafica da atividade inibitoria dos PfKTls contra tripsina in vitro . Diferentes
concentracdes (MM) dos inibidores foram adicionados a quantidade constante de tripsina (0,5 1g).
Cada ponto representa a media de trés ensaios (n=3).
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Figura 15: Visualiacdo grafica da atividade inibitoria dos PfKTIs contra quimiotripsina in vitro .

Diferentes concentracdes (M) dos inibidores foram adicionados a quantidade constante de
quimiotripsina (1 ng). Cada ponto representa a media de trés ensaios (n=3).
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Atividade proteolitica residual (%)

Estudos da atividade dos PfKTIs contra papaina (figura 16)
demonstraram que dois destes inibidores (PfKTI-4 e PfKTI-7) obtiveram
atividade sobre esta enzima. Os inibidores PfKTI-4 e PfKTI-7 apresentaram
uma inibicdo da atividade de papaina de cerca de 40 e 20%, respectivamente,
gquando em nossas condicdes de analise estavam presentes em uma
concentracdo de 2,8 uM. Comparativamente, estes inibidores apresentaram um
atividade significativamente baixa em relacé@o a atividade do inibidor de cisteina
comercial (eggCys). Contudo, € relevante a observacdo da existéncia de
atividade inibitoria contra proteases cisteinicas por esses inibidores, ja que de
forma geral, membros da familia Kunitz ndo sédo inibidores naturais deste tipo
de protease. Os outros inibidores avaliados n&o apresentaram qualquer

atividade contra papaina até a concentracdo maxima utilizada no experimento.

o PKTI-1 m PfKTI-2 PFKTI-3 < PfKTI-4
K PFKTI-5 e PIKTI-B + PFKTI-7 +—eggCys
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Figura 16: Visualiacdo grafica da atividade inibitoria in vitro dos PfKTIs sobre

papaina. Inibidor de cisteinica comercial (eggCys) foi utilizado como controle

positivo. Cada ponto representa a média de trés ensaios (n=3).
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Para uma melhor comparacdo da diversidade na capacidade inibitoria
dos PfKTlIs, calculamos a capacidade de inibir 50% da atividade proteolitica
(ICs0,) de cada inibidor a partir dos dados obtidos nos ensaios de titulacao
contra tripsina, quimiotripsina e papaina (descritos no item 3.9, 3.10 e 3.11
respectivamente). A tabela 3 demonstra a diferenca na eficiéncia da inibicdo de
cada inibidor. Segundo esses resultados, PfKTI-2 e PfKTI-7 foram mais efetivos
contra tripsina, enquanto PfKTI-2, PIKTI-5 e PfKTI-6 foram os mais potentes
contra quimiotripsina. Por outro lado, PfKTI-1 foi especifico para atividade
contra tripsina. Apesar da atividade inibitéria contra papaina pela cistatina
comercial (eggCys) ser de aproximadamente 100 vezes maior que a
apresentada por PfKTI-4, € importante enfatizar que este inibidor nédo é
especifico para esta classe de protease. Sendo assim, também ndo podemos

ignorar a atividade inibitoria contra papaina presente em PfKTI-7.

Tabela 3: Concentracdo dos IPs com capacidade de inibir 50% da
atividade proteolitica (IC50?). Sem atividade (SA).

Inibidor  Tripsina Quimiotripsina Papaina
uM
SoyKTl  0.054 0,083 SA
eggCys SA SA 0,024
PfKTI-1  0.298 SA SA
PfKTI-2  0.019 0.047 SA
PfKTI-3  0.254 0.184 SA
PfKTI-4  0.207 0.416 253
PfKTI-5  0.118 0.051 SA
PfKTI-6  0.336 0.041 SA
PfKTI-7  0.036 0.102 6.06

8|Cs foram calculados da porcéo linear da atividade residual das proteinases

contra as diferentes concentracdes dos inibidores.
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4.4 Estudo da termoestabilidade dos PfKTIs na atividade contra
tripsina.

A termoestabilidade dos 7 inibidores purificados também foi avaliada. A
figura 17 demonstra que a atividade inibitéria sobre tripsina é reduzida
drasticamente quando os inibidores foram submetidos a 100 °C por um periodo
de 30 min, sendo que PfKTI-1, PfKTI-3 e PfKTI-7 perderam completamente a
atividade quando incubados nesta temperatura. Contudo, os inibidores PfKTI-1,
PfKTI-2, PfKTI-4, PfKTI-6 e PfKTI-7 ainda mantiveram consideravel atividade
inibitéria (aproximadamente de 50 a 70%) quando incubados a 80 °C pelo

mesmo periodo.
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Figura 17: Visualizagdo grafica da estabilidade térmica dos IPs
incubados em diferentes temperaturas (37°C a 100 °C) por 30 min,
determinada pela atividade inibitéria contra tripsina. Os pontos indicam as

médias da atividade dos inibidores (n=3).
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4.5 Analise do potencial biopestida dos PfKTIs.

Para o estudo do potencial biopesticida dos PfKTIs utilizamos
inicialmente como inseto modelo o lepidoptero da broca da cana de acgUcar
(Diatraea saccharalis). Esse inseto apresenta majoritariamente proteases
serinicas em seu sistema digestivo (Parde et al., 2010). Com interesse de
testarmos a atividade inibitéria dos PfKTIs contra enzimas digestivas de larvas
desta praga, foi realizado ensaio enzimatico in vitro conforme o item 3.15. O
resultado expresso na figura 18 demonstra que todos os inibidores
apresentaram alta atividade contra enzimas digestivas dessas larvas, abolindo

a atividade destas em diferentes concentracoes.

Atividade proteolitica residual (%)

Inibidores (M)

Figura 18: Visualizagdo gréafica da inibicdo in vitro de enzimas digestivas de
extrato do intestino meédio de larvas do inseto Diatraea sacchcaralis (broca da

cana) com os PfKTIs. BApNA foi utilizado como substrato. Desvio padrao (n=3).
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Adicionalmente testamos as atividades inibitorias dos PfKTIs sobres
enzimas proteoliticas do intestino médio de larvas e adultos de Aedes aegypti
in vitro. Agumas enzimas digestivas ja foram identificadas e caracterizadas
nesta espécie de inseto, incluindo tripsina (Barillas-Mury e Wells, 1993) e
quimiotripsina (Jiang e Kanost, 1997). Na figura 19 observamos que a atividade
proteolitica das enzimas do intestino médio de larvas e adultos diminuiu
significativamente na presenca 1 ug dos inibidores. Os inibidores PfKTI-2,
PfKTI-3, PfKTI-6 e PfKTI-7 praticamente aboliram a atividade enzimatica do
extrato intestinal tanto de larvas quanto de adultos em nossas condi¢cdes de
ensaio. PfKTI-4 e PfKTI-5 apresentaram menor capacidade inibitéria em
relacdo aos outros inibidores para ambos extratos protéicos (larvas e adultos).
PfKTI-1 apresentou melhor desempenho contra enzimas do intestino de larvas

guando comparado com sua atividade contra enzimas presentes no mosquito

adulto.
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Figura 19: Analise da inibicdo da atividade do extrato do intestino médio de
larvas e adultos de Aedes aegypti in vitro na presenca de PfKTIs (1ug). Desvio

padrao (n=3).
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Callosobruchus maculatus apresenta como maioria de suas enzimas
digestivas proteases cisteinicas, sendo esta uma praga de grande importancia
econbmica (Hines et al., 1991). Com isso, tivemos o interesse de testarmos a
atividade dos inibidores PfKTI-4 e PfKTI-7 contra enzimas digestivas das larvas
desta praga, pois estes inibidores foram os Unicos que apresentaram atividade
contra papaina em nossas andlises (figura 15). PfKTI-2 também foi utilizado
neste ensaio como parametro comparativo. Em nossas andlises iniciais
realizamos experimento conforme descrito no item 3.14. Como observado na
figura 20, na concentracdo de 20 pg dos inibidores, observamos uma pequena
diminuicdo da atividade enzimética (10%) somente na presenca de PfKTI-4.
Quando se aumentou a concentragcdo dos inibidores (40 ng), a atividade
enzimatica diminui 40% na presenca de PfKTI-4 e 20% quando em contato
com PfKTI-7. O inibidor PfKTI-2 ndo apresentou atividade inibitoria contra o

extrato intestinal em nenhuma das concentragdes analisadas.
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Figura 20: Analise da inibicdo da atividade do extrato do intestino médio de
larvas de Callosobruchus maculatus in vitro por inibidores purificados. As letras
e asteriscos acima das caixas indicam valores de significancia de P> 0,05 para
cada tratamento de acordo com teste Tukey (ANOVA).
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Para investigarmos o efeito in vivo dos inibidores no desenvolvimento e
sobrevivéncia de D. saccharalis, realizamos um bioensaio conforme descrito no
item 3.16. Utilizamos para cada ensaio inibidores parcialmente purificados
(fracéo enriquecida com inibidores), estudando assim o efeito destes inibidores
em conjunto. A figura 21 demonstra que a presenca da fracdo enriquecida com
inibidores na dieta (0,1% e 0,5%) foi significativa na diminuicdo do
desenvolvimento larval, assim como afetaram a sobrevivéncia da populacao
estudada. As larvas alimentadas com dieta na presenca da fracao enriquecida
fervida ndo apresentaram efeitos negativos sobre sua sobrevivéncia e

desenvolvimento, quando comparadas as larvas controle.
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Figura 21: Visualisacdo grafica do efeito sobre o peso (A) e sobrevivéncia (B)
de larvas de Diatraea saccharalis quando alimentadas com dieta acrescida da
fracdo enriquecida com inibidor. C: dieta na auséncia de inibidores; F: dieta
com 0,5% de inibidores previamente fervidos; 0,1. dieta com 0,1% de
inibidores; 0,5: dieta com 0,5% de inibidores. Os asteriscos acima das barras
indicam valores de significancia de P> 0,05 para cada tratamento de acordo
com teste Tukey (ANOVA). Abaixo de cada tratamento da figura A é mostrado
as larvas obtidas no final do experimento.
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Discussao




Inidmeros mecanismos de defesa vegetal estdo envolvidos nas respostas
das plantas a estresses bidticos e abidticos. Dependendo do tipo de stress, as
plantas podem ativar véarias vias de sinalizacdo para a producdo de um
conjunto ideal de moléculas protetoras (Rodriguez-Saona et al., 2010).

Os jasmonatos tém sido considerados como moléculas de sinalizacédo
que estimulam a formacédo de produtos quimicos induzidos (Rohwer e Erwin,
2008). A literatura tem demonstrado que a ativagéo de vias de sinalizagdo dos
jasmonatos pode elevar a producdo de metabolitos secundéarios de plantas e
proteinas relacionadas com a defesa e que estas podem impedir a capacidade
de insetos de utilizar os nutrientes ingeridos (Farmer e Ryan, 1990; Rodriguez-
Saona et al., 2010; Thaler et al., 2002). Numerosos estudos demonstraram que
MeJa exdgeno é uma ferramenta util para aumentar a resisténcia da planta
contra herbivoros, especialmente em espécies de plantas, como tomate,

pimentdo e tabaco (Délano-Frier et al., 2004; Tan et al., 2011).

As proteinas envolvidas nas respostas de defesa da planta induzidas
podem incluir polifenol oxidases, peroxidases, Pls, entre outros (Tan et al.,
2011). Dentre as proteinas de defesa, os SPI tém sido alvo de estudo devido o
seu papel antinutricional provocando o retardo no desenvolvimento de insetos
herbivoros. Em geral, SPI sédo frequentemente expressos constitutivamente em
baixos niveis no tecido foliar (Hare e Walling, 2006). Sua funcao defensiva ja foi
documentada em varias espécies de plantas (Zavala et al., 2004; Quilis et al.,
2014; Chandrashekharaiah, 2013; bode et al., 2013) e sua producao pode ser
aumentada através do ataque de inseto herbivoro ou exposicdo ao metil

jasmonato (Thaler et al., 2002).

Dentre os diferentes mecanismos de defesa vegetal induzidos em
plantas de maracuja, pouco é conhecido sobre as proteinas de defesa e seus
correspondentes genes. A partir disso, e com base nos dados bibliograficos
acima descritos, iniciamos o estudo da indugéo de Pls em folhas de maracuja
expostas a MeJa. Em trabalhos anteriores, nosso grupo de pesquisa descreveu
um aumento de até oito vezes na inducdo de SPIs em folhas maracuja
expostas a MeJa por 48 horas (Botelho-Janior et al., 2008.). Estrategicamente,

verificamos se uma exposicdo a MeJa por periodo mais longo (96 horas) iria
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aumentar o acumulo destes inibidores facilitando a sua purificacdo. Analises
através de eletroforese em gel de gelatina sob condigbes semi-desnaturante
revelaram um aumento substancial da actividade inibitoria de tripsina quando
as plantas foram tratadas com MeJa por 96 horas (figura 3). Outros grupos de
pesquisa demonstraram efeitos similares com outras espécies de plantas como
Valueva et al. (2003) que observaram valores de inducdo da atividade inibitéria
em folhas de batata proporcionais aos encontrados em nossos trabalhos,
Lomate e Hivrale (2012) observaram um aumento de até duas vezes nos niveis
de SPI em folhas de guando quando expostos aos vapores de MeJa, Fujimoto
et al. (2011) relataram um aumento na expressao génica de Pls em folhas de
tomate expostos aos vapores de MeJa por periodos de 72 horas e Kang et al.
(2001) identificaram um SPI com peso de 27 kDa em folhas de batata através

da inducéo por acido abscisico, etileno e MeJa.

Depois de otimizado o processo de inducao de Pls por MeJa em folhas
de maracuja, demos continuidade com o processo de purificacdo dessas
proteinas. A partir de nossas observa¢fes, concluimos que para se obter um
maior acumulo desses inibidores, as plantas utilizadas no processo de
purificacdo dos Pls seriam expostas a vapores de MeJa durante quatro dias (96
horas). Com isso, através de técnicas cromatograficas, obtivemos a purificacao
de 7 proteinas (figura 4 a 12) com atividade inibitéria contra tripsina (dado néo
demonstrado). A analise desses inibidores por SDS-PAGE 12,5% revelaram
proteinas com faixa de peso entre 20 e 25 kDa. A purificacdo de mais de um
SPIs induzidos em tecidos foliares de algumas espécies de plantas ja foi
descrito na literatura (Murdock et al., 2002). Pearce et al. (1993) purificaram 6
SPIs induzidos através de ferimento mecanico pertencentes a familia Potato Il
em folhas de tabaco . Moura e Ryan (2001) também isolaram sete inibidores de
folhas de pimenta induzidos por MeJa utilizando cromatografia de fase reversa.
Similarmente trés inibidores de proteinase serinica foram purificados e

caracterizados do latex de Hevea brasiliensis por Sritanyarat et al. (2006).

Com o interesse de se identificar e caracterizar os Pls obtidos,
sequenciamos a regido N-terminal de cada um deles através da técnica de
degradacdo de Edmam. Todos os inibidores purificados apresentaram

homologia com sequéncias de inibidores da familia Kunitz de outros vegetais
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tais como: Threoboma bicolor, Herrania mariae, Glycine soja, Inga laurina,
Derris trifoliata e Prosopis juliflora (tabela 1 e 2). Contudo, a regido N-terminal
desses inibidores apresentaram padrbes de sequéncias truncadas com
padrées de sequéncias que caracterizam os inibidores do tipo Kunits. Apesar
disso, é improvavel afirmar que estas sequéncias truncadas sejam resultados
da digestédo parcial ao longo do processo de purificacdo, pois existem relatos
de KTIs possuindo todo o padrdo de sequéncia Kunitz que foram purificados
por meio de estratégias muito semelhantes as nossas (Walsh e Twitchell, 1991;
Bhattacharyya e Babu, 2009). Além disso, a ocorréncia de residuos que nao
apresentaram consenso com o padrdo de sequéncia Kunitz em PfKTI-4 (tabela
2), também foram relatados em outras espécies de plantas (Goodwin et al.,
2012; Patil et al., 2012). A partir destes relatos é possivel sugerir um provavel
padrdao de sequéncia Kunitz especifico para uma determinada familia de

plantas.

Nossa constatacdo da presenca de mais de um KPI induzido em folhas
de maracuja combinado com o estudo de varios inibidores encontrados em
flores neste mesmo vegetal (Pereira et al., 2011) pode ser tomado como um
indicativo de que o genoma do maracuja apresente varios genes que codificam
para Pls do tipo Kunitz. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos
anteriores que mostram que inibidores do tipo kunitz sdo codificados por
familias multigénicas em diferentes espécies vegetais, como batata (Heibges et
al.,, 2003a), choupo (Major e Constabel 2008; Philippe et al., 2009) e
Arabidopsis thaliana (Ma et al., 2011).

Todos os PlIs obtitidos neste trabalho apresentaram um grande namero
de isoformas (figura 13). Lomate e Hivrale (2012) enfatizaram que isoformas de
Pls em plantas pode ser considerada uma regra em vez de uma excegao.
Recentemente, a constatacdo da presenca de isoformas de KPIs em vérias
especies vegetais continua sendo descrita na literatura. Tripathi et al. (2014)
observaram a existéncia de duas isoformas de KPIs em Senna tora. Isoformas
de KPIs também foram descritas em sementes de Erythrina velutina e
Pithecellobium dumosum (Machado et al., 2013; Rufino et al., 2013). Alguns
eventos moleculares podem influenciar no polimorfismo dos Pls, tais como

duplicacdo génica seguido de divergéncia adaptativa (Christeller, 2005),
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portanto, este processo pode ter gerado a diversificacdo de PfKTIs . No
entanto, tal como foi recentemente relatado por Speranskaya et al. (2012),
reacfes de recombinacdo também podem ser de grande relevancia para a
variacdo genética dentro de genes de Pls. Apesar disso, somente uma analise
mais aprofundada com foco na estrutura dos genes certamente vai ajudar a

descobrir a natureza da diversidade dos PfKTlIs.

Com base em vérios estudos, é possivel observar que a capacidade
inibitéria dos KPIs varia dentro das diversas espécies vegetais (Rufino et al.,
2013). Alguns KPIs desta familia sdo especificos para a quimotripsina (Joubert
et al., 1981) ou tripsina (Macedo et al., 2007). Outros sao potentes inibidores de
tripsina, que também podem simultaneamente inibir quimotripsina em
diferentes graus (Bhattacharyya e Badu, 2009). Em conformidade com os
dados da literatura, todos os PfKTIs purificados neste trabalho apresentaram
forte atividade inibitéria contra tripsina (figuras 14). Esses Pls também foram
efetivos contra quimiotripsina, com execao de PfKTI-1 que aparentemente se
revelou um inibidor especifico para tripsina (figuras 15). De forma geral,
observamos uma variabilidade na capacidade inibitoria entre os PfKTIs. Esses
resultados sugerem que a inducdo de diferentes inibidores seria uma
alternativa evolutiva da planta em resposta a diversidade de proteases de uma

mesma classe presente em insetos herbivoros.

Em alguns casos, KPIs também apresentam capacidade de inibir
proteases de diferentes classes, tais como os Pls encontrados em sementes de
Adenanthera pavonina (Migliolo et al., 2010), Piptadenia moniliformis (Cruz et
al., 2013) e em tubérculos de batata (Heibges et al., 2003b), que inibem
fortemente tripsina, mas apresentaram uma menor atividade contra papaina.
De forma similar, dentre todos os inibidores purificados neste trabalho, dois
deles (PfKTI-4 e PfKTI-7) revelaram potencialidade bifuncional, apresentando
atividade inibitéria contra papaina (figura 16), sendo que a atividade inibitoria
contra tripsina se manteve mais efetiva (figura 14). Por outro lado, um inibidor
bifuncional de sementes de algaroba apresentava predominante inibicdo contra

papaina (Franco et al., 2002).
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Na Literatura, exemplos de inibidores de papaina/tripsina do tipo Kunitz
mencionados acima foram igualmente correlacionados com papéis defensivos
nos tecidos ao qual foram armazenados. Pelo que se sabe até entdo, os
inibidores bifuncionais avaliados neste trabalho sdo os Unicos exemplos
descritos em tecido foliar, em resposta a um fito-horménio envolvido no

estresse biodtico.

A presenca de inibidores bifuncionais em plantas é bem fundamentada
como sendo parte de um processo de co-evolugcdo entre hospedeiro e
predadores. Acredita-se que em plantas, como em outros organismos, Pls
poderiam sofrer um processo de “recrutamento” com o objetivo de ao longo do
tempo alterar sobre a classe de proteases ao qual atuem (Christeller, 2005).
Krizaj et al. (1993) estudando uma cistatina de batata demonstrou que apesar
desse inibidor ser especifico para proteases cisteinicas, sua sequéncia
principal revela homologia com inbidor do tipo Kunitz. Outro exemplo de
‘recrutamento” € o caso de um SPI do tipo Squash o qual apresenta
similaridades de caracteristicas com cistatinas (Heady et al., 2010). No entanto,
estudos adicionais sdo necessarios para desvendar os mecanismos evolutivos

da conducéo das inibicdes observadas para PfKTI - 4 e PfKTI - 7.

Os KPIs também sdo conhecidos por apresentar grande
termoestabilidade (Rufino et al., 2013). Nossas analises demonstraram que 0S
sete PfKTIs apresentaram termorresistencia variavel (figura 17). Entre eles,
PfKTI-6 demonstrou ser o mais estavel, mantendo sua atividade inibitria em
torno de 70% sobre a atividade da tripsina quando incubado a uma temperatura
de 80 °C por 30 minutos. Este resultado corrobora com outros inibidores de
tripsina ja caracterizados (Macedo et al., 2000; Osman et al., 2002). A
estabilidade funcional das proteinas diante de agentes desnaturantes fisico e
guimicos, como temperatura e pH ocorre devido as pontes dissulfeto entre as
cadeias polipeptidicas, presentes na estrutura de inibidores de proteases
(Macedo et al., 2003). Contudo, a atividade inibitéria contra tripsina foi abolida
em PfKTI-3 e PfKTI-5 quanto pré incubados a temperatura de 100 °C por 30
minutos, sendo que os outros PfKTIs apresentatam baixa atividade contra

tripsina (~20%) quando colocados a mesma temperatura.
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KPIs tém sido estudados em diversas plantas e contextos, muitas vezes
com foco em seu potencial para controle de pragas de importancia para a
agricultura. No entanto, a diversidade de KPIs dentro de uma espécie de planta
nao tem sido extensivamente examinado. O papel defensivo dos KPls foi
inferido principalmente pela inibicdo de proteases digestivas de pragas levando
ao retardo do crescimento e desenvolvimento larval através de dieta artificial
(Major e Constabel, 2008; Ramos et al., 2012). De acordo com os estudos
acima descritos, os PfKTIs tiveram seu potencial inseticida demonstrado
através de ensaios in vitro e in vivo contra larvas de D. saccharalis (figuras 18 e
21). Esses resultados foram consistentes para todos o0s inibidores,
demonstrando que os PfKTIs fazem parte de um "arsenal induzivel" contra a
predacao. O trabalho realizado por Silva et al. (2012) demonstraram o potencial
bioinseticida de inibidores de Adenanthera pavonina (ApTl). Estes inibidores
impediram a atividade proteolitica de enzimas digestivas de D. saccharalis
demonstrando bastante similaridade com o0s nossos estudos. Eles ainda
analisaram o desenvolvimento de larvas alimentadas com dieta artificial
acrescida de ApTI observando um retardo significante no crescimento desta
praga.

A utilizacéo de Pls na transformacao de plantas tem sido muito utilizada
com a finalidade de se obter plantas resistentes ao ataque de insetos
herbivoros. Falco e Silva-Filho (2003) superexpressaram dois SPls de
sementes de soja (SKTI e SBBI) em cana-de-acUcar, obtendo plantas com a
capacidade de retardar o desenvolvimento das larvas de D. saccharalis.
Considerando os beneficios do agronegdcio, nossos resultados demonstram a
atratividade de cada inibidor como candidatos para estudos em transgénicos
com o intuito de aumentar a resisténcia a estresses bidticos em plantas
cultivadas. Contudo, devido a capacidade do inseto de adquirir resisténcia aos
inibidores, alternativamente, outras estratégias podem ser associadas a essa
para um melhor resultado, como por exemplo, o controle biol6gico utilizando

inimigos naturais de D. saccharalis (White et al., 2012).

Para reforcar nossos estudos sobre a fungéo defensiva destes inibidores
contra pragas, realizamos ensaio in vitro utilizando PfKTI-4 e PfKTI-7

(inibidores bifuncionais) contra enzimas cisteinicas presentes no intestino

61



médio de C. maculatus (figura 20). As atividades inibitérias obtidas foram
proximas as observadas contra papaina comercial (figura 16). Alguns trabalhos
demonstram que KPIs sdo capazes de inibir proteases serinicas do intestino
médio deste inseto (Cruz et al., 2013). No entanto, C. maculatus apresenta
proteases cisteinicas em seu trato digestivo de forma majoritaria. Alves et al.
(2009) demostraram que PKIs também podem ser efetivos na redugdo do
desenvolvimento de C. maculatus. Como a producdo de compostos é uma
tarefa que exige energia, a sintese de Pls bifuncionais pode ser uma maneira
de otimizar o processo de defesa da planta. Neste ponto de vista, a producao
de inibidores que atuem sobre tripsina, quimotripsina e papaina em maracuja
podem ter vantagens claras contra proteases serinicas e cisteinicas, pois essas
enzimas possuem funcdes importantes no sistema digestivo de insetos

lepidopteros e coledpteros, respectivamente.

Além disso, foi demonstrado que os Pls da planta podem oferecer outras
opcOes para a pesquisa voltada no controle de insetos vetores. Os Pls
descritos no presente estudo foram altamente ativos para proteases do
intestino médio de A. aegypti (figura 19). Possibilidades de progressos neste
dominio sdo particularmente atraentes para combater a dengue, ja que
nenhuma vacina eficaz esta disponivel e, por isso, os programas de prevencao
dependem essencialmente de inseticidas organofosforados para evitar
situacOes endémicas de dengue (Coller e Clements, 2011).

Nossos resultados somados a observacao do acimulo KPIs em todas as
partes da flor (Pereira et al., 2011), indicam a importancia de KPIs como
membros na estratégia de defesa do maracujad. Recentemente, Cutri e
Dornelas (2012) descreveram dados relacionados ao PASSIOMA (genoma do
maracuja), onde a maioria dos transcritos representados eram proteinas
relacionadas a stress. Assim, esta base de dados pode ser util para entender a
complexidade dos KPIs em maracujd. A superexpressdao de PfKPIs
individualmente certamente pode facilitar a analise de suas propriedades

bioquimicas e aplicacdes biotecnoldgicas.
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Conclusodes




» Em nossos estudos, inibidores de proteinase serinica apresentaram uma
inducdo mais forte em tecido foliar mediante tratamento com metil
jasmonato por um periodo de 96 horas quando comparados com plantas

induzidas por 48 horas;

» A purificacdo de inibidores de proteinase serinica presentes em folhas
de maracuja induzidas por MeJa através de técnicas cromatograficas

revelaram a presenca de 7 inibidores;

» Todos os sete inibidores purificados apresentaram similaridade de sua
sequéncia de aminoacidos da regidao N-terminal com KPIs de diferentes
espécies vegetais. Contudo, foi observado que estas moléculas
apresentaram padréo de sequéncia Kunitz truncada para esta mesma

familia de inibidores;

» Foi constatada a presenca de isoformas em todos os inibidores
purificados. Esses resultados, junto com dados da literatura, sugerem
uma flexibilidade no mecanismo de defesa de plantas de maracuja em

resposta ao ataque de insetos herbivoros;

» De forma geral, os PfKTIs purificados neste trabalho apresentaram forte
atividade inibitéria contra tripsina e quimiotripsina. Esses inibidores
apresentaram variabilidade no potencial inibitério destas proteases
guando comparados entre si. Curiosamente, um unico inibidor (PfKTI-1)

apresentou-se especifico contra tripsina,;

» A capacidade bifuncional de dois inibidores (PfKTI-4 e PfKTI-7) foi
revelada quando através de ensaios in vitro foram capazes de inibir
tanto proteases serinicas (tripsina e quimiotripsina) quanto proteases
cisteinicas (papaina). A atividade inibitoria destas moléculas contra
proteases cisteinicas do intestino médio de larvas de Callosobruchus

maculatus reforcam suas caracteristicas bifuncionais;
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» O potencial bioinseticida de todos PfKTIs foram indicados pela atividade
inibitéria  sobre as proteinases serinicas contidas no homogenato
intestinal de larvas de quarto estadio do inseto lepdoptero Diatraea
saccharalis. Ensaios in vivo adicionando uma fragdo enriquecida com
estes inibidores em dieta artificial para D. saccharalis confirmaram a
capacidade destas proteinas de reduzir o crescimento/desenvolvimento

e sobrevivéncia destas pragas;

» Os PIs purificados neste trabalho apresentaram forte atividade inibitéria
contra enzimas digestivas de Aedes aegypti. Esse resultado indica que
estes inibidores também podem ser alvo de estudo, como ferramentas

biotecnoldgicas no controle de insetos vetores de doencas.
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Jjasmonate exposure reveals the passion fruit leaves’ ability
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Abstract

Main conclusion Multiplicity of protease inhibitors
induced by predators may increase the understanding
of a plant’s intelligent behavior toward environmental
challenges.

Information about defense mechanisms of non-genomic
model plant passion fruit (Passiflora edulis Sims) in response
to predator attack is still limited. Here, via biochemical
approaches, we showed its flexibility to build-up a broad
repertoire of potent Kunitz-type trypsin inhibitors (KTIs) in
response to methyl jasmonate. Seven inhibitors (20-25 kDa)
were purified from exposed leaves by chromatographic
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techniques. Interestingly, the KTIs possessed truncated
Kunitz motif in their N-terminus and some of them also
presented non-consensus residues. Gelatin-Native-PAGE
established multiple isoforms for each inhibitor. Significant
differences regarding inhibitors’ activity toward trypsin and
chymotrypsin were observed, indicating functional polymor-
phism. Despite its rarity, two of them also inhibited papain,
and such bifunctionality suggests a recruiting process onto
another mechanistic class of target protease (cysteine-type).
All inhibitors acted strongly on midgut proteases from sugar-
cane borer, Diatraea saccharalis (a lepidopteran insect) while
in vivo assays supported their insecticide properties. Moreo-
ver, the bifunctional inhibitors displayed activity toward mid-
gut proteases from cowpea weevil, Callosobruchus macula-
tus (a coleopteran insect). Unexpectedly, all inhibitors were
highly effective against midgut proteases from Aedes aegypti
a dipteran insect (vector of neglected tropical diseases) open-
ing new avenues for plant-derived PIs for vector control-ori-
ented research. Our results reflect the KTIs’ complexities in
passion fruit which could be wisely exploited by influencing
plant defense conditions. Therefore, the potential of passion
fruit as source of bioactive compounds with diversified bio-
technological application was strengthened.

Keywords Defense response - Jasmonate - Kunitz
protease inhibitor - Passion fruit - Recruitment

Abbreviations

BANA  N-Benzoyl-L-arginine-2-naphthylamide
BAPNA N-Benzoyl-pL-arginyl-plnitroanilide
BSA Bovine serum albumin

BTEE N-Benzoyl tyrosine ethyl ester

eggCys  Egg cystatin

EST Expressed sequence tags

KPIs Kunitz-type protease inhibitors
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KTI Kunitz-type trypsin inhibitors

Mela Methyl jasmonate

NCBI National Center for Biotechnology Information
PIs Proteinase inhibitors

SDS Sodium dodecyl sulfate

SoyKTI  Soybean Kunitz inhibitor

TFA Trifluoroacetic acid

TIs Trypsin inhibitors

Introduction

Protein-based proteinase inhibitors (PIs) are ubiquitously
found in living organisms, constituting a varied and struc-
turally complex group of proteins. A compelling list of over
70 inhibitor families distinguished based on comparisons of
protein primary structure has been published at MEROPS
database (Rawlings et al. 2014; http://merops.sanger.ac.
uk/inhibitors). In general, PIs are effective to block one of
four principal mechanistic classes of proteolytic enzymes
(serine, cysteine, aspartic and metallocarboxy proteases)
(Otlewski et al. 2005), while inhibitors towards threonine
and glutamic proteases have not been described to date.
Thus, based on specificities against various proteases, the
inhibitors can be classified as serine, cysteine, aspartic or
metallocarboxy PIs (Christeller 2005). PIs operate through
direct molecular contact with target enzymes which can be
of different interaction modes, like the standard mechanism
(canonical ones) i.e., when inhibitors bind to the active site
of cognate protease in a substrate-like manner (Laskowski
and Qasim 2000; Géspari et al. 2010). Plant PlIs are a
diverse group of proteins comprising at least ten inhibitor
families named: Kunitz inhibitor, Bowman—Birk inhibitor,
cysteine protease inhibitor (phytocystatin), potato I inhibi-
tor, potato II inhibitor, squash inhibitor, cereal trypsin/o-
amylase inhibitor, metallocarboxy inhibitor, serpin, mus-
tard inhibitor (De Leo et al. 2002; Rawlings et al. 2014).

In plants, serine PIs are more abundant and consequently
they have been studied in most detail, being the soybean
Kunitz inhibitor the first described. Usually, Kunitz-type pro-
tease inhibitors (KPIs) are single chain proteins, in a range
of ~18-24 kDa, with two disulfide bridges and one reactive
site (Oliva et al. 2010). The majority of KPIs were stud-
ied on an individual basis, consequently far fewer research
groups addressed the complexity of this kind of inhibitor in
a given plant species as described for potato and the woody
model poplar, for instance (Heibges et al. 2003a; Major and
Constabel 2008; Philippe et al. 2009). A singular feature of
KPIs is that some members can be active against aspartic and
cysteine proteases, e.g., the cathepsin D inhibitor from potato
tubers (which also inhibits trypsin) (Ritonja et al. 1990) and
bifunctional ones effective toward trypsin-papain found
in legume seeds and potato tubers (Heibges et al. 2003b;

@ Springer

Migliolo et al. 2010). Intrinsic structures of the Kunitz fam-
ily namely p-trefoil fold seem to be essential for evolution-
ary process to gain multiple functions (Azarkan et al. 2011).

Plants’ PIs are found in high amounts in storage organs
and reproductive tissues are believed to play key developmen-
tal and defensive roles (Ryan 1990; Pereira et al. 2011). The
defense-related tasks of PIs can be accounted for by the activ-
ity against proteases of invading organisms as pest insects
and pathogenic microflora. Moreover, the accumulation of
PIs in plant tissues as a response to mechanical wounding,
herbivory and jasmonates is a distinctive attribute of their
defensive roles against predation (Howe and Jander 2008).
Consistently, transgenic approaches illustrate the importance
of PIs for plant’s resistance against aggressors (Srinivasan
et al. 2009; Carrillo et al. 2011). Different aspects under-
lie the renewed interest in PIs isolation/characterization: (1)
they are invaluable tools to achieve a better understanding of
fundamental principles of protein—protein interaction (Chan-
drasekaran et al. 2009; Wang et al. 2011); (2) their regulatory
action in physiological process via protease inhibitor balance
(Neuteboom et al. 2009; Jiménez-Duran et al. 2013); (3)
their polymorphisms are attractive features to study molecu-
lar evolution (Christeller 2005; Wang et al. 2008; Azarkan
et al. 2011); (4) their potential in therapeutics application
(Muricken and Gowda 2011; Wu et al. 2012).

It is currently agreed that the protease inhibitor interac-
tion system is the result of a co-evolution battle between
plant and a wide diversity of attackers, leading ultimately to
a diversification of proteolytic and inhibitory processes in
the interacting organisms (Martinez and Diaz 2008). There-
fore, wider research could identify PIs with novel properties,
enhancing the potential applications in crop protection and
biomedicine. Passion fruit (Passiflora edulis Sims) is a tropi-
cal crop plant that grows practically all over Brazil, being its
production largely destined to juice industry (based on its
distinctive/exotic scent) and expanding to overseas markets
(Oliveira et al. 2012). Owing the importance of non-model
organisms to help uncover general patterns of natural vari-
ations and adaptation, the aim of this work was to gain a
better understanding of passion fruit defensive mechanisms.
The relevance of our findings to the possible physiological
function including the emerging “plant intelligence” concept
as well as biotechnological application was discussed.

Materials and methods

Plant material and trypsin inhibitors purification

Passion fruit (Passiflora edulis Sims) was acquired at the
local market and seeds were collected, dried at room tem-

perature and stored at 4 °C in the dark. Plants were grown
in peat pots and maintained in environmental chambers
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for 17 h under 300 wmol m~2 s~! light at 28 °C and for
7 h in the dark at 18 °C. MeJa exposed leaves (96 h) were
obtained basically as described before as well as the PIs-
enriched fraction via chromatography through a Sephadex
G-100 column (Botelho-Junior et al. 2008). The resulting
proteins were then subjected to reversed-phase HPLC on a
C18 column (Vydac) previously equilibrated with 10 mM
potassium phosphate pH 6.0 (solvent A), followed by a
60-min linear gradient from 0 to 100 % (v/v) of solvent
B (50 % acetonitrile in 10 mM potassium phosphate pH
6.0). Eluted proteins were detected by monitoring absorb-
ance at 280 nm. Peaks were collected and the volume
reduced by vacuum centrifugation. The proteins recovered
were rechromatographed on a C18 column, essentially as
described below. The two solvents used were 0.1 % (v/v)
TFA in water (solvent A) and 80 % (v/v) acetonitrile in
water (solvent B). During elution, we used a linear gradient,
in which the solvent composition changed from 0 to 100 %
B (v/v) in 80 min. The eluent was monitored at 280 nm,
and the active fractions were collected and lyophilized.

Protein quantification

Protein concentration was determined using the Brad-
ford assay kit (BioRad) and bovine serum albumin (BS)
as standard protein according to the manufacturer’s
instructions.

Proteinase inhibitor assays

The inhibition of trypsin was determined by measuring
the residual enzymatic activity toward the substrate BANE
(N-benzoyl-pL-arginyl-p-nitroanilide, Sigma) after contact
with purified inhibitors. Different concentrations of inhibi-
tors were pre-incubated for 5 min at 37 °C with 0.5 pg of
trypsin prior to substrate addition (20 mM) in 50 mM Tris—
HCI buffer, CaCl, 20 mM, pH 8.0, for 30 min at 37 °C in a
200 wL final volume. The reaction was interrupted by add-
ing 100 pL of 30 % acetic acid (v/v). Substrate hydroly-
sis was followed by measuring the absorbance of released
p-nitroaniline at 405 nm. Assay of chymotrypsin inhibi-
tory activity as described previously (Xu et al. 2004), in
which chymotrypsin inhibitory activity was estimated by
the remaining esterolytic activity of bovine chymotrypsin
using N-benzoyl tyrosine ethyl ester (BTEE, Sigma) as a
substrate. A final volume of 1.0 mL mixture containing
inhibitors with 50 WL of bovine chymotrypsin (20 g/
mL in 1 mM HCI, Sigma) and assay buffer (50 mM Tris—
HCI, pH 8.0; 20 mM CaCl,) was pre-incubated for 3 min
at room temperature in a quartz cuvette. The reaction was
initiated by adding 0.5 mL of substrate (2 mM BTEE in
50 % [w/w] methanol) to the pre-incubated mixture. The
resulting absorbance was read at 256 nm for 3 min. In

the standard reaction, 50 wL of bovine chymotrypsin was
used for analysis in the absence of the inhibitors. Measure-
ments of inhibition activity of purified inhibitors against
papain were performed using BANA (N-benzoyl-L-argi-
nine-2-naphthylamide, Sigma), following the procedure
described by Abe et al. (1994). In all experiments, papain
(0.4 ng) was used and inhibitory activity was detected as a
drop in BANA hydrolyzing activity of papain. The result-
ing absorbance was read at 540 nm. All PI activity assays
were done in triplicate. The PI concentrations required to
inhibit 50 % of proteinase activity were calculated from the
linear portion of the plot of residual proteinase activity.

Protein sequencing

N-terminal sequences were determined on a Shimadzu
PPSQ-33A automated protein sequencer using Edman deg-
radation. Phenylthiohydantoin amino acids (PTH-AA) were
detected at 269 nm after separation on a reversed-phase
C18 Wakopack Wakosil HPLC column (4.6 mm x 25 cm)
from Shimadzu, under isocratic conditions, using CH;CN—
H,O (40:60, v/v) containing 20 mM acetic acid and
0.014 % sodium dodecyl sulfate as mobile phase at a flow
rate of 1.0 mL/min at 40 °C. Sequences obtained were uti-
lized for protein blast searches using the NCBI system as
follows: an initial blast using only the obtained amino acid
sequence and a second blast using also the word “trypsin
inhibitor” as an entrez query.

Polyacrylamide gel electrophoresis

Native-PAGE (10 %) and SDS-PAGE (12.5 %) of proteins
were carried out according to Laemmli (1970). The pro-
teins were detected by staining with 0.1 % Coomassie bril-
liant blue R-250. The molecular mass of purified inhibitors
was calculated by SDS-PAGE analysis, using commercial
molecular weight (MW) standards from GE Healthcare,
UK, according to the manufacturer’s instructions.

In gel trypsin inhibitory assay

The in gel trypsin inhibitory assay was performed based
on the methodology described by Felicioli et al. (1997).
Protein samples were separated by Native-PAGE and SDS-
PAGE under semi-denaturing condition with gels contain-
ing 0.5 % gelatin. Experiments using purified inhibitors
were performed with gels purchased from BioRad (zymo-
gram) with 0.1 % of gelatin. For analysis under semi-dena-
turing condition, after electrophoresis, the gel was washed
to remove SDS with 2.5 % Triton X-100 in 0.1 M Tris—HCl
(pH 8.0). The gel was incubated at 37 °C in 50 mM Tris—
HCI buffer, pH 8.0 with 20 mM CacCl, containing trypsin
(50 pwg/mL) for 1 h. The occurrence of dark blue bands
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against a clear background after staining with Coomassie
brilliant blue R-250 indicates the presence of TIs.

Effects of purified PfKTIs against proteases of Diatraea
saccharalis

The assay was performed as described before (Botelho-
Janior et al. 2008). Insects were obtained from Universi-
dade Federal Rural do Rio de Janeiro, Campos dos Goyta-
cazes, Brazil. Fourth-instar larvae of sugarcane borer (D.
saccharalis) of the Crambidae family were cold-immobi-
lized, and midgut contents were removed in cold 150 mM
NaCl. The midguts were subsequently homogenized in
150 mM NaCl, centrifuged at 12,000g for 10 min, and
supernatants cooled. The effect of different concentrations
of purified inhibitors on the proteolytic activity of whole
midgut extracts was measured using BApNA (20 mM) as
substrate. The assays were run at pH 8.0 in 50 mM Tris—
HCI. The purified inhibitors were incubated with aliquots
of midgut extracts at 37 °C for 5 min prior to substrate
addition. After 30 min of incubation, the reaction was
stopped by adding 30 % acid acetic (v/v). The resulting
absorbance was read at 405 nm.

Effects of PfKTIs enriched fraction on larval survivorship
and development of Diatraea saccharalis

Effect of semi-purified KTIs on sugarcane borer, D. sac-
charalis development was evaluated using an artificial diet
formulated at Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Campos dos Goytacazes, Brazil. Specific amounts of KTIs
enriched fraction were incorporated into artificial diet. Con-
trol ones were without inhibitors enriched fraction or frac-
tion heated at 100 °C by 1 h. For the bioassay, neonate D.
saccharalis (n = 10) kept at 25 °C were placed in petri
plates (8.5 cm long x 2.5 cm in diameter) containing the
artificial diets, larval weights were recorded 15 days later
(by the time larvae have reached the third-instar stage).

Effects of purified PfKTIs against proteases of Aedes
aegypti

Third-instar larvae of A. aegypti, an insect of the Culicidae
family, were obtained from colonies kept in an insectary at
Laboratério de Biotecnologia (UENF). Larvae were cold-
immobilized and midgut contents were removed in cold
150 mM NaCl. The midguts were subsequently homog-
enized in 150 mM NaCl, centrifuged at 12,000g for 10 min,
and supernatants cooled. The effect of purified inhibitors on
the proteolytic activity of whole midgut extracts was meas-
ured using BApNA (20 mM) as substrate following the pro-
cedure described by Lemos et al. (1996). The assays were
run at pH 8.0 in 50 mM Tris—HCI. The purified inhibitors
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(1 pg) were incubated with aliquots of midgut extracts at
37 °C for 5 min prior to substrate addition. After 30 min of
incubation, the reaction was stopped by adding 30 % acid
acetic (v/v). The resulting absorbance was read at 405 nm.
Assays performed with adults (5 day old mosquitoes) were
as follows: females previously fed with blood for 24 h, had
their midgut dissected and the content extracted as described
above as well as the proteolytic inhibitory assay.

Effects of purified PfKTIs against proteases
of Callosobruchus maculatus

Cowpea weevil (C. maculatus of the Chrysomelidae fam-
ily) was obtained from a colony maintained at Laboratério
de Quimica de Funcdo de Proteinas e Peptideos (UENF).
Insects were kept in a B.O.D incubator (Biochemical
Oxygen Demand incubator), reared on Vigna unguiculata
(host seeds) in glass flasks at 28 °C and 60-80 % relative
humidity. Midguts were dissected from third-instar larvae,
homogenized in water, centrifuged at 12,000g for 10 min at
4 °C, and the supernatant was recovered as a crude extract.
Measurements of the inhibitory activity of purified inhibi-
tors (20 and 40 pg) against midgut homogenates were
performed using N-benzoyl-L-arginine-2-naphthylamide
(BANA, Sigma) following the procedure described by Abe
et al. (1994). Inhibitory activity was detected as a reduc-
tion of BANA hydrolyzing activity of digestive proteolytic
enzymes. The resulting absorbance was read at 540 nm.

Statistical analysis

Analyses of variance (ANOVA) (Sokal and Rohlf 2011)
were used to examine whether there were significant differ-
ences among treatment means, and all pairwise comparisons
were performed by the Tukey Honestly Significance (HSD)
test. Data from three independent experiments were utilized
for each statistical analysis. For each ANOVA model fitted,
the assumptions of Normality and homoscedasticity were
visually assessed via diagnostic plots of residuals and fitted
values. With regard to larval weight gain, due to the high
degree of individual variability, logarithmic transformation
of the raw data was required to meet the ANOVA assump-
tions. For all other ANOVAs, the residuals were visually
homoscedastic and compatible with a normal distribution.

Results

Purification of MeJa-inducible PfKTIs, partial amino acid
sequencing and isoforms identification

PIs characterization is an active research area specially
stimulated by their regulatory role in proteolysis-dependent
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cellular processes and contributions for biotechnologi-
cal advances. Previously, we described a high induction
(~eightfold background levels) of KTIs in passion fruit
leaves in response to 48 h of MeJa exposure and in a lesser
extent by herbivory and mechanical wounding (Botelho-
Janior et al. 2008). Expanding our studies, MeJa-induci-
ble inhibitors were purified by sequential C,;; HPLC runs.
Strategically, we verified if a longer MeJa exposure (96 h)
would enhance inhibitors accumulation facilitating their
purification. Gelatin-SDS-PAGE under semi-denaturing
condition revealed a substantial increase in trypsin inhibi-
tory activity when plants were treated under such condition
(Supplementary Fig. S1). Therefore, 96 h-Mela-treated
plants were utilized for purification processes. Partially
purified inhibitors were subjected to a C;3 HPLC and the
elution profile is shown in Fig. 1a. The peaks 1-6 contained
trypsin inhibitory activity (data not shown), while SDS-
PAGE analysis revealed all of them as practically homog-
enous, except peak 5 displaying 2 closely migrating bands
(Fig. 1a, inset).

To improve samples’, homogeneity peaks 1, 2, 3, 4 and
6 were subjected to a second chromatographic round using
a shallow gradient. Elution profile from each peak collected
and respective single protein band by SDS-PAGE analy-
sis are shown in Fig. 1b—f. The proteins detected in peak
5 (Fig. la, inset) were completely separated after a third
chromatographic round as shown in Fig. 1g, h. The puri-
fied inhibitors were named as follows: PfKTI-1 (23 kDa),
PfKTI-2 (25 kDa), PfKTI-3 (23 kDa), PfKTI-4 (22 kDa),
PfKTI-5 (23 kDa), PfKTI-6 (20 kDa) and PfKTI-7
(22 kDa).

Each purified protein was subjected to partial N-termi-
nal sequencing to confirm their relatedness with Kunitz
inhibitor family and five of them exhibited homogenous
sequence data (Table 1). As anticipated, the sequences
presented homologies with KPIs from different sources.
The sequences from inhibitors PfKTI-5 and PfKTI-6
matched previously described ones (Botelho-Junior et al.
2008). However, a careful examination revealed that these
sequences (Table 1) basically fit into the second half (bold)
of two Kunitz motif versions confined to the N-terminus
of the polypeptide: (i) (L,I,V,M)-X-D-(X,)-G-(X,)-(L, 1,
V, M)-(X5)-Y-X-(L, I, V, M) (Major and Constabel 2008;
Philippe et al. 2009); (ii) (L, I, V, M)-X-D-X-(E, D, N, T,
Y)-(D,G)-(R, K, H, D, E, N, Q)-X-(L, I, V, M)-(X;)-Y-X-
(L, I, V, M) (Selvakumar et al. 2011).

Table 2 shows that inhibitors PfKTI-3 and PfKTI-4 fea-
ture heterogeneous N-terminal sequences. In spite of that,
they also possessed truncated Kunitz motif and alterna-
tive amino acids were within semi-conserved and variable
regions shared by both versions. Identification of alterna-
tive amino acids indicates the presence of co-migrating iso-
forms. Interestingly, Kunitz non-consensus residues (T and

P) were also observed for inhibitor PfKTI-4. The existence
of isoforms for the remaining inhibitors (Table 1) could not
be excluded, as has been described for other KPIs that par-
tial N-terminal homogeneity does not imply absence of iso-
forms (Bhattacharyya et al. 2006).

To verify the occurrence of isoforms, we opted to use
Gelatin-Native-PAGE (instead of isoelectric focusing)
since this technique can discriminate isoforms as well as
reveal their biological activity by means of in gel inhibition
of trypsin activity. This technique was very effective study-
ing crude leaf extracts (Supplementary Fig. S2). When
purified inhibitors were analyzed, it was identified ~2-7
isoforms for each of them, regardless of possessing or not
homogenous N-terminal sequences (Fig. 2).

Differential proteases inhibition by purified PfKTIs

Purified inhibitors were tested for their abilities to inhibit
serine (trypsin and chymotrypsin) and cysteine (papain)
proteases in vitro. Potent and commercially available serine
(soybean Kunitz inhibitor [soyKTI]) and cysteine (egg cys-
tatin [eggCys]) PIs were utilized for comparison.

Titration assays showed that each inhibitor exhibited
strong inhibitory activity against trypsin as theirs activities
were in a comparable range of that observed for soyKTIL.
In addition, the purified inhibitors presented considerable
variation among their inhibitory abilities. For instance,
PfKTI-2 and PfKTI-7 were most efficient when compar-
ing with the others, while PfKTI-5 had a more intermedi-
ate activity (Fig. 3a). Similarly, inhibitory activity against
chymotrypsin was also very effective and varied among
inhibitors, excepting PfKTI-1, which was inactive in our
assay conditions (Fig. 3b). Though uncommon, PfKTI-4
and PfKTI-7 also inhibit papain activity (Fig. 3c). The
inhibitory activity of PfKTI-7 reached up to ~20 %, while
PfKTI-4 displayed higher activity reaching up to ~53 %
of inhibition in our assay conditions. Comparatively, these
inhibitors were significantly less effective than eggCys.
However, considering that Kunitz members are not natural
inhibitors of cysteine proteases (as cystatins are), such bio-
logical feature turn them distinguished PIs. Furthermore,
their activity against papain provides evidence of a recruit-
ment process toward inhibition of another protease class.

To have a better picture of the inhibitors’ diversity,
ICs, values for each enzyme were obtained. As shown in
Table 3, interesting differences in their efficiency of inhi-
bition were observed. For instance, PfKTI-2, PfKTI-4 and
PfKTI-7 were more effective against trypsin, while PfKTI-
3, PfKTI-5 and PfKTI-6 were stronger chymotrypsin
inhibitors. On the other hand, PfKTI-1 was specific toward
trypsin. Even though being recognized among most potent
papain inhibitors, the ICs, dose displayed by eggCys was
slightly higher of 100-fold of that of PfKTI-4, emphasizing
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Fig. 1 a Elution profile of an enriched TI fraction subjected to C18
RP-HPLC. Proteins were eluted with a gradient of 0-50 % aqueous
acetonitrile containing 10 mM potassium phosphate pH 6.0. The pro-
tein content from each peak (1-6) was evaluated by (12.5 %) SDS-
PAGE (inset). Proteins obtained were rechromatographed by C18 RP-

the inhibitor’s specificity against papain. Under this reason-
ing, the papain inhibitory activity exhibited by PfKTI-7
could not be ignored.

Effectiveness of PfKTIs on digestive enzymes of insects
of agronomical and public health interest

Sugarcane borer (D. saccharalis) was chosen as a model

lepidopteran pest due to its impact on sugarcane production
and therefore affecting a renewed energy source (Brazil

@ Springer

HPLC. TFA (0.1 %) was used as an ionpairing agent and the diagonal
line indicates the linear gradient of acetonitrile (0—80 %). The result-
ing SDS-PAGE profile from each purified inhibitor is shown in b-h.
For all samples, 3 pg of protein was loaded and gels stained with
Coomassie brilliant blue R-250

uses extensively this crop for biofuel, Furtado et al. 2011).
Besides, serine proteases play major digestive roles in lepi-
dopteran insects (Srinivasan et al. 2006). Figure 4 shows
that all inhibitors strongly inhibited larval midgut trypsin-
like proteases, according to previously described results
using Pls-enriched fraction (Botelho-Junior et al. 2008).
A bioassay was performed using partially purified PIs to
investigate their effects in vivo. Statistical analysis based
on ANOVA showed that larvae fed with both types of con-
trol diets (C and H) presented no statistical difference in
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Table 1 Alignment of the N-terminal amino acid sequence of the purified PfKTIs with Kunitz-type members from different sources

Initial  Sequence/homology Acess

position number Ref.
P{KTI-1 1 SELRTGVPYYM
P{KTI-2 1 ELRTYVPYYL
PKTI-5 1 ELRTGVPYYL
PfKTI-6 1 ELRTGVPYYL
PfKTI-7 1 ELRTETPYYM
Theobroma bicolor 8 ELRTGVEYYV AAL85661.1 Unpublished
Herrania mariae 8 ELRTGVQYYI AATL85637.1 Unpublished
Glycine soja 10 PLENGGTYYI Wang et al., 2012
Inga laurina 10 MLRNGGKYYL AFG2855.1 Macedo et al., 2007
Derris trifoliata 10 QVRNGGTYYL Bhattacharyya and Babu, 2009
Adenanthera pavonina L 9 FLRNGGSYYI Migliolo et al., 2010
Prosopis juliflora 10 YYT Franco et al., 2002

ILRNGGS

K.

Alignments were performed using the program CLUSTALW?2. Asterisks represent identical amino acids while one and two points denote amino

acids with weak and strong similarities, respectively

Table 2 N-terminal amino acid of the PfKTI-3 and PfKTI-4 showing
the alternative amino acid residues

Initial Sequence
position
P£RTI-3 1 SELPIIVPYYM
vV TF
PfRTI-4 1 YLLTTLPYYL
ETVI V
VP E
P G
Y

The amino acids letters in italic denote Kunitz non-consensus resi-
dues

relation to their development (Fig. 5a). However, in com-
parison with control diets, a negative interference on larval
weight gain was already statistically significant when diets
contained 0.1 % of Pls-enriched fraction, while growth
arrest was stronger when diets were supplemented with
0.5 % of PlIs-enriched fraction (Fig. 5a). On the other hand,
a statistically significant reduction on larval survival was
only observed with diets containing 0.5 % of Pls-enriched
fraction (Fig. 5b). Overall, these results indicate the inhibi-
tors’ anti-nutritional properties toward D. saccharalis, but
the individual larval capacity to cope with such negative
effects should be noted.

Seeking to verify if the bifunctional inhibitors
(PfKTI-4 and PfKTI-7) could act on midgut cysteine
proteases, we choose cowpea weevil (C. maculatus) as
a coleopteran model since it inflicts serious post-harvest
losses on legume grains. Unlike D. saccharalis, C. macu-
latus possesses cysteine proteases as their main digestive

Fig. 2 Visualization of isoinhibitors of PfKTIs on Gelatin-Native-
PAGE (10 %). For each lane, 3 ug of inhibitors were loaded. The
trypsin inhibitory activities are shown as dark bands in a clear stain-
ing background (see *“ Materials and methods”)

enzymes (Campos et al. 1989). For comparative param-
eters, PfKTI-2 was included in the analysis, as it lacks
papain inhibitory activity and has lower ICs, values
for both trypsin and chymotrypsin (Table 3). As can be
observed by ANOVA analysis, when 20 pg of inhibitors
were employed PfKTI-4 showed a significant tendency
to inhibit midgut enzymes, while the others were inac-
tive (Fig. 6a). Increasing inhibitors concentration (40 pg)
not only enhanced PfKTI-4’ inhibitory capacity but also
allowed the PfKTI-7’s inhibitory ability to be statistically
significant, while PfKTI-2 remained inactive in such con-
ditions (Fig. 6b).
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Table 3 Summary of inhibitory activity (ICs,) of PfKTIs against dif-
ferent proteases

Inhibitor Trypsin (WM) Chymotrypsin (LWM) Papain (WM)
soyKTI 0.054 0.083 NA

eggCys NA NA 0.024
PfKTI-1 0.298 NA NA

PtKTI-2 0.019 0.047 NA

PtKTI-3 0.254 0.184 NA

PfKTI-4 0.207 0.416 2.53
PfKTI-5 0.118 0.051 NA

PfKTI-6 0.336 0.041 NA

PfKTI-7 0.036 0.102 6.06

ICs were obtained from the linear portion of the plot of residual pro-
teinases activity against TI protein concentration (Fig. 3)

NA no activity
With the intention of increasing the inhibitors’ biotech-

nological application, they were tested against midgut
proteases from A. aegypti, as their digestive enzymes are
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Fig. 4 In vitro inhibition of digestive trypsin-like activities from D.
saccharalis with PfKTIs. Data are the mean of three independent
experiments (£SD)

considered potential targets for vector control strategies
(Soares et al. 2011). This mosquito is the vector of etio-
logic agents of yellow and dengue fevers, affecting tropical
and subtropical areas predominantly in urban populations
(World Health Organization 2009) and therefore, reaching
millions of potential victims. Figure 7 shows that trypsin-
like proteases from larval and adult midgut extracts were
effectively suppressed by all purified inhibitors.

Discussion

Passion fruit’s defense mechanisms remain poorly under-
stood in comparison with model plants like Arabidopsis
and tomato. Through biochemical approaches, seven native
PfKTIs were purified from MeJa-treated leaves (Fig. 1b-h),
which in turn revealed a large number of isoforms (Fig. 2).
Such inhibitor numerousness combined with what had
been found in flowers (Pereira et al. 2011) can be taken
as an indicative of passion fruit genome carrying at least
~30 Kunitz-type genes. Our results (and assumptions) are
in agreement with previous reports showing that KPIs are
encoded by multigene families in different plant species
such as potato (Heibges et al. 2003a), poplar (Major and
Constabel 2008; Philippe et al. 2009) and Arabidopsis thal-
iana (Ma et al. 2011). Mosolov and Valueva (2005) empha-
sized that in plants PIs isoforms can be considered a rule
instead of an exception. Based on molecular events influ-
encing PIs’ polymorphism (Christeller 2005), gene dupli-
cation followed by adaptive divergence is likely to be pro-
moting expansion, and therefore, the elaborateness of KTIs
in passion fruit. However, as recently reported by Speran-
skaya et al. (2012), recombination reactions might also be
of high relevance for genetic variation within KPI genes.
Therefore, further analysis focusing on gene structure will
certainly help discover the nature of PfKTIs’ diversity.
Nevertheless, based on recent premises regarding plant
behavior (Trewavas 2009), our results support the plant’s
capacity to assemble, in leaves, an exceptional collection of
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Fig. 5 a In vivo assays to evaluate weight gain of D. saccharalis lar-
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diet containing 0.5 % of Pls-enriched fraction heated at 100 °C for
60 min; 0.1 %, diet containing 0.1 % of Pls-enriched fraction; 0.5 %,
diet containing 0.5 % of Pls-enriched fraction. b In vivo assays to
evaluate the survival of D. saccharalis larvae fed on artificial diets.
C, H, 0.1 and 0.5 % as described above. Box and whisker diagrams
show the distribution of quartiles for each treatment. The box supe-
rior and inferior limits correspond to the upper and lower quartiles,
respectively. The thick horizontal line corresponds to the median, and
the whisker limits correspond to extreme values (either the minimum
and maximum or 1.5 times the interquartile range). Letters above the
boxes indicate groups of treatments with indistinguishable statistical
effects (Tukey HSD test, P > 0.05). Bar 0.5 cm

KTIs that could be intelligently assessed to counter preda-
tors attack.

The MelJa-inducible PfKTIs described in this work
(Tables 1, 2) and five others constitutively accumulated in
flower tissue (Pereira et al. 2011) bear truncated Kunitz
motif at their N-terminal regions. Supported by KPIs
possessing the entire motif that were purified by similar
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Fig. 6 In vitro inhibition of digestive papain-like activities from C.
maculatus with PfKTI-2, PfKTI-4 and PfKTI-7. a 20 pg of tested
inhibitors were used. b 40 pg of tested inhibitors were used. The
graphical and statistical parameters as were described at Fig. 5a, b
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Fig. 7 In vitro inhibition of digestive trypsin-like activities from A.
aegypti with purified PfKTIs. The experiments were made using con-
stant amount of each inhibitor, 1 pg. Data are the mean of three inde-
pendent experiments (£SD)
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strategies (Walsh and Twitchell 1991; Bhattacharyya and
Babu 2009) as well as the reproducibility of our sequence
data, it is unlikely that these truncated sequences resulted
from partial digestion throughout the purification course.
The occurrence of Kunitz non-consensus residues, as
observed for PfKTI-4 (Table 2), was also reported for other
plant species (Goodwin et al. 2012; Patil et al. 2012). As
suggested by Goodwin et al. (2012), a Kunitz motif partic-
ularization may become necessary for a given plant family.
In addition, alteration of the “classical” Kunitz signature
might be implicated in plasticity toward targeted enzymes
(Patil et al. 2012). Concerning our examples (Tables 1, 2),
further experiments are necessary to clarify the fate of the
missing motif portion, as a possibility it could have been
lost during molecular diversification. In fact, a more radi-
cal pattern of molecular evolution might have happened
with a PI from Putranjiva roxburghii seeds, since its partial
N-terminal sequence lacks homology with serine PIs and
based on internal sequences, it was tentatively classified as
a Kunitz member (Chaudhary et al. 2008).

Most KTIs from this work were strong trypsin and chy-
motrypsin inhibitors (Fig. 3a, b) in accordance with litera-
ture data. However, in contrast, considerably less is known
about Kunitz-type trypsin—papain inhibitors and data
comes basically from PIs accumulated in legume seeds
and potato tubers. Biochemical characterization showed a
variable activity toward both targeted enzymes. The inhibi-
tors from Adenanthera pavonina seeds (Migliolo et al.
2010) and potato tubers (Heibges et al. 2003b) were more
effective against trypsin than papain. Likewise, PfKTI-4
and PfKTI-7 possessed higher trypsin inhibitory activ-
ity (Fig. 3a, ¢). On the other hand, the dual inhibitor from
Prosopis juliflora seeds was a predominant papain inhibitor
(Franco et al. 2002).

Literature examples of Kunitz-type trypsin—papain
inhibitors mentioned above were equally correlated with
defensive roles and presumably stored in these tissues/
organs through perception of developmental signals. To
the best of our knowledge, the bifunctional inhibitors from
this work are the only examples described as accumulat-
ing in leaf tissue in response to a phyto-hormone involved
in biotic stress (or by any other stimuli), and hence, link-
ing their responsiveness to environmental cues. Moreover,
as the production of defensive compounds is an energy-
demanding task, the synthesis of bifunctional PIs could
be a way to optimize the plant’s defense output. From the
defensive point of view, production of trypsin/chymot-
rypsin—papain inhibitors in passion fruit can have clear
advantages as serine and cysteine proteases have important
functions in digestive systems of lepidopteran and coleop-
teran pest insects, respectively.

In plants, as in other organisms, the recruitment of Pls
with the purpose of changing inhibitory classes of target
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proteases is well substantiated as being part of an ongo-
ing evolutionary “arms race” between host and predators
(Christeller 2005). In this study, we identified 2 recruitment
processes that could be seen occurring in different evolu-
tionary stages (Figs. 3c, 6a, b). PfKTI-4 appears to be in a
longer process allowing a better adaptation to its inhibitory
capacity toward cysteine proteases for example, to over-
come high herbivore pressures. In line with our thoughts,
PfKTI-7 seems to be developing its efficacy for the new
target during a shorter period. Over the course of evolu-
tion, these dual inhibitors may lose their original function,
becoming highly active against cysteine proteases. The
potato cysteine PI variant of pl 8.3 illustrates a “concluded”
recruitment process. Albeit being specific toward cysteine
proteases, its primary sequence reveals the ancestral Kunitz
scaffold (Krizaj et al. 1993). Another example of neo-
functionalization is the squash aspartic acid PI but in this
case, evolved from an ancient cystatin (Heady et al. 2010).
Additional studies are needed to uncover the evolutionary
mechanisms driving the processes of neo-functionalization
observed for PfKTI-4 and PfKTI-7.

Direct defensive role of KPIs has been mainly inferred
by inhibition of digestive proteases from pest insects and/
or retardation of larval growth/development through artifi-
cial diet (Major and Constabel 2008; Ramos et al. 2012).
In agreement, MeJa-inducible PfKTIs had their insecti-
cide potential demonstrated by in vitro and in vivo assays
(Figs. 4, 5a, b). These results are consistent with all inhibi-
tors being actively enrolled with herbivore defense and
therefore making part of passion fruit’s “inducible-arsenal”
against predation. This scenario aggregated with massive
accumulation of KTIs during all stages of bud development
as well as in all parts of flower in anthesis (Pereira et al.
2011) highlights the relevance of Kunitz inhibitor mem-
bers for passion fruit’s defense strategies. Recently, Cutri
and Dornelas (2012) described the PASSIOMA database,
consisting of Passiflora floral ESTs, where the majority of
transcripts represented stress-related proteins. Thus, this
database could be useful to understand the KPIs” complex-
ity in passion fruit.

Considering agribusiness benefits, our results (Fig. 4)
demonstrate the attractiveness of each inhibitor as candi-
dates for transgenic studies to enhance resistance to biotic
stresses in crop plants. The prospective of insect’s indi-
vidual ability to surmount PIs’ deterrent effects (Fig. Sa,
b), which can ultimately, lead to resistance in further
generations may be impaired producing transgenic crops
co-expressing defensive molecule acting by distinct way.
Alternatively (but not exclusively), a not related strategy
could be combined i.e., biological control employing D.
saccharalis natural enemies (White et al. 2012).

Moreover, it was shown that plant’s PIs may offer
other options for vector control-oriented research, as the
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inhibitors described in the present study were highly active
toward midgut proteases from Aedes aegypti (Fig. 7). Pos-
sibilities for progress in this field are particularly appealing
to combat dengue fever, as no effective vaccines are avail-
able (World Health Organization 2009) and, therefore, pre-
vention programs rely essentially on organophosphorous
insecticides to avoid dengue endemic situations. The super-
expression of individual PfKPIs will certainly facilitate a
broad spectrum analysis toward their biochemical proper-
ties and biotechnological applications.

Conclusions

The PfKTIs’ distinct biochemical properties imply func-
tional specialization of different members. This func-
tional polymorphism probably brings an extra advantage
to passion fruit to deal with predators’ diversity. In natu-
ral environments, it would be reasonable to induce a con-
text-appropriate cocktail of components according to the
enemy(ies) profile, to maximize passion fruit’s defensive
response at the lowest energy cost. However, as an alterna-
tive strategy, the accumulation of a whole set of KTIs could
reduce the chance of a specific aggressor developing resist-
ance. In summary, the PfKTIs’ multiplicity might be of
great usefulness to molecular mechanisms allowing plants
to choose the best spatial and temporal expression pattern
of different KTIs member(s) in response to discriminative
stimulus during their life span.
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