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RESUMO

Atuando em conjunto com o desenvolvimento tecnoldgico que aumenta a
produtividade nas lavouras, estdo os estudos para controle dos organismos
daninhos. Dentre todos, os métodos tradicionais que se utilizam de agroquimicos
para controlar suas populacdes vem perdendo efeito no controle dos insetos
herbivoros. Isso, em grande parte, se deve ao uso indiscriminado e sem
acompanhamento técnico adequado. Estes fatores, associados a pratica de
monocultura, tém selecionado populagdes de insetos resistentes aos defensivos
agricolas. A busca por novos métodos de controle que ndo afetam
fisiologicamente a populacdo de insetos benéficos e com menor impacto
ambiental se faz necessaria neste contexto. Neste trabalho, foi realizada a
investigacdo de inibidores de tripsina que atuam reduzindo a eficiéncia na
absorcdo de aminoacidos por lagartas da espécie Spodoptera frugiperda (Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Para tanto, foram desenvolvidos métodos de
otimizacdo quimiométricas para a extracdo, purificacdo, identificacdo e
caracterizacdo estrutural da molécula inibidora e avaliacdo de como o inseto é
afetado durante seu desenvolvimento além do estudo da forma como este
composto atua especificamente na tripsina da lagarta-do-cartucho. A extracdo do
inibidor foi otimizada através de quimiometria, nas condicGes de 1 g farinha de
folhas de mamona (FFM) em 48,6 mL de etanol 71,7%, extraido por 60 minutos
em banho ultrassonico, a 40 °C, com uma reextracdo nas mesmas condi¢cfes
produziu extrato com atividade antitriptica de 94.837,14 mUTI g™. O extrato de
FFM foi purificado em HPLC preparativo e dois compostos com inibi¢do de
tripsina aparente. Estes dois compostos foram identificados como adenosina e
ricinina, contudo apds purificacdo, apenas ricinina causou inibicdo em tripsina in
vitro com 103,21 mUTI mg™. O extrato foi adicionado a dieta e oferecido as
lagartas, resultando em reducdo da digestdo, uma vez gque todos os tratamentos
apresentaram maior concentracdo de proteinas nas fezes quando comparados ao
controle.

Palavras-chave: Ricinus communis. Spodoptera frugiperda. Ricinina. Inibidor
de tripsina.



ABSTRACT

Acting in collaboration with the technological development, which increases
crop productivity, are the studies on control of harmful organisms. Among all
methods used, the traditional methods that employ agrochemicals to control its
populations have been losing effect in the control of herbivore insects. This is
due to, in great part, the indiscriminate and without adequate technical
monitoring use. These factors, associated with the practice of monoculture, has
selected populations of insects resistant to agricultural pesticides. The search for
new control methods that do not physiologically affect populations of beneficial
insects and present lower environmental impact is necessary in this context. In
this work, we conducted an investigation of trypsin inhibitors that act reducing
the absorption efficiency of amino acids by caterpillars of the species
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). For this,
chemometric optimization methods were developed for the extraction,
purification, identification and structural characterization of the inhibitory
molecule, and evaluation of how the insect is affected during its development, in
addition of studying the from in which this compound acts, specifically, over the
trypsin of the armyworm. The extraction of the inhibitor was optimized by
means of chemometrics, un der conditions of 1 g of castor bean leaf meal
(CBLM) in 48.6 mL of ethanol 71.7%, extracted by 60 min of ultrasonic bath at
40°C, with re-extraction in the same conditions, which produced extract with
anti-trypsin activity of 94,837.14 mUTI g™. The CBLM extract was purified in
prep HPLC, and two compounds with apparent trypsin inhibition, identified as
adenosine and ricinine. However, after purification, only ricinine inhibited
trypsin in vitro, with 103.21 mUTI g™. The extract was added to the diet offered
to the caterpillars, resulting in a reduction of digestion, since all treatments
presented higher concentration of proteins in the feces when compared to the
control.

Keywords: Ricinus communis. Spodoptera frugiperda. Ricinine. Trypsin
inhibitor.
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1 INTRODUCAO

Os produtores de milho tém enfrentado dificuldades em combater uma
das pragas que mais causa prejuizos a esta cultura, Spodoptera frugiperda
(Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como lagarta-do-cartucho.
Este inseto polifago e cosmopolita causa dano a diversas culturas, sendo a
cultura do milho uma das mais prejudicadas, pois o ataque ocorre em todos 0s
estadios de desenvolvimento da planta, 0 que aumenta os custos de producédo e
pode reduzir a produtividade das lavouras. Os prejuizos podem comprometer
47,27% da producdo de matéria seca e 54,49% na producdo de grdos (CORREA
FIGUEIREDO et al.,, 2015; CORREA FIGUEIREDO; MARTINS-DIAS;
CRUZ, 2006).

Um dos maiores desafios para a agricultura é o controle de organismos
nocivos as lavouras, como fungos, bactérias, virus e insetos. Nos Gltimos anos, o
aumento dos casos de populacBes de insetos resistentes aos produtos
fitossanitarios comumente utilizados despertou o0 interesse de diversos
pesquisadores, visando a descoberta de alternativas promissoras que possam ser
empregadas no manejo integrado de pragas (FREITAS et al., 2014; TAVARES
et al., 2009; ZHU et al., 2015).

O controle da S. frugiperda tem sido frequentemente realizado por meio
da aplicacdo de inseticidas, que geralmente causam desequilibrios biolégicos,
intoxicagdo dos aplicadores e contamina¢do ambiental. Buscando reduzir esses
efeitos, o plantio de sementes geneticamente modificadas a principio se mostrou
eficiente em resistir ao ataque da lagarta-do-cartucho, contudo, S. frugiperda foi
0 primeiro inseto a apresentar resisténcia a plantas geneticamente modificadas
em estudos de campo (MONNERAT et al., 2015; OMOTO et al., 2016).

Assim compostos sintetizados pelas plantas se tornaram alternativas
importantes no controle da herbivoria, como os inibidores de enzimas digestivas.

Este grupo de moléculas de defesa é encontrado em diversos vegetais. Sdo
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classificadas como inibidores de serino-proteinases, geralmente proteicos e se
dividem em diversas familias com estruturas e classificagdes distintas. Desde a
descoberta da sua atividade na defesa, inlmeras tentativas tém sido feitas para a
sua utilizacdo no melhoramento vegetal e seu uso por meio de extratos vegetais
no controle de pragas agricolas é relatado em diversos trabalhos (ALVES et al.,
2011, 2013; GATEHOUSE, 2011; MOSOLOV; VALUEVA, 2008; OLIVA et
al., 2010; RAMOS et al., 2013; RAMOS-LOPEZ et al., 2010; ROSSI et al.,
2010, 2012; TIRELLI et al., 2010).

Estes inibidores atuam formando um complexo em equilibrio com as
proteinases digestivas, o que limita a hidrélise de proteinas, reduzindo a
absorcdo de nutrientes essenciais ao desenvolvimento do inseto (JONGSMA,
BEEKWILDER, 2011). Esse mecanismo atrapalha o desenvolvimento em
funcdo da menor absorcdo de residuos de aminoacidos essenciais aumentando o
custo metabdlico para o inseto. Assim, os inibidores de proteinases para o
controle de S. frugiperda tém sido alvo de diversos estudos (BRIOSCHI et al.,
2007; GATEHOUSE, 2011; SOUZA et al., 2016).

Inibidores ndo proteicos foram encontrados por Carvalho (2009), Ramos
et al. (2013) e Rossi et al. (2010), em mamona (Ricinus communis L.), porém
seu mecanismo de interacdo e promocdo da inibicdo enzimatica da tripsina de S.
frugiperda ainda ndo foram esclarecidos. Entender como um inibidor nao
proteico interage com a tripsina de S. frugiperda promovendo menor absorcao
de nutrientes pode auxiliar no controle dessa praga-chave da cultura do milho.

A adaptacdo e resisténcia adquirida pela lagarta-do-cartucho aos
métodos de controle tradicionais e a técnicas inovadoras, como plantio do milho
Bt e a possivel insercdo de genes que expressam a sintese de inibidores de
proteinase justifica a busca por novos compostos passiveis de serem obtidos com

baixo custo, principalmente se diminuirem os prejuizos causados por essa praga.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Extrair, purificar e identificar o inibidor de tripsina presente em folhas

de mamona biodirecionando por meio de ensaios de inibicéo in vitro.

Avaliar e caracterizar o efeito do extrato de folhas de mamona visando

ao controle de S. frugiperda.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

Otimizar a extracdo, em farinha de folhas de mamona, do inibidor
de tripsina por meio de procedimentos quimiométricos
biodirecionados.

Estudar e propor um método adequado para a purificacdo do
inibidor de tripsina.

Identificar a estrutura do inibidor através de técnicas de ressonancia
magnética nuclear (RMN) uni e bidimensionais e espectrometria de

massas (MS) com ionizacao por electrospray.

d) Avaliar como a dieta acrescida do extrato de farinha de folhas de

mamona afeta o desenvolvimento de S. frugiperda.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae)

A lagarta-do-cartucho pode se alimentar de mais de 80 espécies vegetais
distribuidas em 20 familias. No entanto, possui preferéncia por plantas como
sorgo, trigo, arroz e milho, sendo considerada praga-chave da cultura do milho
(CRUZ, 2008; POGUE, 2002; UNIVERSITY OF FLORIDA, 2016).

O adulto possui coloracao geral acinzentada e aproximadamente 25 mm
de envergadura. Ap6s o acasalamento, a fémea pode colocar até dois mil ovos
agrupados em camadas contendo em média 100 ovos. A longevidade dos adultos
é de aproximadamente 12 dias (CANAS-HOYOS; MARQUEZ;
SALDAMANDO-BENJUMEA, 2016; CRUZ, 2008).

Trés ou quatro dias apds a postura dos ovos eclodem as lagartas.
Geralmente permanecem juntas nas primeiras horas de vida, iniciando sua
alimentacdo pela casca dos proprios ovos. Depois raspam a folha da planta
hospedeira, mas sem perfura-la, propiciando o dano tipico causado por esta
praga. Além do cartucho, as lagartas podem se alimentar do pedinculo
impedindo a formacdo dos grdos, ou até mesmo entrar na espiga e se alimentar
diretamente dos grdos (CRUZ, 2008).

As lagartas maiores, especialmente a partir do segundo instar, comegam
a migrar para outras plantas, por meio de um fio de teia que tecem e ou pela a¢édo
do vento. Geralmente, é encontrada apenas uma lagarta por cartucho, uma vez
que esta espécie possui habito canibal. Ao fim do periodo larval, com duracéo de
12 a 30 dias, as lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas de
coloragdo avermelhada, medindo cerca de 15 mm de comprimento. O periodo
pupal varia de oito dias no verdo, a 25 dias no inverno (BARROS; TORRES;
BUENO, 2010; GALLO et al., 2002).
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O método de controle mais comum da lagarta-do-cartucho ainda é o
quimico, o que vem provocando a selecdo de populacdes resistentes aos
pesticidas clorpirifés, cipermetrina, carbaril, metil-paration, fisostigmina,
bendiocarb dentre outros (VIRLA et al.,, 2008; YU, 2006; YU; MCCORD,
2007). O aumento da resisténcia & preocupante e ja foram encontradas
populagbes de insetos cuja susceptibilidade as plantas geneticamente
modificadas esta sendo reduzida. Storer et al. (2010) caracterizaram popula¢des
de S. frugiperda resistentes ao milho Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915)
(Bacillales: Bacillaceae) (Bt) em Porto Rico. Esse aumento na resisténcia dos
insetos foi encontrado por Tabashnik, Rensburg e Carriére (2009) também em
Porto Rico e por Omoto et al. (2016) no Brasil.

Em vista destes fatos, a busca por novos compostos modelo extraidos de
plantas é necessaria para aumentar a diversidade de métodos de controle e

reduzir assim o numero de populacdes resistentes de S. frugiperda.
3.2 Mamona

A mamona (Ricinus communis L.) (Malpighiales: Euphorbiaceae)
pertence a familia Euphorbiaceae, que engloba uma grande variedade de
espécies nativas da regido tropical. Apresenta-se de forma arbustiva, com
diversas coloracGes, podendo ou ndo possuir cera no caule e peciolo. Os frutos
em geral possuem espinhos, que em alguns casos ndo tém fungdo defensiva. As
sementes sdo de diferentes tamanhos, formatos e grande variabilidade de
coloragdo (RAMOS-LOPEZ et al., 2010).

A mamoneira é largamente difundida por todo o Brasil, apresentando
grande adaptabilidade quanto ao clima e solo. O 6leo de ricino pode ser extraido
pela prensagem das sementes e contém até 90% de acido graxo ricinoleico, 0
que confere ao Oleo excelentes propriedades sintéticas Unicas devido a sua

solubilidade em alcoois, sendo largamente utilizado na industria. O principal
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emprego deste 6leo é na lubrificagdo de motores de alta rotagdo, como os
motores de avides. No Brasil, é utilizado como matéria-prima para producdo de
biodiesel. O 6leo de ricino é usado, ainda, em diversas aplicacBes industriais
como na fabricacdo de tintas, vernizes e plasticos. Ja a torta, subproduto da
extracdo do dleo, é utilizada como adubo (RAMOS; WILHELM, 2005).

As sementes, em geral, apresentam uma composi¢do quimica variavel,
dependendo da espécie vegetal e idade da planta. O processo mais utilizado para
extracdo do 6leo é a prensagem a frio, com rendimento entre 45 e 55% em
massa. A producédo nacional na safra 2015 foi de 76,6 mil toneladas de sementes,
produzindo 38 mil toneladas de torta, utilizadas como adubo organico ou
simplesmente descartadas, ja que a sua aplicacdo em ragdes é limitada pela
presenca de compostos toxicos e alergénicos (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2016; MELO et al., 2008a, 2008b;
PUTTARAJ et al., 1994).

Os principais componentes toxicos da mamona sdo a ricina com massa
molecular de 60 kDa (RCA 60), apontada como a proteina vegetal mais letal ja
encontrada e presente majoritariamente nas sementes e o alcaloide ricinina
encontrado principalmente nas folhas, com efeitos toxicos semelhantes aos da
ricina (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; LEITE et al., 2005; MACHADO et
al., 2003; MELO et al., 2008b).

O uso de extratos de mamona no controle de pragas é um assunto bem
estudado, Silva et al. (2015) investigaram um inibidor de tripsina encontrado em
torta de mamona proteico e termo-resistente. Este inibidor atua sobre proteases
Colletotrichum gloeosporioides e Aedes aegypti inibindo a atividade proteolitica
de tripsina. Pode-se citar ainda os trabalhos de Dinesh et al. (2014) no controle
de flebotomineos, Amoabeng et al. (2014) no controle de pragas do repolho e o

trabalho realizado por Lima, Moreira e Aragdo (2013) no controle da mosca-
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branca, uma praga da abodbora, todos estes estudos utilizaram extratos de

mamona.
3.3 Interagdo inseto x planta

Nos ecossistemas naturais, as plantas e os insetos sdo apenas alguns dos
organismos Vivos que estdo continuamente interagindo de forma complexa.
Entre as varias atividades benéficas desempenhadas pelos insetos em relacdo as
plantas, estdo a polinizacdo e defesa contra herbivoros (NEVES; BERNARDO;
SANTOS, 2014), assim como as plantas fornecem aos insetos abrigo, local para
oviposicdo e alimento, mostrando a estreita associagdo entre estes organismos
(PANDA; KHUSH, 1995). No entanto, outros insetos podem atacar as plantas e,
dependendo do nivel da herbivoria, os danos podem ser extremamente
prejudiciais, causando a morte da planta (ZHU; POELMAN; DICKE, 2014).

A classe Insecta contém aproximadamente 70% dos animais do planeta,
sendo grande parte constituida de herbivoros. Desta forma, a sobrevivéncia das
plantas frente a estes insetos depende diretamente da eficAcia de seus
mecanismos de defesa. Os espinhos e tricomas sdo as defesas fisicas mais
evidentes, mas o papel mais importante esta relacionado com a defesa quimica.
A evolucdo conferiu diversas estratégias adaptativas as plantas para diminuir o
ataque dos insetos, entre elas estdo a ativacdo e producdo de compostos toxicos e
repelentes que as defendem contra a herbivoria, incluindo barreiras fisicas e
quimicas, além de complexas vias de sinalizagdo (FALCO et al., 2001; ZHU;
POELMAN; DICKE, 2014).

Dentre as estratégias defensivas estdo: a expressdo de proteinas toxicas
(HARUTA et al., 1995; KUWAR et al., 2015), a liberacdo para o ambiente de
compostos volateis que atraem predadores dos insetos herbivoros (BIRKETT et
al., 2000), a sintese de metabdlitos secundarios que as tornam toxicas e ou
menos palatdveis (BALDWIN, 2001; KLIEBENSTEIN et al., 2001) e o
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aumento da densidade de tricomas em folhas e caules (FORDYCE;
AGRAWAL, 2001). Em contrapartida, os insetos desenvolveram estratégias
para superar tais métodos. Estas estratégias incluem a metabolizacdo e sequestro
de compostos toxicos (NISHIDA, 2002; SCOTT; WEN, 2001), mecanismos de
fuga (ZANGERL, 1990) e alteracdo nos padrdes de expressao génica (SILVA et
al., 2001).

Segundo Lopes et al. (2004), quando os insetos causam injarias em uma
parte especifica da planta, podem induzir a produgdo de inibidores de
endopeptidases, 0s quais agem no sistema digestivo do inseto. Esse mecanismo é
ativado pela sistemina, um fito-hormdnio que age sobre os genes produtores de
inibidores de proteinases.

Além da sintese de IPs induzida no local do ataque, foi demonstrado que
sinais especificos originarios dos tecidos danificados sdo transportados via
floema e estimulam a sintese de IPs por toda a planta (JONGSMA; BOLTER,
1997). Estes inibidores presentes nas plantas atuam de forma especifica apenas
nas proteinases digestivas dos insetos, formando um complexo estdvel com a
enzima, tornando a protedlise limitada e extremamente lenta (TIFFIN; GAUT,
2001). Em consequéncia, os IPs causam uma deficiéncia na absorcdo de
aminoacidos, que influencia no crescimento e desenvolvimento dos insetos, ou
devido a produgdo macica destas enzimas como mecanismo de defesa do inseto
em resposta a inibicdo. De toda forma ha a reducdo da disponibilidade dos
aminoacidos essenciais para a sintese de outras proteinas essenciais ao
desenvolvimento do inseto (JONGSMA; BOLTER, 1997; POMPERMAYER et
al., 2001).

As plantas podem sintetizar de forma constitutiva, compostos quimicos
que repelem os herbivoros por serem tdxicos ou reduzirem a digestibilidade dos

tecidos vegetais. Outra estratégia usada pelas plantas é a inducdo da sintese
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destas substancias em resposta a injurias causadas pelo ataque dos herbivoros.
Estes dois mecanismos de defesa sdo responsaveis por prevenir a maioria dos
ataques, embora existam em nimero reduzido, alguns insetos sdo capazes de se
adaptarem de forma especifica causando danos as plantas. Uma classe de
substancias que esta intimamente relacionada a defesa das plantas é a dos
inibidores de proteinases (IPs). Os niveis destes IPs em folhas sdo normalmente
baixos podendo ser rapidamente induzidos a niveis elevados quando as plantas
sdo atacadas por insetos, sofrem danos mecéanicos ou sdo expostas a fito-
horménios (ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005; RAKWAL; AGRAWAL;
JWA, 2001).

Durante a evolugdo, plantas e insetos desenvolveram mecanismos
ecoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos para diminuir os efeitos negativos desta
interacdo. Alguns mecanismos desenvolvidos pelas plantas contra as proteinases
dos insetos podem ser citados: o aumento da atividade de inibidores nos tecidos
(RAKWAL; AGRAWAL; JWA, 2001), a sintese de uma gama enorme de
inibidores que possuem atividade contra varias enzimas (CHRISTELLER et al.,
1998), a producdo de inibidores bifuncionais que atuam contra amilases e
proteinases (ROY; GUPTA, 2000), aumento da complexidade dos inibidores
com propriedades bioguimicas diferentes por meio da producéo de isoinibidores
(TIFFIN; GAUT, 2001), expressao de inibidores altamente especificos para as
enzimas dos insetos (FALCO et al., 2001) e a sintese de inibidores resistentes a
protedlise e ativos sob varias condicBes de pH do trato digestivo dos insetos
(CHRISTELLER et al., 1998).

Por outro lado, os insetos desenvolveram maneiras de resistirem aos
efeitos negativos causados pelos IPs presentes nas plantas das quais se
alimentam. Entre elas destacam-se o aumento da atividade das enzimas do trato
digestivo e a sintese de enzimas menos sensiveis (SOUZA et al., 2016), o

aumento da variedade de proteinase produzidas modificando a atividade
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hidrolitica total (PATANKAR et al., 2001), a quebra de inibidores via
proteinases (GIRARD et al., 1998) e por fim a diminui¢do da sensibilidade das
enzimas aos inibidores via formacdo de polimeros de alto peso molecular
insensiveis aos IPs (BRITO et al.,, 2001; RODRIGUEZ-SAONA; THALER,
2005).

Patankar et al. (2001) constataram que lagartas de Helicoverpa armigera
(Hlbner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) foram capazes de superar os efeitos de
varios IPs de plantas hospedeiras produzindo uma composi¢do de enzimas do
trato digestivo diferente apds a ingestdo destes IPs. O mesmo foi observado para
Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1766) (Lepidoptera: Noctuidae), Helicoverpa zea
(Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae) (MAZUMDAR-LEIGHTON;
BROADWAY, 2001a, 2001b) e Heliothis virescens (Fabricius, 1777)
(Lepidoptera: Noctuidae) (BRITO et al., 2001). Mazumdar-Leighton e
Broadway (2001b) verificaram que insetos da ordem Lepidoptera apresentavam
tripsinas constitutivas e tripsinas cuja expressao foi induzida apds a ingestao de
IPs e gque se mostravam insensiveis aos inibidores.

Resultados semelhantes de adaptacdo de insetos a inibidores foram
descritos para as quimotripsinas (MAZUMDAR-LEIGHTON; BROADWAY,
2001a) e para as a-amilases (SILVA et al., 2001). Além disso, a producdo de
proteinases que digerem os IPs permite aos insetos superarem tais defesas das
plantas e utilizarem os inibidores digeridos como fonte de aminoacidos
(GIRARD et al., 1998).

Dessa forma, 0 uso de inibidores de proteinases como novos meios de
controle é importante para a reducdo dos prejuizos causados pela lagarta-do-

cartucho.
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3.4 Inibidores de Proteinases

Desde a descoberta dos inibidores de proteinases como agente de defesa
vegetal, inGmeras tentativas tém sido feitas para a sua utilizacdo no
melhoramento genético de plantas.

Foi adotado, devido a grande diversidade e abundancia dos inibidores na
natureza, um complexo sistema de classificacdo de acordo com a proteinase
inibida, a homologia entre as estruturas primarias e terciarias, e também aspectos
evolutivos. Diversas familias de plantas possuem um grande e complexo grupo
de inibidores de proteinases que atuam na autodefesa. Essas proteinas estdo
presentes em diversas partes da planta como folhas, tubérculos e sementes
(MOSOLOV; VALUEVA, 2005).

Membros das diversas familias de inibidores tém sido estudados, entre
eles, os inibidores de serino e cisteino proteinases tém grande destaque. No caso
dos insetos das ordens Lepidoptera e Diptera, os inibidores de serino proteinases
se mostraram mais eficientes (JONGSMA; BOLTER, 1997), uma vez que esses
insetos usam proteinases do tipo serina (tripsina e quimotripsina), para a quebra
das proteinas ingeridas. J& para as ordens Hemiptera e Coleoptera, os inibidores
de cisteino proteinases se mostram mais eficientes, estas proteinases também
tém importante papel na alimentacdo promovendo a digestdo das proteinas
(RYAN, 1990).

As pesquisas envolvendo os efeitos dos inibidores de proteinases
advindos de plantas sobre as proteinases digestivas dos insetos iniciaram por
volta de 1950, sendo que os estudos elucidando a agéo destas moléculas como
agentes protetores contra insetos receberam grande suporte nos anos de 1960 a
1970 (RYAN, 1973).

Os inibidores de proteinases constituem uma das barreiras quimicas de
defesa da planta e atuam no intestino dos insetos herbivoros pela inibi¢do da

digestdo de proteinas da planta ou por indugdo de super producdo de enzimas
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digestivas, reduzindo a disponibilidade dos aminoacidos essenciais para
producdo de outras proteinas (JONGSMA,; BOLTER, 1997).

Como exemplo, € possivel citar o isolamento e purificacdo, a partir de
noz sabdo (Sapindus trifoliatus L. Var. Emarginatus: Sapindaceae), de um
inibidor de tripsina utilizando fracionamento com acetona, seguido de
precipitacdo com sulfato de aménio, cromatografia de troca idnica e por fim
permeacdo em gel. O inibidor purificado exibiu um peso molecular de 29 kDa, e
inibiu de maneira ndo competitiva tripsina e pronase, uma enzima da classe das
serino proteinases. A acdo do inibidor foi computacionalmente simulada em
proteinases presentes no intestino das larvas de H. armigera e S. frugiperda. Os
estudos de docking no sitio catalitico revelaram fortes interacfes de ligacdo de
hidrogénio entre Lys10 e Pro7l; Lys299 e Met80 (inibidor/proteinase,
respectivamente) e interacbes de Van der Waals entre os residuos Leull e
Cys76 de aminoacidos do inibidor de noz sabdo e proteinase de H. armigera,
respectivamente. Foram observadas ligacGes de hidrogénio entre o inibidor e
proteinase de S. frugiperda em posi¢fes Thr79 e Arg80; Asp90 e Gly73; Asp2 e
Gly160 respectivamente (GANDREDDI et al., 2015).

A ingestdo cronica de inibidor de tripsina de soja (STI) reduziu
significativamente a atividade proteolitica in vivo, daquelas espécies com habitos
alimentares relativamente especializados. No entanto, a ingestdo cronica de STI
ndo influenciou a sobrevivéncia de lagartas com habitos alimentares
relativamente generalizados (BROADWAY; VILLANI, 1995).

Em trabalho com o inibidor de proteinase do tipo Kunitz de soja (SBTI)
desenvolvido por Broadway (1997), foi revelado que a ingestdo de SBTI por
lagartas de H. zea, A. ipsilon e Trichoplusia ni (Hubner, 1803) (Lepidoptera:
Noctuidae) aumentou o tempo de retencdo do alimento no trato digestivo dos
insetos e o nivel de atividade de enzimas proteoliticas ndo susceptiveis a inibi¢do

por SBTI. O estudo revelou também que o incremento da atividade de enzimas
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resistentes a acdo do SBTI foi diretamente influenciado pela dose e tempo de
exposicao ao inibidor. Por tais resultados, foi sugerido que um complexo sistema
pode ser responsavel pela regulacdo de enzimas proteoliticas no intestino de
lagartas de lepiddpteros.

Com o objetivo de identificar novos compostos que pudessem ser Uteis
ao controle de afideos dos cereais, Tran, Cheesbrough e Keickhefer (1997)
testaram a acdo de cinco inibidores de proteinase de batata e soja sobre os
pulgdes Diuraphis noxia (Kurdjumov, 1913) (Hemiptera: Aphidae), Schizaphis
graminum (Rondani) (Hemiptera: Aphidae) e Rhoalosiphum padi (Linnaeus,
1758) (Hemiptera: Aphidae), que foram alimentados com dieta artificial. Os IPs
de batata, quando incorporados em dieta artificial, na concentracdo de 1mM,
aumentaram a mortalidade no Gltimo instar dos afideos e reduziram a producao
de ninfas. Os IPs de soja causaram efeitos negativos no desenvolvimento

dependendo da espécie de afideo analisada.
3.5 Métodos de prospeccdo de metabdlitos bioativos em plantas

A busca por moléculas com atividade bioldgica em plantas
invariavelmente necessitara do emprego de algum método de extracdo. Talvez a
mais simples das metodologias para extracdo consiste em realizar a imersdo da
amostra do vegetal em solventes a temperatura ambiente por um periodo
relativamente longo, iniciando-se com solventes menos polares e aumentando a
polaridade; dessa forma a extracéo estatica fraciona os metabdlitos por ordem de
polaridade. Apesar de simples, esta técnica € extremamente eficaz, pois além de
extrair, ainda agrupa diferentes compostos segundo sua afinidade pelo solvente.

Outros métodos envolvem hidrodestilacdo e a extracdo por arraste de
vapor, extracdes mais rapidas de compostos com ponto de ebulicdo préximo a
temperatura de decomposi¢do. O principio da destilagdo a vapor baseia-se no

fato de que a pressdo total de vapor de uma mistura de liquidos imisciveis é
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igual & soma da pressao de vapor dos componentes puros individuais, também
conhecida como Lei de Dalton. A pressdo total de vapor da mistura torna-se
igual & pressdo atmosférica, e assim a mistura entra em ebulicdo numa
temperatura menor que o ponto de ebulicdo de qualquer um dos componentes.
Geralmente estes dois ultimos métodos descritos sdo utilizados na extracdo de
6leos essenciais (ONG, 2004; ONG; CHEONG; GOH, 2006; SEIDEL, 2012;
YALAVARTHI; THIRUVENGADARAJAN, 2013).

A prensagem a frio é utilizada na obtencdo de produtos com qualidade
acima da média, geralmente utilizados na fabricacdo de alimentos e
medicamentos. Sua aplicacdo se da na extracdo de 6leos essenciais da casca de
frutos citricos (KIRBASLAR; BOZ; KIRBASLAR, 2006), assim como no
processo de extracdo de 6leos fixos como o azeite de oliva, 6leo de soja, 6leo de
ricino entre outros (RAMOS; WILHELM, 2005).

Outros métodos incluem ainda: a extracdo exaustiva utilizando Sohxlet,
método classico e usado como referéncia na comparagdo com outros, mas muito
demorado e dispendioso; a extracdo sénica, que elimina a necessidade de
aquecimento da amostra; a extracdo por micro-ondas reduz o tempo necessario e
utiliza menor quantidade de solvente organico; a extracdo por fluido
supercritico, em que CO, é meio extrator e é muito eficaz, porém tem custo
elevado, e por fim, as extracdes sob pressdo, que podem ser sob agitacdo,
estatica ou assistida por surfactante entre outras (ONG, 2004; ONG; LEN, 2003;
SEIDEL, 2012).

Todavia, a extragdo é a primeira etapa de um longo processo no estudo
de moléculas bioativas. O uso de ensaios in vitro e ensaios bioldgicos in vivo sdo
empregados no biodirecionamento para obtencdo dos metabdlitos com atividade
bioldgica na maioria dos casos. Alguns exemplos de experimentos empregados
sdo a andlise de atividade inibitoria ou ativadora de enzimas e ensaios in vivo

fornecendo o composto na dieta, aplicando topicamente ou injetando e
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realizando uma série de verificagcbes comportamentais, anatémicas e fisiolégicas
no organismo alvo (ALVES, 2014; RAMOS et al., 2013).

A extragdo de proteinas normalmente é realizada utilizando solucdes
aquosas tampao ou soluges salinas, sendo amplamente utilizada para inibidores
proteicos. Como exemplo, pode-se citar o trabalho realizado por Klomklao et al.
(2011) no qual se objetivou encontrar as condi¢des 6timas para a extracdo e
purificacdo do inibidor de tripsina presente em sementes de Vigna radiata (L)
(R. Wilczek) (Fabales: Fabaceae). As melhores condigfes encontradas foram
aquelas em que a farinha desengordurada foi extraida por duas horas com agua
destilada. A purificacdo foi realizada fervendo-se o extrato por 10 minutos a
90 °C e seguindo com precipitacdo pela adicdo de sulfato de aménio com
saturacdo variando de 30 a 65% e por fim filtrando em Sephadex G-50. Houve
um rendimento de 30,25% com purificacdo de 13,51 vezes, sendo que o inibidor
encontrado apresentou massa de 14 kDa e resisténcia térmica, embora tenha se
mostrado sem atividade antitriptica ap6s tratamento com o agente redutor -

mercaptoetanol.

3.6 Uso de analises quimiométricas na otimizacao da extracéo de compostos

bioativos

Atualmente a quimiometria é comum em diversas areas em que 0 estudo
de determinado tema apresenta uma grande quantidade de varidveis que
observadas individualmente pouco refletem a real complexidade do tema.

Seu uso tem sido aprimorado desde a década de 1970 (WOLD, 1995).
Sua aplicacdo abrange a otimizacdo de condigdes cromatograficas (ACEVSKA
et al., 2012; COSTA FERREIRA et al., 2007), analise de alimentos
(AMVRAZI; TSIROPOULOS, 2009; GUILLEN-CASLA et al., 2012;
SAURINA, 2010), dentre outras. A principal vantagem da quimiometria é o
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reconhecimento de relacdes e padrdes complexos, dificeis de serem observados
em experimentos em que apenas uma variavel é analisada e as demais séo fixas.

Devido a importancia da extracdo na investigacdo cientifica, a
otimizacdo das condi¢cGes de extragcdo no preparo de amostras é um tema
recorrente em diversos trabalhos. O estudo das variaveis relevantes a extracao é
um trabalho constante pois a interacdo entre estas e o tipo de amostra a ser
extraido geralmente é Unico em vista da complexidade do sistema
matriz/condic¢Oes de extragcdo (ABOLLINO et al., 2011; BECERRIL-BRAVO et
al., 2010; CAMPISI et al., 1995; GIACOMINO et al., 2011).

O termo quimiometria abrange varias técnicas que vdo desde o
planejamento experimental a analise dos dados obtidos e geralmente sdo
aplicadas em conjunto, como demonstrado no estudo realizado por Nunes e
Guerreiro (2013), no qual foram utilizados dois planejamentos fatoriais distintos
e analise exploratoria dos resultados por analise das componentes principais
(PCA) para avaliar quais variaveis foram mais importantes na producdo de um
catalisador de microparticulas de ouro suportado em carvao ativado.

No estudo de compostos oriundos de seres vivos (plantas, fungos,
bactérias, dentre outros) com atividade bioldgica, a extracdo € a etapa inicial e a
gue mais pode influenciar todo o trabalho, até sua conclusdo. Geralmente
quando a extracdo é motivo de estudo, esta é realizada fixando-se alguns fatores
e variando-se apenas um. Contudo, a interagdo entre os fatores € comum e esta
informacdo é perdida quando o experimento é realizado de forma univariada,
pois, assume-se que ao se fixar a melhor condi¢do de uma variavel, ao se variar
a segunda, a primeira permanecera inalterada. Essa pressuposicdo possui um
grau de incerteza alto, pois € comum que haja interacdo entre os fatores em uma
extracdo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007; NUNES, 2011;
ZHANG; AL, 2009).
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Essa dificuldade na otimizacdo de processos pode ser contornada
utilizando-se planejamentos fatoriais. Estes métodos permitem realizar a triagem
dos fatores através de um modelo que prevé a importancia de todos os fatores e
suas interagdes, fatores estes que sdo independentes apesar de serem variados ao
mesmo tempo. Algumas vantagens dos planejamentos fatoriais incluem: o
namero reduzido de experimentos, avaliar como um fator é afetado por diversos
niveis de outros fatores, permitir estimar a interacdo entre fatores distintos, além
de possibilitar que gréaficos de superficie de resposta sejam criados para auxiliar

a interpretacdo de como os fatores influenciam o processo (ZHANG; AL, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das folhas de mamona e preparo da farinha de folhas de
mamona (FFM)

As plantas de mamona (Ricinus communis L.) das quais as folhas foram
colhidas sdo de crescimento espontdneo no Campus sendo denominada
mamoninha do caule vermelho. As folhas foram coletadas no Campus da UFLA
no periodo matutino em setembro de 2012. As folhas que apresentaram injdrias
ou qualquer outro dano ndo foram coletadas, as demais foram transportadas em
saco plastico acondicionado em caixa térmica resfriada para o Laboratorio de
Bioguimica do Departamento de Quimica da UFLA. As folhas tiveram seu caule
e enervacOes principais removidos e foram lavadas com &gua deionizada e secas
em estufa de circulacdo de ar a 45 °C, por trés dias. O controle de umidade foi
realizado até peso constante. As folhas secas foram trituradas em moinho Tecnal
TE-631 e a farinha de folhas de mamona (FFM) armazenada em recipiente

plastico hermeticamente fechado até a execucao das anélises.
4.2 Ensaios in vitro de inibic&o de tripsina de S. frugiperda

Os ensaios de inibicdo da tripsina de S. frugiperda foram utilizados
como pardmetro de avaliacdo da eficacia dos procedimentos quimiométricos e
deteccdo biodirecionada dos compostos inibidores na purificacdo cromatografica
constituindo assim um fracionamento biodirecionado do inibidor de tripsina.
Para realizacdo dos experimentos, foi obtido um homogeneizado do tubo
digestivo de S. frugiperda como fonte de tripsina. As lagartas de sexto instar
foram obtidas da criacdo de manutencdo do Laboratdrio de Ecotoxicologia do
Departamento de Entomologia da UFLA. As lagartas foram imobilizadas a
-20 °C por 10 minutos e seus tubos digestivos foram removidos com auxilio de
pinca e tesoura. Os tubos digestivos foram macerados em homogeneizador tipo

Potter, na proporgdo de 1 tubo digestivo para 4 mL de agua deionizada, a 4 °C.



30

O extrato bruto foi centrifugado a 10.000 x g a 4 °C por 30 minutos. O
sobrenadante, considerado o extrato enzimatico, foi armazenado em freezer a -
20 °C, até sua utilizacdo. O extrato foi diluido de modo a obter-se, no ensaio
controle, absorbancias variando entre 0,1 e 0,9 absorbancia (ROSSI et al., 2010).

O substrato para a tripsina foi o cloridrato de N-a-Benzoil-DL-arginina-
p-nitroanilida (BApNA 98%, Sigma ). Para o preparo da solucdo 1,25 mmol L™,
54,5 mg de BApNA foram solubilizados em 1,25 mL de dimetilsulféxido e o
volume completado para 0,1 L com solucdo tampdo Glicina-NaOH 0,1 mol L™,
pH 9,7; sendo essa a solucdo utilizada como substrato (RAMOS et al., 2013).

As amostras contendo o inibidor consistiram dos extratos obtidos nos
procedimentos de otimizacdo da extracdo, fracGes obtidas no processo de
purificagdo, fracdes obtidas em HPLC e compostos purificados.

O ensaio enzimatico foi cinético, em quatro periodos de tempo de reagédo
(30, 60, 90 e 120 minutos). Foram adicionados 200 puL da amostra, 200 pL do
extrato enzimatico diluido, e 800 uL de substrato. Os tubos foram incubados em
banho-maria a 30 °C durante todo o tempo de reacdo. A reacdo foi paralisada
com 200 pL de &cido acético 30%. O controle de enzima sem inibidor foi feito
substituindo-se a amostra por agua destilada. O produto da reagdo foi
quantificado pela leitura da absorbancia em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 410 nm (ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961; RAMOS et
al., 2013).

O caélculo da porcentagem de inibicdo foi realizado utilizando a equacgéo

(ABSc—ABSf)
ABSf

% inibigao = ( ) x 100 )
em que: ABSc = absorbancia do controle; ABSf = absorbéancia das
fragdes; % inibigdo = porcentagem de p-nitroanilida que deixa de ser produzida

em comparacao ao controle durante o tempo de reacéo.
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Salienta-se que a porcentagem de inibicdo foi calculada para todas as
analises enzimaticas, sendo considerada a faixa variando entre 85-40% de
inibicdo como segura para calculo da atividade enzimatica.

Os valores de tempo (x) e absorbancia (y) foram plotados em um
grafico, sendo que o calculo da mUTI (miliunidade de tripsina inibida) foi

realizado utilizando a equacéo 2

(Ic-1i)

mUTI = = )

em que: Ic = Inclinacdo da reta do grafico de absorbancia x tempo (min.)
obtida pelos dados do ensaio controle; li = Inclinagcdo da reta do grafico de
absorbancia x tempo (min.) obtida pelos dados do ensaio de inibicdo; le =
Inclinagdo da reta obtida com o padrdo de p-nitroanilida (ERLANGER;
KOKOWSKY; COHEN, 1961; RAMOS et al., 2013).

Salienta-se que, 1 mUTI g™ corresponde a 1 nmol de p-nitroanilida que
deixa de ser produzido devido a presenca do inibidor contido em 1 grama de
FFM.

Para analise rapida das fracGes coletadas em HPLC, foi realizado ensaio
ndo cinético de inibicdo. A andlise foi efetuada adicionando-se a mistura
reacional 200 puL de amostra contendo o inibidor, 200 pL do extrato enzimatico
diluido e 800 pL de substrato, iniciando assim a reagdo. O ensaio controle (sem
o inibidor) foi realizado para que a reagdo ocorresse em velocidade méaxima. A
reacédo foi realizada a 30 °C, sendo paralisada, ap6s 30 minutos, com 200 pL de
acido acético 30% e a absorbancia determinada no comprimento de onda de
410 nm (ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961; RAMOS et al., 2013).
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4.3 Otimizac&o da extracéo do inibidor de tripsina de S. frugiperda presente
em FFM

A extracdo dos inibidores de tripsina presentes em FFM foi otimizada

utilizando-se planejamento fatorial 2* e planejamento composto central 2°.
4.3.1 Planejamento fatorial 2*

A otimizagdo da extracdo dos inibidores de tripsina de S. frugiperda
presentes em FFM foi realizada utilizando-se planejamento fatorial com ponto
central 2* (FAT 2%. Para o planejamento (TABELA 1) e obtencdo dos
resultados, foram utilizados dois niveis e 0 ponto médio para cada um dos quatro
parametros avaliados com dois niveis mais ponto central: proporcao
amostra/solvente (Pr) expresso em peso/volume de FFM extraida com solvente
designado para cada experimento: 1/30=0,0333; 1/60=0,0166; 1/40=0,025; tipo
de solvente (So) expresso em % de etanol: 30, 60 e 45% utilizado em cada
experimento; nimero de reextracGes (Re) sendo realizada uma, trés e duas vezes
conforme necessarias a cada experimento; e por fim tempo de extragdo (T) com
60, 120 e 90 minutos de extracdo em cada experimento determinado. A atividade
inibitoria da tripsina de S. frugiperda foi utilizada como fator determinante na
escolha das melhores condicGes de extracdo do inibidor presente em FFM
(TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Para realizagdo dos experimentos, 100 mg da FFM foram
acondicionados em tubos Falcon e, em seguida, foram adicionados os solventes
(30, 45 e 60% etanol/agua) aos experimentos 1 a 19 conforme descrito na Tabela
1. Os tubos foram submetidos a agitacdo, em banho ultrassonico a 35 kHz, a 40
°C, nos tempos de 60, 90 e 120 minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 5.000 x g por 5 min e o extrato sobrenadante armazenado.
Repetiram-se os procedimentos no precipitado realizando as reextragdes (uma,

duas e trés vezes) conforme o FAT 2*. Os sobrenadantes das reextracdes de cada
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experimento foram agrupados para posterior quantificacdo cinética da inibicdo
de tripsina que foi utilizada como pardmetro de determinacdo de quais fatores
(Pr, So, Re e T) tiveram maior sucesso na extracdo do inibidor de tripsina de S.

frugiperda presente em FFM.



Tabela 1 - Fatorial 2* das variaveis independentes avaliadas na extracdo dos inibidores de tripsina de Spodoptera
frugiperda presentes em farinha de folhas de mamona.

Variaveis codificadas

Variaveis utilizadas*

Experimento X1 X2 X3 X4 Proporcéo (X1) Solvente (X2) N° Reextracdes (X3) Tempo (X4)
1 1 1 1 1 0,0333 60 3 120
2 -1 1 1 1 0,0166 60 3 120
3 1 -1 1 1 0,0333 30 3 120
4 -1 -1 1 1 0,0166 30 3 120
5 1 1 -1 1 0,0333 60 1 120
6 -1 1 -1 1 0,0166 60 1 120
7 1 -100-1 1 0,0333 30 1 120
8 -1 -100-1 1 0,0166 30 1 120
9 1 1 1 -1 0,0333 60 3 60
10 -1 1 1 -1 0,0166 60 3 60
11 1 -1 1 -1 0,0333 30 3 60
12 -1 -1 1 -1 0,0166 30 3 60
13 1 1 101 0,0333 60 1 60
14 -1 1 101 0,0166 60 1 60
15 1 101 -1 0,0333 30 1 60
16 -1 Y A | 0,0166 30 1 60
17 0 0 0 0 0,025 45 2 90
18 0 0 0 0 0,025 45 2 90
19 0 0 0 0 0,025 45 2 90

*Proporcéao expressa em farinha de folhas de mamona/solvente (peso/volume 1/30=0,0333; 1/60=0,0166; 1/40=0,025). Solvente

expresso em porcentagem de etanol em agua deionizada. Tempo expresso em minutos. Experimentos 17 a 19 séo repeticdes do

ponto central (média dos niveis maximo e minimo utilizados). Fonte: Do autor (2016).

w
I
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4.3.2 Otimizacao dos paréametros para extracdo do inibidor de tripsina de S.
frugiperda presente em FFM por planejamento composto central 22
(CCD 23

Com os resultados obtidos no FAT 2*, foi realizado o CCD 22 utilizando
0s parametros propor¢do (Pr) e solvente (So). A Tabela 2 contém o
planejamento das condigBes experimentais de otimizacao.

Para realizaco dos experimentos, 100 mg da FFM foram
acondicionados em tubos Falcon e, em seguida, foi adicionado o solvente
(23,79; 30; 45; 60 e 66,21% etanol/agua) nas proporcles 1/37,4; 1/40; 1/48;
1/60; 1/66,9 (p/v, FFM/solvente) em cada um dos experimentos. Os tubos foram
submetidos a agitacdo, em banho ultrassénico a 40 °C, por 60 minutos. Apos
este periodo, foram centrifugados 5.000 x g por 5 min. Uma reextracdo nas
mesmas condicdes foi realizada e os sobrenadantes foram agrupados. Ao fim dos

experimentos obteve-se 0 extrato padronizado de FFM.
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Tabela 2 - Planejamento Composto Central 22 e condi¢cbes experimentais de
otimizagdo da extracdo do inibidor de tripsina presente em farinha
de folhas de mamona.

cgc?i:‘lii\éggs Variaveis utilizadas*
Experimento X1 X2 Solvente (X1) Proporgéo (X2)

1 -1 -1 30 0,016666
2 1 -1 60 0,016666
3 -1 1 30 0,025
4 1 1 60 0,025
5 -1,414 0 23.79 0,0208
6 1,414 0 66.21 0,0208
7 0 -1,414 45 0,0149
8 0 1,414 45 0,0267
9 0 0 45 0,0208
10 0 0 45 0,0208
11 0 0 45 0,0208
12 0 0 45 0,0208
13 0 0 45 0,0208

*Solvente expresso em porcentagem de etanol em &gua deionizada. Proporcdo
expressa em peso/volume (1/37,45=0,0267; 1/40=0,025; 1/40=0,0208; 1/60=0,0166;
1/67,11=0,0149). Experimentos 5 a 8 sdo pontos localizados em o = + 1,414,
Experimentos 9 a 13 séo repeti¢des do ponto central. Fonte: Do autor (2016)

4.4 Purificacdo e identificacdo do inibidor de tripsina de FFM

O extrato de FFM foi purificado por meio de procedimentos
cromatograficos e o inibidor de tripsina identificado por meio de técnicas

espectrométricas descritas a seguir.
4.4.1 Cromatografia em silica tipo flash

O extrato padronizado de FFM foi utilizado para se detectar quais
compostos sd8o os responsaveis pela inibicdo da tripsina de S. frugiperda.
Utilizou-se uma coluna de vidro com 3 cm de diametro, preenchida com 10,88 g
de silica C18 (Sigma-Aldrich), com volume morto de 11 mL. O extrato que foi
fracionado consistiu de 1 g do extrato seco em rotoevaporador solubilizado em 5

mL de agua ultrapura e aplicado na coluna. A fase mdvel consistiu de oito
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solucBes agua/metanol (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70% v/v) sendo que o volume
aplicado de 22 mL foi correspondente a duas vezes o volume morto, a ordem foi
crescente em forga de eluigdo. As fracOes obtidas foram coletadas e tiveram sua
atividade inibitéria de tripsina avaliada. Estas fraces foram filtradas em
membrana de 0,45 um e analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). As fragdes que promoveram maior inibicdo de tripsina foram
agrupadas e secas em rotoevaporador. As fraces agrupadas foram solubilizadas

em agua e analisadas em HPLC analitico e preparativo.
4.4.2 Separacdo cromatografica

As analises em HPLC foram realizadas no Laboratério de CLAE do
Nlcleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais
(NuBBE) do Instituto de Quimica da UNESP — Araraquara, SP.

O equipamento utilizado para separacdo dos compostos inibidores foi
um HPLC-UV/PDA (Shimadzu, Japan), equipado com um degasser (DGU-
20A3), duas bombas (LC 20AT), um autosampler (SIL-20A), um detector
UV/PDA (SPD-M20A) e forno (CTO-20A). Foi utilizada uma coluna Ascentis®
C18 (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) acoplada a uma pré-coluna Ascentis® C18
(15 mm x 3,2 mm i.d., 5 um), para analises em modo analitico. Os volumes
injetados foram de 5 pL para as fracBes obtidas em cromatografia em silica tipo
flash e de 20 pyL para as demais amostras. A fase movel utilizada foi um
gradiente &gua/acido acético 0,1% (A) e metanol 100% (B), com composigao
inicial de A/B 94:6 (v/v) até 40% de B em 30 min, com fluxo de 1 mL min™. O
comprimento de onda utilizado para deteccdo foi 254 nm. Este método foi
utilizado em modo analitico para as fragdes obtidas em cromatografia em silica
tipo flash, as fragBes agrupadas, assim como para as fracdes coletadas em

cromatografia em modo preparativo.
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A cromatografia em modo preparativo foi realizada utilizando-se o
mesmo equipamento, porém, com uma coluna preparativa Luna® C18 (150 mm
x 21,20 mm i.d., 5 pm), em fluxo de 10 mL min™*. A amostra analisada consistiu
nas fracbes com melhor atividade inibitéria, sendo as fracBes 4 e 5 agrupadas
obtidas em cromatografia em silica tipo flash em concentracéo de 50 mg mL™ e

0 volume injetado de 1 mL.
4.4.3 Andlises espectrométricas dos compostos obtidos

As analises foram realizadas no Laboratorio 1l da Plataforma de
Ressonancia Magnética Nuclear do Instituto de Quimica da UNESP -
Araraguara, SP. Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) das
fracOes puras foram obtidos em um espectrémetro Bruker Avance 111 600 HD a
600 e 150 MHz para 'H e **C respectivamente. Foram realizadas analises uni e
bidimensionais COSY, HMBC e HSQC. As amostras foram solubilizadas em
dimetilsulfoxido-ds (Merck), nas concentracdes de 0,7083 mg mL™ e 5,7667 mg
mL™ para o primeiro e seqgundo compostos puros respectivamente.

Os espectros de massas das fracGes puras foram obtidos em um
espectrémetro de Massas Q-TOF Maxis Impact Bruker no modo scan completo
de 50 a 1500 m/z; ionizagdo por eletrospray (ESI) em polaridade positiva; foco
ativo; N, como géas de secagem em fluxo de 4 L min™ com temperatura de
180 °C; pressdo do nebulizador a 0,3 Bar; capilar a 2.900V; voltagem de
carregamento a 2.000V; end plate off set a 500V.

4.5 Efeitos da adic¢éo do extrato de FFM em dieta alimentar no

desenvolvimento de S. frugiperda

Ovos de segunda postura de insetos de criagdo de laboratério de S.
frugiperda foram utilizados e mantidos em placas com dieta padrdo preparada
conforme metodologia de Kasten Junior, Precetti e Parra (1978) (TABELA 3)

até a eclosdo das lagartas, as quais foram mantidas nestas condi¢cBes por 48



39

horas. As lagartas de 48 horas foram transferidas para tubos de vidro (10 cm de
altura x 3 cm de didmetro) na proporcao de uma lagarta por recipiente, contendo
duas unidades de dieta alimentar (1 cm de didmetro x 1,5 cm de altura por

unidade).

Tabela 3 - Composi¢édo da dieta da lagarta-do-cartucho.
Componente Quantidade
Feijdo 166,66 g
Germe de trigo 79,20 ¢
Levedura de cerveja 50,70 ¢
Acido sérbico 1,659
Acido ascorbico 5,10 g
Nipagin 3,159
Agar 27,009
Formol 4,15 mL
Soluc¢do inibidora* 4,15 mL
Agua 1775 mL

*Solucao Inibidora de crescimento microbiano: Acido propionico (18,00 mL); Acido
fosférico (43,00 mL); Agua (540,00 mL). Fonte: Kasten Junior, Precetti e Parra
(1978).

Para obtencdo do extrato de FFM, extraiu-se por 60 min em banho de
ultrassom, com etanol 71,7% na propor¢do 1/48,6 (p/v FFM/etanol) a 40 °C,
sendo realizada uma reextracdo nas mesmas condicBes. Essa extracdo foi
padronizada previamente. O bioensaio foi constituido por testemunhas contendo
agua destilada e outros cinco tratamentos contendo o extrato de FFM.

Na testemunha, 280 mL da dieta foram acrescidos de 20 mL de agua e
nos demais tratamentos foram adicionados 20 mL com extrato de FFM
suficiente para que o volume total das dietas de cada tratamento tivesse as
concentragBes finais de 113,6; 227,3; 454,5; 909,0 e 1818,2 ug mL™*. Estas
concentragdes foram estipuladas extrapolando-se doses para uso em campo.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos de

120 repetigdes (cada repeticdo constituida de uma lagarta). Avaliou-se a duragédo
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do periodo larval, peso da pupa, duracdo do periodo pupal, concentragcdo de
proteinas nas fezes, longevidade dos adultos, periodo de pré-oviposicao, periodo
de oviposicéo e quantidade de ovos produzidos por casal.

A concentracdo de proteinas nas fezes das lagartas de S. frugiperda foi
determinada com base na metodologia desenvolvida por Bradford (1976). As
fezes foram coletadas apds o término do periodo larval, secas em estufa de
ventilagdo forcada a 45 °C. A 15 mg de fezes foram adicionados 200 pL de agua
destilada e 200 pL de &cido perclérico 1 mol L™ Essa mistura foi
homogeneizada e colocada em banho de gelo por 10 minutos. As amostras
foram centrifugadas a 5.000 x g e o sobrenadante desprezado. Ao precipitado
foram adicionados 200 pL de NaOH 0,1M e apdés homogeneizagdo este foi
novamente centrifugado. A uma aliquota de 100 pL do sobrenadante de cada
amostra foi adicionado 1 mL da solucdo de Bradford e a concentracéo proteica
foi determinada espectrofotometricamente a 595 nm, tomando-se como base
uma curva padrdo de BSA (albumina de soro bovina) com massas, variando de 2
a 20 ug (RAMOS et al., 2013).

4.6 Analises estatisticas

Para analise dos dados obtidos no experimento de triagem FAT 2* e para
0 CCD 22 foi utilizado o programa Chemoface (NUNES et al., 2012). Os
ensaios de inibicdo foram realizados em triplicata de cada tempo e a média
utilizada nos calculos de mUTI e da % de inibigdo. Foi realizada analise de
variancia dos dados obtidos: duragdo do periodo larval, peso da pupa, duracgéo
do periodo pupal, concentracdo de proteinas nas fezes, longevidade dos adultos,
periodo de pré-oviposicdo, periodo de oviposicdo e quantidade de ovos
produzidos por casal e suas médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%

de significancia utilizando-se o pacote laercio do software R. A analise de
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sobrevivéncia foi realizada utilizando-se o modelo de Weibull, por meio do
pacote survival do software R (R CORE TEAM, 2015).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Otimizacao da extracéo do inibidor de tripsina de FFM

A inibicdo da atividade de tripsina de S. frugiperda causada pelos
extratos obtidos nos experimentos 1.1 a 1.19 (TABELA 4) foi utilizada como

resposta para os célculos do planejamento FAT 2°.

Tabela 4 - Inibicdo induzida pelos extratos de farinha de folhas de mamona
obtidos nos experimentos de extraco fatorial 2*

Experimento Inibicdo (MUTI1 g FFM)
1 38026,46
2 12767,73
3 16665,12
4 3770,84
5 12538,71
6 13426,16
7 31012,8
8 19466,5
9 14359,4
10 14189,55
11 15134,25
12 6410,11
13 14036,87
14 15439,6
15 13254,39
16 12572,11
17 29736,98
18 28991,72
19 26976,36

Fonte: Do Autor (2016).

Os dados dos efeitos (valores absolutos) com significancia a 5% que
cada pardmetro causou na extracdo dos inibidores de tripsina encontrados em
folhas de mamona sdo apresentados no gréafico de Pareto (FIGURA 1). Os

parametros Pr, T e So foram significativos na extragdo em seus menores niveis
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devido aos valores dos efeitos de primeira ordem serem negativos, interacdes de
segunda, terceira e quarta ordens também foram significativas, indicando que os
fatores se afetam mutuamente na extracdo do inibidor de tripsina presente em
FFM.

Figura 1 - Gréafico de Pareto do planejamento fatorial 2*.
p=0.08

I3 ; 72741 4
Proporcéo(Hd) : |-7123.175 1
172703 5 |-6439.755 .
TermpofH1) : |-5284.755 -
1% 5 |5079.79 .
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K127 - J2234.985 .
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wawxa| H3a8srs 1
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Re-etragio(<2) | |1302:96 1
w3 ]e01.345 -

170 H.645 f -

| 1 1 1 1 1 |
D 1000 2000 3000 4000 S000  BOOD 7000 8000
Efeitos (valores absolutos)
Efeitos que ultrapassam a linha de p = 0,05 de signiticancia a direita sao considerados

significantes para a extracdo do inibidor de tripsina de folhas de mamona. X1=Tempo;
X2=Reextracgao; X3=Solvente; X4=Propor¢do. Fonte: Do Autor (2016).

Utilizando-se os coeficientes de regressao linear significantes obtidos na
Tabela 5 produziu-se a equacdo de regressdo linear para as superficies de

resposta (Equagdo 3).
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Tabela5- Coeficientes de regressdo e suas significdncias na equacdo de
regressdo linear para a inibicdo de tripsina de S. frugiperda

Efeitos Erro t p Significante
Intercepto 8,91 x 10" 6,62 x10° 13,4627 1,76 sim
Tempo(X;)  -311,9833 54,0658 -57704  0,0045 sim
Reextracdo(X;) -1,72x10* 1,79x10® -9,624 6,52x10™ sim
Solvente(X;) -359,9785 108,132 -3,3291  0,0291 sim
Proporcdo(Xs) -1,66x10° 1,95x10° -8,5155 0,001 sim
Xi* X, -0,0091 11,2735 -0,0008  0,9994 néo
Xi* X3 -0,6682  0,7516  -0,889  0,4242 nao
Xi* Xy 1,02 x10* 1,35x10° 7,5099  0,0017 sim
Xo* X3 242,6137 22,547 10,7604 4,23x10™ sim
Xo* Xy 2,78x10° 4,06 x 10* 6,8576  0,0024 sim
X3* X, 5,35 x 10° 2,71 x10° -1,9789  0,1189 nao

Fonte: Do Autor (2016).

Inibicdo = 8,91 x 10* — 311,98X; — 1,72 x 10*X, — 359,98X5 —
1,66 X 105X, + 1,02 X 10X, X, + 242,61X,X5 + 2,78 X 105X,X,  (3)

A andlise de variancia (TABELA 6) da Equacdo 3 se mostrou ndo

significante (F...=0,8509; p=0,5983). Os parametros utilizados na extragdo

possuem grande interferéncia entre si como p6de ser observado na Figura 1,

constituindo um sistema complexo a ser analisado. A equacao proposta prevé

apenas parcialmente como os fatores influenciam a extracdo do inibidor de

tripsina.
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Tabela 6 - ANOVA da equacdo de regressao linear das superficies de resposta.

FV SQ nGL MQ Fcalc. p
Regresséo 7,48 x 10° 10 7,48 x 10’ 0,8509 0,5983
Residuos 8,79 x 10° 10 8,79 x 10’
F. Ajuste 8,72 x 10 6 1,45x10®° 79,4185 4,11x10*
Erro Puro 7,32 x 10° 4 1,83 x 10°
Total 1,63 x 10° 20
R? 0,4597
R? explicavel ~ 0,9955

Fonte: Do Autor(2016).

Apesar do modelo adotado ndo ser significante, foram criadas
superficies de resposta para observacao de quais fatores avaliados tenderiam em
aumentar ou diminuir a inibicdo de tripsina de S. frugiperda. Os dados indicam o
aumento linear na inibicdo com o efeito causado tanto por T, Pr e So (FIGURA
2, expandida no ANEXO A), sendo que em todas as interacdes observadas 0s
fatores em seus menores niveis apresentaram aumento na inibicao. No grafico de
Pareto (FIGURA 1), T, Pr e So sdo significativos em primeira ordem e em
interacBes de segunda, terceira e quarta ordens. O fator Re apesar de ndo
significativo em primeira ordem na extracdo apresentou melhores resultados
segundo as superficies de resposta em seu menor valor nas interacdes com Pr e
So, sendo gue sua interacdo com T foi 0 oposto (FIGURAS 2A, 2D e 2F), seu
valor foi fixado para extracdes posteriores em uma reextracdo devido a essa
observacdo. O fator T foi significativo, contudo, a analise das superficies de
resposta indica que seu efeito sobre a extragdo do inibidor de tripsina de FFM so
é mais significante que Re (FIGURA 2F), por isso ele também foi fixado em seu

menor valor (60 min) para extracdes posteriores.
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Figura 2 - Graficos de superficie de contorno (2D) e superficie de resposta (3D)
do planejamento fatorial 2* da extracdo dos inibidores de tripsina de
mamona.

0018 002 0022 0O 00 00 00 00
Prosorgio

[——

A — Propor¢cdo amostra/solvente x N° reextracfes; B — Propor¢do amostra/solvente x
Solvente; C — Proporcdo amostra/solvente x Tempo; D — Solvente x N° reextragdes; E —
Solvente x Tempo; F — N° reextracdes x Tempo. Fonte: Do Autor (2016).
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A inibicdo da atividade de tripsina de S. frugiperda causada pelos
extratos obtidos nos experimentos 1 a 13 (TABELA 7) foi utilizada como
resposta para os calculos do planejamento CCD 22.

Tabela 7 - Inibicdo causada pelos extratos de farinha de folhas de mamona
obtidos nos experimentos de extragdo utilizando planejamento
composto central 22

Experimento Inibicdo (mUTI1 g FFM)
1 24447,63
2 34343,10
3 29428,76
4 41884,77
5 12298,25
6 2904,71
7 5921,21
8 59542,43
9 43711,83

10 44215,66
11 42459,86
12 45803,52
13 44047,72

Fonte: Do Autor (2016).

Os dados dos efeitos (valores absolutos) com significancia a 5% sao
apresentados no grafico de Pareto (FIGURA 3). O parametro So foi significativo

na extracdo, ja Pr e a interacdo entre os parametros ndo foram significativos.
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Figura 3 - Gréfico de Pareto do planejamento composto central 22,
p=0.05

Salvente(<) 28.9649 -
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Standardized Effect (absolute value {t))

Legenda: Efeitos que ultrapassam a linha a direita sdo considerados significantes para a
extracdo do inibidor de tripsina de folhas de mamona com 95% de confianca.
Fonte: Do Autor (2016).

Por meio dos coeficientes de regressao linear significantes obtidos na
Tabela 8, produziu-se a equacdo de regressao polinomial para as superficies de

resposta (Equacéo 4).
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Tabela 8 - Coeficientes de regressdo do planejamento composto central 22 e suas
significAncias na equacéo de regressdo polinomial de segunda ordem

para a inibicdo de tripsina de S. frugiperda

Efeitos Erro

t

p Significante

Intercepto 3,84x10° 1,53 x10*

25,0424

1,51 x 10° sim

Proporcdo(X1) 3,58 x 10" 1,18 x 10° 30,4426 6,94 x 10° sim

Solvente(X2) 1,63x10° 271,5317 6,0105 0,0039 sim
X1*X2 1,02 x 10* 9,59 x 10°  1,0683 0,3456 ndo
X12 -8,72x10® 2,62 x 10" -33,305 4,85x10° sim
X22 11,4138 2,0195 -5,6518 0,0048 sim

Fonte: Do Autor (2016).

Inibicdo = —3,84 x 10° + 3,58 x 107X; + 1,63 x 103X, — 8,72 X

108X% — 11,41X2

(4)

A analise de variancia (TABELA 9) da Equacdo 4 se mostrou

significante (Feic=5,217 p=0,0258). O F para falta de ajuste foi de apenas

173,2; valor relativamente insignificante préximo ao Erro Puro de 5,75 x 10°. O

valor de R2? ndo atingiu alto grau de ajuste entre os dados observados aos

previstos, porém, maior que no FAT 2°,

Tabela 9 - ANOVA da equacdo de regressdo polinomial da superficie de
resposta do planejamento composto central 22

Fv SQ nGL MQ Fcalc. p
Regress&o 2,80 x 10° 5 5,60x10° 5,217 0,0258
Residuos 7,52 x 10° 7 1,07 x 108

F. Ajuste 7,46 x 10° 3 249x10° 173,1967 1,09 x 10*
Erro Puro 5,75 x 10° 4  144x10°

Total 3,55 x 10° 12

R2 0,7884

R2 explicavel 0,9984

Fonte: Do Autor (2016).
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A Figura 4 exibe a superficie de resposta gerada por meio da Equacéo 4,
sendo que os valores experimentais ndo atingiram o ponto maximo da curva,
porém o célculo dos pontos maximos através da primeira derivada da Equacdo 4
foram So = 71,7% e Pr = 0,02057292 (1/48,6 p/v), ou seja, a extracdo é mais

eficiente nestas condicGes.

Figura 4 - Gréficos de superficie de contorno (2D) e superficie de resposta (3D)
do planejamento composto central 2° da extracdo dos inibidores de
tripsina de mamona.

Solvente

0025~

ooe o018 ooz 0022 0024 003 2
Proporgdo Propargdo Solvente

Fonte: Do Autor (2016).

Através da otimizacdo dos parametros de extracdo, observa-se que as
condicdes ideais de extracdo foram: propor¢do de 1 g de amostra em 48,6 mL de
etanol 71,7%, extraida por 60 minutos em banho ultrassénico a 40 °C, com uma
reextragdo nas mesmas condigdes. A extracdo nestas condigdes resultou em um
extrato com atividade inibitéria de tripsina de 94.837,14 mUTI g™ de FFM.

A inibicao de tripsina obtida por Rossi et al. (2010) consistiu em extrair
os inibidores de tripsina de S. frugiperda encontrados em folhas de mamona
macerando-as e extraindo com &gua destilada na proporcéo de 1:3 (p/v) a 4 °C
sob agitacdo por 30 minutos; o extrato foi entdo centrifugado e o sobrenadante
apresentou inibigdo de tripsina de 2.490 mUTI, 38 vezes menor que a obtida

neste trabalho. Carvalho (2009) extraiu os inibidores de S. frugiperda



52

encontrados em folhas de mamona utilizando etanol em proporgdo 1:7 (p/v),
sendo que o etanol permaneceu em contato com as folhas por 20 dias para entdo
ser filtrado, esse extrato foi fracionado por cromatografia em fase normal, a
maior atividade inibitoria foi encontrada na fracdo eluida com etanol, com 2.000
mUT]I, 47 vezes menor que a obtida neste trabalho. Ainda em mamona, Ramos
et al. (2013) extrairam inibidores de tripsina de S. frugiperda a partir de torta de
mamona parcialmente desengordurada por 30 minutos com agua na proporcao
1:40 (p/v), o extrato teve 21,23 mUTI g de semente, e apds fracionamento em
cromatografia silica, tipo flash, foi encontrada inibicdo de tripsina de 8.906,12
mUTI, 10,7 vezes menor que a obtida neste trabalho.

Apesar de ndo ser a mesma enzima nem a mesma fonte de inibidor,
Jeong et al. (2014) utilizaram procedimentos quimiométricos semelhantes aos
utilizados no presente trabalho. Foram avaliados os pardmetros concentracdo de
etanol, temperatura e tempo de extracdo do inibidor de lipase pancreética,
enzima fundamental para absorcdo de gordura, encontrado nos frutos de
Cudrania tricuspidata (Carr.) Bur. (Moraceae). A otimizacdo das condigcbes de
extracdo teve como resposta a atividade inibitéria de lipase pancreatica e o
rendimento de extrato produzido. A metodologia utilizada foi o planejamento
fatorial Box-Behnken 3%, com superficie de resposta. A analise de regressdo
mostrou um bom ajuste dos dados experimentais e a condicdo 6tima foi obtida
com concentracdo de etanol 74,5%; temperatura de 61,9 °C e o tempo de
extracdo de 13,5 horas. O rendimento e a atividade de lipase pancreatica de
extragdo sob condigdes otimas foram 65,5% e 54,0%, respectivamente, valores
condizentes com os previstos de 65,8% e 47,1% respectivamente. As condi¢Ges
de extragdo avaliadas no presente trabalho ndo se aproximaram dos valores
tedricos obtidos, contudo, o aumento significativo na inibicdo de tripsina apds

extracdo nas condigdes ideais confirma que o método foi eficiente.
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5.2 Purificacdo cromatografica

A partir do extrato com as condigbes padronizadas e maior atividade
inibitéria de tripsina, foram obtidas as fracbes na Cromatografia em silica tipo
flash. Estas tiveram seu potencial inibidor avaliado através de ensaio de inibigdo
de tripsina ndo cinético. Os resultados expressos em porcentagem de inibicdo
(TABELA 10) indicaram que as fragdes 2 a 8 possuem compostos inibidores.
Devido ao seu potencial inibitério, 5 pL das fracdes 2 a 8 foram eluidas em
HPLC-modo analitico. Os cromatogramas destas fracdes estdo apresentados na

Figura 5.

Tabela 10 - Porcentagem de inibicdo das fracdes obtidas na Cromatografia Flash

Fracdes % Metanol % de inibicéo
1 0 37,41
2 10 81,78
3 20 83,89
4 30 82,98
5 40 84,88
6 50 82,65
7 60 84,38
8 70 40,22

Fonte: Do Autor (2016).
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Figura 5 - Cromatogramas das fragOes obtidas no fracionamento do extrato de
farinha de folhas de mamona fracionada por meio de cromatografia
flash.
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Legenda: Fase mdvel metanol/agua com forca de eluicdo crescente, fracdes: 2 = 10%; 3
= 20%; 4 = 30%; 5 = 40%; 6 = 50%; 7 = 60%; Deteccdo a 254 nm.
Fonte: Do Autor (2016).

Os resultados obtidos em HPLC-CAN, quando analisados com o
resultado de inibicdo das fragbes, sugerem que o pico com tempo de retencdo de
13,09 min pode ser o responséavel pela inibicdo. Este pico encontra-se presente
nas fragBes 4, 5 e 6, e em todas foi encontrada atividade antitriptica. Apesar de
ser encontrada inibi¢cdo também na fragdo 7, o pico observado apresentou alguns
picos menores proximos a sua base, indicando presenga de outros compostos que
dificultariam a purificacdo, pois eluem ao mesmo tempo, ainda foi observado a
presenca de picos mal resolvidos entre 16 e 26 min na fragdo 6. Assim sendo,
foram agrupadas as fragbes 4 e 5. Estes cromatogramas encontram-se

expandidos no Anexo B.
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Aliquotas de 20 pL das fracdes 4 e 5 foram eluidas (FIGURAS 6 e 7) e
os picos com melhores resolucbes foram coletados e tiveram seus potenciais
inibitérios avaliados em um ENC (TABELA 11). Todos os picos coletados, de
ambas as fracdes, apresentaram inibicdo sobre a tripsina. Foi possivel observar
no perfil cromatografico das fracbes que o aumento do volume de injecdo
provocou atraso na eluigdo dos compostos em compara¢do com 0s respectivos

perfis mostrados na Figura 5.

Figura 6 - Cromatograma da fracdo 4 obtida em fracionamento por meio de
cromatografia flash do extrato de farinha de folhas de mamona.
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500000 -
400000 -
< 300000 -
€ 200000 -
100000 -
0 T T T T T T T T T T T T T T ]
-100000 ® 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tempo (min)
Legenda: Tempo de retencdo dos picos coletados: 7,00; 10,92; 13,38; 14,30; 16,93;
21,33; 24,61; 26,98; 28,73 minutos. Deteccdo a 254 nm.
Fonte: Do Autor (2016).
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Figura7- Cromatograma da fracdo 5 obtida em fracionamento por meio de
cromatografia flash do extrato de farinha de folhas de mamona.
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Legenda: Tempo de retencdo dos picos coletados: 15,73; 17,07; 20,90 minutos. Detec¢do
a 254 nm.
Fonte: Do Autor (2016).

Tabela 11 - Atividade inibitdria de tripsina nos picos das fracdes 4 e 5

Fracdo 4 Fracdo 5
TempgI de retengéo % inibicio Tempo de retencéo % inibicio

0 pico do pico

7,00 70,69 15,73 43,18
10,92 68,68 17,07 63,87
13,38 69,35 20,9 70,69
14,30 70,47

16,93 61,07

21,33 62,98

24,61 68,68

26,98 69,91

28,73 70,36

Fonte: Do Autor (2016)

Apo6s agrupadas, 20 pL da Fr 4-5 foram eluidos para avaliacdo da
mudanga no perfil cromatografico e na resolucdo dos picos principais (FIGURA
8). E possivel observar que o agrupamento das fraces possibilitou a separacio
dos picos mais expressivos pois o perfil se manteve o mesmo tanto em HPLC-

CAN quanto em HPLC-CPR com volume de injecdo de 1 mL na concentragdo
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de 50 mg mL? (FIGURA 9), facilitando a coleta de dois picos com boa
resolucdo, aparentemente puros, para identificagdo e caracterizagéo.

Figura 8 - Cromatograma das fracdes 4 e 5 agrupadas obtidas por meio de
fracionamento em cromatografia flash do extrato de farinha de
folhas de mamona.
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Legenda: Deteccdo a 254 nm.
Fonte: Do Autor (2016).

Figura 9 - Cromatograma da fracdo Fr 4-5 eluida em HPLC preparativo.
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Legenda: Foram coletados os picos eluidos em t; =13,79 minutos e em t, =19,16
minutos para identificacdo e caracterizacdo estrutural. Detecgdo a 254 nm.
Fonte: Do Autor (2016).
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5.3 Identificacdo e Caracterizagdo por meio de Ressonancia Magnética
Nuclear e Espectrometria de Massas

Os deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento obtidas dos
espectros de RMN - *H, COSY, HMBC e HSQC para o composto coletado apds
separagdo cromatografica com t, = 13,79 min. podem ser observados na Figura
10 (Dados completos Anexo B).
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Figura 10 - Espectro de RMN de H, COSY, HSQC e HMBC para 0 composto
majoritario coletado apds separacdo cromatografica com t, = 13,79
min.
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Legenda: *H 600 MHz; **C 150 MHz; dimetilsulfoxido-ds.
Fonte: Do Autor (2016).

Os sinais 8y 8,14 e 8,35 (H-2 e H-8 respectivamente) observados na

regido de aromaticos com area de integragdo de um hidrogénio cada apresentam
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correlagio HSQC direta com os carbonos C-2 e C-8 (6¢ 152,67 e 140,21
respectivamente). O singleto H-2, mais blindado, trata-se de hidrogénio em
sistema heterociclico aromatico, apresentando correlagio HMBC com o0s
carbonos C-4 (8¢ 149,43) e C-6 (8¢ 156,63), ja o singleto H-8, menos blindado,
apresenta correlagio HMBC com os carbonos C-4 e C-5 (8¢ 119,53). Os
carbonos C-2, C-4, C-5, C-6 e C-8 séo desblindados e se encontram na regido de
compostos aromaticos, como sdo apenas cinco, a hipétese que formam um
composto heterociclico € reforcada. Como os sistemas H-C-2 e H-C-8 ndo
apresentam correlacdo HMBC é possivel que estes ndo pertencam ao mesmo
anel. Os valores observados e as correlagcBes estabelecidas evidenciam a
presenca de uma unidade adenina na estrutura em andlise, fato corroborado pela
literatura (LI; YU; JI, 2014).

Adicionalmente, o sinal em &4 5,88 (d; 6,20 Hz, H-1") com caracteristica
de hidrogénio anomérico de unidade de ribose apresentou correlagdo HSQC com
C-1’ (8¢ 88,26), mostrando estar ligado a este carbono; ja a correlagdo HMBC
com C-4, C-8 e C-2’ (8¢ 73,69) indica proximidade entre estes carbonos, dois
dos quais pertencentes a unidade adenina descrita anteriormente. Os hidrogénios
H-1°, H-2’, H-3°, H-4’, H-5’a ¢ H-5’b (64 5,88; 4,61; 4,15; 3,97; 3,56 e 3,68
respectivamente) apresentaram correlacio HMBC, HSQC e COSY entre si de
forma consistente com a descricdo na literatura de uma unidade de ribose ligada
a unidade adenina. A presenca dos sinais em 8y 1,90 e 8¢ 22,24 e ¢ 172,62
deve-se & contaminacdo de acido acético presente na fase movel da separagédo
cromatogréafica. O sinal em &y 7,33 é caracteristico do grupo NH, presente na
unidade adenina com utilizagdo de DMSO — dg; e a auséncia dos sinais das
hidroxilas da unidade ribose provavelmente deve-se a presenga de H,O
formando liga¢Ges de hidrogénio. Por este mesmo motivo os sinais 3y 8,17 e oy

8,52 em correlagdo HMBC com o C-8 podem ter sido causados por ligacdo de



61

hidrogénio em N-7 e N-9 com a agua presente durante a analise de RMN. No
espectro de massas (ANEXO B), o ion precursor formado (M + H)* possui
268,1045 m/z. Os deslocamentos e o ion precursor obtidos sdo consistentes com
a literatura para o composto adenosina (FIGURA 11) cuja composi¢cdo elementar
é C1oH13NsO, (LI; YU; JI, 2014; ZHAO et al., 2013).

Este é o primeiro relato de isolamento, identificacdo e caracterizacao de
adenosina em R. communis. As constantes de acoplamento (J) e o0s
deslocamentos quimicos podem ser observados na Figura 10, Tabela 12 e no

Anexo B.

Tabela 12 - Dados espectroscopicos para 0 composto majoritario coletado apos
separacdo cromatografica com t, = 13,79 min. (**C 150 MHz;
1H 600 MHz; dimetilsulfoxido dg).

N® 8c (ppm) 81 (ppm) —J em Hz
2 152,67 8,14; s

4 149,43

5 119,53

6 156,63

8 140,21 8,35; s

IR 88,26 5,88 ; d (6,20)

2 73,69 4,61; dd (5,00; 6,20)
3’ 70,44 4,15; dd (3,20; 5,00)
4 86,26 3,97; ddd (3,20; 3,50)
5%a 62,03 3,56; dd (3,50; 12,10)
5b 62,03 3,68; dd (3,50; 12,10)

Fonte: Do Autor (2016).
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Figura 11 - Formula estrutural do composto purificado e identificado como
adenosina.

Fonte: Do Autor (2016).

Os deslocamentos quimicos, as constantes de acoplamento obtidas dos
espectros de RMN - 'H e **C para o composto majoritario coletado apos
separacdo cromatografica com t, = 19,16 min. podem ser observados na Figura

12.
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Figura 12 - Espectro de RMN de 'H e *C para o composto majoritario
coletado ap6s separacdo cromatografica com t, = 19,16 min.
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1H 600 MHz; *C 150 MHz dimetilsulféxido ds. Fonte: Do Autor (2016).

H& a presenca de sinais de dois dupletos acoplados, com integracdo de
um hidrogénio cada, no espectro de *H. O primeiro encontra-se mais blindado
em 6y 6,43 (H-5) e outro menos em &y 8,11 (H-6) com constante de
acoplamento J = 7,70 Hz. Estes sinais sdo caracteristicos da regido de
hidrogénios ligados a uma unidade aromatica e a constante de acoplamento alta
que se encontram adjacentes; como nenhum outro sinal de hidrogénio foi
observado é forte a evidéncia de que o sistema aromatico apresenta assimetria
nos outros quatro substituintes ou trata-se de anel contendo heteroatomos. A
diferenca entre os sinais € maior que a esperada para dois hidrogénios em
orientagdo orto em um anel aromético clssico, o que refor¢a a hipotese de

assimetria no composto.
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Os outros dois sinais presentes no espectro de *H sdo caracteristicos de
grupos metila ligados a grupos eletronegativos, mas assim como H-5 e H-6, seus
sinais apresentam diferenca quanto aos deslocamentos quimicos. Os dois sinais
integram trés hidrogénios cada, porém, o sinal em &y 3,43 (H-1°) é menos
blindado que o sinal em &y 3,98 (H-5"). Como ambos sinais ndo apresentam
constante de acoplamento entre si ou com os demais hidrogénios presentes no
composto, infere-se que cada um deles encontra-se ligado a heterodtomos
diferentes, H-5" ao mais eletronegativo.

Foram observados oito sinais no espectro de 3C, sendo que dois sinais
sdo caracteristicos de grupos metila, correlacionando os sinais 36,66 (C-1) e ¢
57,58 (C-5") com H-1" e H-5" respectivamente. O sinal de C-5" ¢ caracteristico
de grupo metoxila ligado a unidade aromatica, o sinal em &c 172,60 (C-4)
também ¢é caracteristico de carbono de sistema aromatico ligado ao oxigénio de
grupo metoxila. O sinal de C-4 também se encontra na regido de carbono de
acido carboxilico, como observado para o composto adenosina, que sofreu
contaminacdo com &cido acetico. Este sinal poderia ser devido ao mesmo
motivo, contudo, ndo ha o sinal de metila do acido acético nos espectros de tH e
13C do composto majoritario coletado apé6s separacdo cromatografica com
t. = 19,16 min, portanto C-4 encontra-se ligado ao oxigénio do grupo metoxila
C-5.

Outro sinal interessante apresenta deslocamento 8¢ 114,62 (C-2), este
sinal correlaciona-se com carbono de nitrila ligado a anel aromatico. Seu efeito
em aumentar a blindagem é observado em C-3 (8¢ 85,71), carbono ao qual se
encontra ligado.

O espectro de massas em modo de ionizagdo ESI apresentou o pico do
fon precursor formado (M + H)* com 165,0664 m/z. O conjunto de informacdes
obtido com os deslocamentos nas analises de RMN e a massa de alta resolucéo

em espectrometria de massas comparadas com a literatura sugerem que o
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composto majoritario coletado em t, = 19,16 min. é um dos principais alcaloides
presentes em mamona, a ricinina, cuja férmula molecular ¢ CgHgN,O,. Os
deslocamentos de *H e 3C RMN podem ser observados na Figura 12 e na Tabela
13, a estrutura da molécula na Figura 13 e os dados detalhados no material
suplementar do anexo C (GUO et al., 2015; PENG et al., 2014).

Tabela 13 - Dados espectroscopicos para 0 composto majoritario coletado apds
separacdo cromatogréfica com t, = min. (*C 150 MHz; *H 600
MHz; dimetilsulféxido ds).

N° dc (ppm) dy (ppm) —J em Hz
6 146,62 8,11;d (7,7)

5 93,67 6,43;d (7,7)

4 172,6

3 85,71

2 160,83

5 57,58 3,98; s

2 114,62

r 36,66 3,43;s

Fonte: Do Autor (2016).

Figura 13- Formula estrutural do composto purificado e identificado como
ricinina.

Fonte: Do Autor (2016).

A ricinina é um alcaloide neutro toxico encontrado tanto em folhas

guanto em sementes de mamona, 0s sintomas da ingestdo incluem danos ao
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figado e rins, vomitos e convulsGes, podendo levar a morte, por isso varios
estudos sdo dedicados a entender e avaliar como 0 composto atua no organismo
(GUO et al., 2015; PENG et al., 2014). Entretanto, é possivel citar estudos
utilizando ricinina como possivel fArmaco no tratamento de amnésias e atividade
antiacetilcolinesterase (FERRAZ et al., 1999; KHAN et al., 2016) e também no
controle de pragas como S. exigua e S. frugiperda (BULLANGPOTI et al.,
2011; FLORES-MACIAS et al., 2016; RAMOS-LOPEZ et al., 2010).

Ha a hipdtese que inibicdo da atividade da tripsina de S. frugiperda por
ricinina pode estar diretamente relacionada ao sitio catalitico desta enzima ou ao
bolsdo S1, responsavel pela especificidade de tripsina a substratos contendo
lisina ou arginina, estes aminoacidos caracterizam-se por serem carregados
positivamente.

O sitio catalitico de tripsina caracteriza-se pela triade formada pelos
residuos Aspartato 102, Histidina 57 e Serina 195. O mecanismo de catalise
observado na Figura 14 mostra que a etapa inicial da reacdo de quebra da ligacdo
peptidica envolve remoc¢do do préton da Ser 195 pela His 57 em conjunto com
Asp 102, deixando o oxigénio da Ser 195 com carga negativa livre para formar o

intermediario tetraédrico com o substrato (LIN et al., 2014).



Figura 14 - Mecanismo de catalise enzimatica de tripsina

Bolso do oxianion
Oy
| o}y . i -~
X y, Acil-enzima R, &
N 7~ R Rze_ R -
Hy P( ~p, |‘|\|J S\RI
A 4O o " 0 edd e
ANy TN — AP SH N /\cho Hey ‘:}N ~
i — @ ] )\=rj ® ) 2’
Substrato Intermediario tetraédrico
O] @ Ry—N

Acil-enzima %
T N/\N wH \/

(o]
/\Cfp””H‘N&N

= H Fpd
R N0 'ﬂ Bolso do oxianion
O

i Intermedidrio tetraédrico 2] . ) Oy
™ He, /Q‘R Acil-enzima H /%‘R.
6] 20
T oy Sy 4"0\/ 4@_ /A\c Aoy /\,J‘-r'/_ ,@ /\C,D----H\N/\p&“
57 zs-/ D \.—'._—j

¢ C

Fonte: Do Autor (2016)

L9



68

A Ser 195 em sua forma anidnica pode se ligar a ricinina por meio do
nitrogénio da nitrila e a ressonancia do anel aromatico estabilizar a carga
negativa adicional da Ser 195 (FIGURA 15).

Figura 15 - Ligacdo de ricinina ao sitio catalitico de tripsina.
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Fonte: Do autor

O bolsdo S1 (FIGURA 16) possui um aspartato no fundo carregado
negativamente, por isso a especificidade de tripsina por substratos contendo
grupos carregados positivamente. Além de lisina e arginina, o outro aminoacido
carregado positivamente é a histidina, porém é muito grande para caber no
bolséo S1 devido ao anel na cadeia lateral. A forma de ligagdo e estabilizacdo da
ricinina ao bolso S1 é a mesma proposta para o sitio catalitico (FENG; ZHANG,
2012).
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Figura 16 - Ricinina ligada ao bols&o S1 de tripsina.
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Fonte: Do Autor (2016).

As duas hipoteses da forma como o inibidor ricinina pode se ligar a
tripsina sdo plausiveis, e da forma apresentada, a inibicdo da tripsina de S.
frugiperda por ricinina seria competitiva em vista da ligacdo formada estar em

equilibrio e, portanto, reversivel.
5.4 Atividade inibitdria de tripsina por ricinina e adenosina

Na analise das fracdes agrupadas (Fr 4-5), apenas o0s picos 1
(t=14,09 min) e 2 (t=18,13 min) puderam ser utilizados nos procedimentos de
identificagdo visto que ambos apresentaram atividade inibitoria da tripsina de S.
frugiperda. Picos esses que de acordo com as analises de RMN e espectrometria
de massas foram identificados respectivamente como adenosina e ricinina. A
atividade antitriptica foi observada apenas em ricinina, com 103,21 mUTI mg™
de ricinina ap6s purificacdo. O rendimento da purificacdo deste composto foi da
ordem de 0,71% em relacdo ao extrato de FFM e 0,277% em relacdo a FFM,

logo essa atividade inibitéria foi obtida de apenas 361 mg de FFM.
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5.5 Efeito do Extrato de Folhas de Mamona no Desenvolvimento de S.
frugiperda

O bioensaio durou 57 dias, tempo extremamente longo de avaliacdo para
S. frugiperda. Nesse periodo, a sobrevivéncia das lagartas de S. frugiperda foi
reduzida apenas pelo tratamento com maior concentragdo do extrato de FFM. O
valor do tempo letal para 50% da populagdo (TL50) do controle e tratamentos
com concentracdes 113,6; 227,3; 454,5 e 909,0 ug mL™ foi calculado em 63,75
dias, observado no Grupo 1 da Figura 17, isso indica que nas concentracdes
menores o inibidor ndo causa a mortalidade significativa dos insetos no periodo

larval.

Figura 17 - Sobrevivéncia de lagartas da espécie Spodoptera frugiperda ao
longo do tempo, alimentadas com dieta artificial contendo
diferentes concentragdes do extrato de farinha de folhas de mamona.
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Legenda: Grupo 1: Lagartas alimentadas com dieta contendo o tratamento controle e
tratamentos nas concentracdes de 113,6; 227,3; 454,5 e 909,0 ug mL™ de extrato (T1, T2
T3, T4 e T5 respectivamente), TL50 = 63,75 dias. Grupo 2: Lagartas alimentadas com
dieta contendo o tratamento na concentracéo de 1.818,2 ug mL™ de extrato (T6) TL50 =
15,97 dias.

Fonte: Do Autor (2016).
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Nos tratamentos com concentracdo de extrato 0; 113,6; 227,3 e 454,5;
909,0 pg mL™ poucos insetos morreram (6,66; 8,33; 10,00; 8,33 e
respectivamente) durante todo o bioensaio, o que justifica o agrupamento destes
tratamentos na Figura 14. No tratamento com concentracdo de extrato de
1818,2 ng mL™, 79,17% dos insetos morreram, valor significativamente acima
dos demais tratamentos. Neste tratamento ainda foi observado que o periodo
larval, cuja média foi de 26,21 dias (TABELA 14), apresentou grande dispersao
em torno da média com insetos morrendo nos primeiros instares larvais até
larvas ainda vivas com 56 dias.

Como poucos insetos chegaram a fase adulta no tratamento contendo
1.818,2 pug mL™ ndo foi possivel avaliar as caracteristicas referentes a
reproducgdo neste tratamento (TABELA 14).

O aumento na concentracdo de proteinas nas fezes foi significativo e
diretamente proporcional ao aumento na concentracdo de extrato de FFM na
dieta mesmo na menor concentracdo de extrato utilizada. Este resultado valida
todos os demais, pois a baixa absor¢cdo de proteinas causa prejuizo ao
crescimento e desenvolvimento do inseto. As concentracfes de extrato de FFM
de 113,6; 227,3 e 454,5 ug mL™ aparentam ser toleradas pelos insetos e por isso
qguase ndo ha alteracdo nos pardmetros avaliados. A concentracdo de
909,0 pg mL™' de extrato causou maiores alteracbes em relacio as trés
concentragBes mais baixas, contudo, a concentracdo de 1.818,2 ug mL™* foi a
gue mais afetou negativamente os insetos, causando inclusive maior
mortalidade, o que impediu a avaliagdo dos pardmetros de adultos, maior
redugdo no peso das pupas e aumento do periodo pré-pupal, indicando maior
dificuldade em construir o casulo que é feito principalmente de seda, um
polimero proteico (TABELA 14).

A duracdo do periodo larval foi aumentada significativamente de 14,57

dias no controle para 26,21 dias na maior concentracdo (TABELA 14). Este
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aumento pode estar intimamente relacionado com a reducdo da capacidade das
lagartas em absorver proteinas; a concentragdo de proteinas nas fezes aumentou
em relagdo ao controle em todas as concentrages de extrato utilizadas. Isso
condiz com o efeito inibitério da atividade da tripsina de S. frugiperda

observado in vitro tanto no extrato de FFM quanto em ricinina.



Tabela 14 - Parametros bioldgicos do desenvolvimento de Spodoptera frugiperda alimentada com dietas contendo extrato
de farinha de folhas de mamona.

[ ]extrato (ug mL™) 0 113,6 227,3 454,5 909,0 1818,2 F p< (((:,/OV)
Parametros avaliados

Duracdo periodo larval (dias) 1457a  15,03a 1550a  16,07a  19,85b 26,21c 51,81 2,2x10"® 38.28
Hgi;‘;ge;)”as fezes (ugproteina/ 4560 347p 1450  155c  167d  1,60d 17791 7,33x10%2 9.08
Duracéo periodo pré-pupal (dias) 1,90a 1,95a 1,93a 1,97a 2,11b 2,17h 2,74 0,02 25.70
Duracéo periodo pupal (dias) 9,00a 9,13a 9,24a 8,97a 9,38a 9,00a 1,1 0,36 15.62
Massa pupal (mg) 211,50a 213,00a 217,30a 218,00a 202,70b 164,40c 13,47 2,19x10%? 13.47
Periodo de pré-oviposicéo (dias) 2,43a 2,24a 2,26a 2,32a 2,86a -* 1,63 0,17 35.57
Longevidade fémea (dias) 12,90a 13,19 12,52a 14,16a 14,63a -* 0,58 0,67 37.48
Longevidade macho (dias) 14,95a 14,00a 14,83a 14,00a 14,50a -* 0,2 0,94 31.23
Periodo de oviposicéo (dias) 8,81a 8,38a 8,83a 8,95a 9,5a -* 0,36 0,84 32.23

Quantidade de ovos (média/casal) 2384,24a 2605,05a 2517,00a 2437,58a 1638,94b -* 3,58 0,0092  36.00

* Ndo foi possivel avaliar estes parametros

Médias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica a 5% de significancia segundo o teste de
Scott-Knott. Fonte: Do Autor (2016)

€L
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O aumento da duracdo do periodo larval pode reduzir os danos ao milho
em longo prazo em campo, pois, mesmo que as lagartas se tornem mariposas
saudaveis, havera um atraso de aproximadamente 11 dias em cada geragdo
devido ao aumento da duragdo do periodo larval. Além disso, um maior periodo
larval aumenta a probabilidade de que as lagartas sejam predadas ou adoecam.

Né&o houve efeito significativo na duragdo do periodo pupal, mas houve
aumento significativo do periodo pré-pupal das lagartas alimentadas com dieta
contendo as concentracdes maiores de extrato de FFM.

A massa das pupas apresentou reducdo significativa nos insetos tratados
com as duas maiores concentracfes de extrato de FFM; o tratamento com maior
concentracdo reduziu a massa das pupas em 22,3% em comparacdo aos insetos
tratados com dieta controle. A assimilacdo de proteinas através da alimentacéo é
0 método mais simples de aquisicdo de aminoacidos que sdo essenciais ao
desenvolvimento normal de grande parte dos seres vivos, sendo que alguns
aminoacidos essenciais so sdo produzidos pelas plantas. A inibicdo da atividade
da tripsina de S. frugiperda reduziu a massa das pupas pois a limitacdo na
obtencdo de aminoacidos foi critica no desenvolvimento normal dos insetos.

Os adultos ndo apresentaram diferencas significativas na maioria dos
parametros avaliados, apenas o tratamento com concentracdo de 909,0 ug mL™
de extrato causou reducdo no nimero de ovos por casal (TABELA 14).

Ao longo da evolugdo, os insetos tém desenvolvido diferentes estratégias
de adaptagdo para contornar o efeito negativo dos inibidores de proteinases de
plantas (HIVRALE et al., 2013; MELLO; SILVA-FILHO, 2002; MOON et al.,
2004).

As menores concentracdes de extrato de FFM podem ter ativado a
defesa nos insetos e por isso ndo afetaram negativamente seu desenvolvimento,
contudo, o custo metabolico dos insetos tratados com as maiores concentragdes

foi evidente devido a reducdo da sobrevivéncia, aumento do periodo pré-pupal e
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reducdo na quantidade de ovos por casal. Isso condiz com uma estratégia
adaptativa que consiste do aumento da atividade das enzimas digestivas apds a
ingestdo do inibidor. Broadway et al. (1986) foram os primeiros pesquisadores a
examinar os efeitos fisiologicos dos inibidores sobre as proteinases digestivas
dos insetos. Estudaram lagartas de H. zea e Spodoptera. exigua (Hibner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas em dieta artificial contendo inibidor de
tripsina de soja e inibidor de proteinase de batata Il e verificaram que, apds
ingestdo cronica destes inibidores, os insetos aumentaram o nivel de atividade de
tripsina, uma das proteinases intestinais primarias do processo digestivo.
Também, Brito et al. (2001) estudando H. virescens observaram que a
resisténcia a inibidores de folhas de tabaco era fruto da expressdo de novas
tripsinas.

O fato da massa das pupas nos tratamentos com menores concentracoes
serem estatisticamente iguais ao controle, provavelmente deve-se a maior
absorcdo de aminoacidos devido a presenca de isoenzimas que ndo geraram
custo metabolico e melhoraram o processo digestivo dos insetos, pois estes
podem ainda sintetizar enzimas insensiveis ou menos sensiveis aos inibidores.
Jongsma et al. (1995), estudando larvas de S.exigua cronicamente expostas a
folhas de tabaco transgénicas expressando o inibidor de tripsina da batata II,
demonstraram que 0s insetos se adaptaram a ingestdo dos inibidores pela
mudanga na sintese das proteinases insensiveis, induzindo o aumento de 2,5 a 3
vezes a atividade proteolitica. De forma semelhante, Jongsma e Bolter (1997)
estudaram os efeitos da ingestdo cronica de folhas de batata contendo altos
niveis de inibidores de proteinases intestinais nas larvas do coledptero
Leptinotarsa decemlineata (Say, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) e
mostraram que a atividade geral das proteinases caiu 42% nas larvas alimentadas
em plantas nas quais os inibidores foram induzidos. Em contrapartida, houve um

aumento de 2,5 vezes na atividade das enzimas insensiveis ao inibidor.
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Apos a ingestdo cronica dos inibidores de proteinase de soja, as lagartas
de S. frugiperda foram capazes de se adaptar por meio da alteragdo na expressdo
das enzimas proteoliticas presentes em seus intestinos. Os resultados
evidenciaram a presenca de nova atividade tripsinolitica e um consideravel
aumento da atividade proteolitica de quimotrisina, a qual provavelmente é
menos sensivel ao inibidor (PAULILLO et al., 2000). Também Lara et al. (2000)
avaliaram a adaptacdo das lagartas de S. exigua, ap6s serem alimentadas em
plantas transgénicas de tabaco expressando altos niveis de inibidores de tripsina
de cevada. Verificaram que os insetos se adaptaram compensando a reducdo de
25% na atividade das tripsinas pelo aumento da atividade de exopeptidases
insensiveis ao inibidor testado.

Tripsinas presentes nos intestinos de lagartas de H. zea alimentadas com
0,5% de inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz foram caracterizadas,
verificando a presenga de uma nova tripsina (Hzl5) a qual, nos ensaios
enzimaticos, se mostrou insensivel aos inibidores testados (Kunitz, Bowman
Birk, inibidor de batata tipo Il e inibidor de mostarda). Além disso, foi
determinada a sequéncia de aminoacidos das enzimas sensiveis e insensiveis aos
inibidores, através da massa dos peptideos das diferentes isoformas de tripsina e
verificaram a presenca de cinco regiGes que diferiam entre as isoformas e que
sobrepunham com os residuos de aminoacidos de contato entre enzima e
inibidor (VOLPICELLA et al., 2003).

As estratégias adaptativas estdo diretamente relacionadas a expressao
dos genes que codificam as enzimas susceptiveis e ndo susceptiveis aos
inibidores. Um estudo detectou a expressdo diferencial nos genes de tripsina
presentes nos intestinos de lagartas de H. armigera alimentadas com inibidores
tipo Kunitz e Bowman-Birk. Através de analises semiquantitativas com
Northern blotting, os pesquisadores observaram que, durante as oito primeiras

horas de exposicdo, houve um aumento no nivel das espécies de RNA
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mensageiro estudadas. Este padrdo se mantém depois de 72h de exposicdo e o
nivel dos RNAs correspondentes a tripsina sensivel retorna ao mesmo nivel que
o controle. Paralelamente a isso, 0s ensaios enzimaticos de atividade da tripsina
mostraram alteracdo na quantidade e caracteristica desta proteinase no decorrer
do tempo. A mudanca nas proteinases condiz com as mudancas nas espécies de
RNAmM (BOWN; WILKINSON; GATEHOUSE, 2004).

A expressdo génica diferencial de lagartas de S. frugiperda, submetidas
a dieta suplementada com inibidor de proteinase de soja, apresentou 38% dos
genes expressos diferencialmente relacionados ao processo digestivo. Nesse
estudo foram identificados dois grupos de proteinases diretamente envolvidos no
processo de adaptagdo: um grupo preexistente e um grupo induzido. Ambos os
grupos eram formados por tripsinas e quimotripsinas. Foi observado também
que as lagartas de S. frugiperda adotam uma estratégia de aumento geral das
proteinases intestinais, tanto as ja presentes no intestino quanto as induzidas a
partir do contato com o inibidor. Essa estratégia opGe-se a estratégia chamada de
seletiva, em que somente as proteinases intestinais insensiveis aos inibidores
seriam induzidas e mantidas em alto nivel de expressdo (BRIOSCHI, 2006).

Os mecanismos de defesa que 0s insetos possuem contra os metabolitos
secundarios produzidos pelas plantas sdo principalmente dois: o primeiro
envolve a superexpressao da proteinase inibida, 0 que aumenta sua atividade
frente ao inibidor; ja no segundo, sdo sintetizadas varias isoenzimas e algumas
ndo serdo inibidas. Ambos os mecanismos de defesa causam prejuizo ao inseto
pois retiram aminoAcidos essenciais ao desenvolvimento para a sintese das
enzimas digestivas, causando assim um défice no crescimento. O ensaio in vivo
é tdo necessario quanto a deteccdo de inibicdo de tripsina in vitro, pois a
interacdo planta-inseto é de natureza muito mais complexa, ndo podendo ser
avaliada somente em condi¢Ges de laboratério (BRIOSCHI et al., 2007;
PAULILLO et al., 2000).
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Os resultados obtidos por Ramos-Lopez et al. (2010) apresentaram
efeitos negativos na duracdo larval, sobrevivéncia larval e pupal e peso pupal
dos insetos tratados com o extrato metandlico de sementes de mamona. Houve
aumento na duracdo larval assim como reducdo do peso de pupas e da
sobrevivéncia larval e pupal na concentracdo de 1.600 ppm, e na concentracdo
de 9.600 ppm nenhum inseto sobreviveu, resultados semelhantes aos obtidos
neste trabalho

Ramos-Lopez et al. (2010) compararam as CL50 dos extratos hexanico,
metanolico, acetato de etila de folhas e sementes, além de ricinina e 6leo de
ricino purificados. Os extratos mais polares causaram maiores efeitos no
desenvolvimento da lagarta-do-cartucho. Os autores concluiram que a reducdo
no desenvolvimento desse inseto foi provocada pela ricinina (alcaloide) e o 6leo
de ricino. O efeito toxico foi atribuido principalmente a ricinina, composto
encontrado em maior quantidade nas sementes com caracteristicas polares e com
CL50 de 380 ppm (FERRAZ et al., 1999).

Em trabalhos estudando o efeito de extratos de folhas e sementes de
mamona, o efeito prejudicial ao crescimento de S. frugiperda também foi
observado, havendo diminuicdo principalmente no ganho de peso, aumento na
concentracdo de proteina ndo digerida nas fezes, além de maior mortalidade nos
tratamentos que nos controles (CARVALHO, 2009; RAMOS et al., 2013;
ROSSI et al., 2012).

O efeito subletal do extrato de FFM somado ao aumento da
concentragdo de proteinas solUveis nas fezes observados no presente trabalho
sdo suportados pela literatura recente, por isso sao fortes indicios que o inibidor

de tripsina presente em folhas de mamona seja a ricinina.
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6 CONCLUSOES

Os parametros de extracdo otimizados por métodos quimiométricos
aumentaram significativamente a atividade inibitéria do extrato. Os compostos
adenosina e ricinina foram purificados e identificados a partir do extrato de
farinha de folhas de mamona. Apos purificacdo, o pico contendo adenosina ndo
apresentou atividade antitriptica, no entanto, ricinina inibiu a atividade de
tripsina de S. frugiperda. O extrato de FFM afetou negativamente o

desenvolvimento de S. frugiperda a partir de 900 ug mL™.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho inicia uma linha de pesquisa promissora no controle de S.
frugiperda. Novos estudos de toxicidade a outros organismos benéficos e ou
pragas, aplicagdo em campo, estudos tedricos com anélogos de ricinina, sintese
de novos inibidores de tripsina baseados na estrutura da ricinina, avaliagdo
econdmica do uso de ricinina pura ou extrato de folhas de mamona, entre tantas
outras possibilidades sdo algumas das questdes a serem respondidas sobre esta

area de estudo.
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ANEXO A - CROMATOGRAMAS DAS FRACOES OBTIDAS POR
MEIO DE CROMATOGRAFIA FLASH
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ANEXO B — SUPERFICIES DE RESPOSTA DA EXTRAGCAO
UTILIZANDO FAT 2*

Inibigdo

e-extragio

R
>

0018 002 0022 0024 0026 0028 003 0032
Proporgio

Inibigao

22147
20999
19851
18703
17554
16406
15258
14110

0018 002 0022 0024 0026 0028 003 0032
Proporgéo

Solvente

60
55
50
45
40
E3

30

Inibigéo

Proporgao Solvente

Figura 1 — Gréficos de superficie de contorno (2D) e superficie de resposta (3D) do

planejamento fatorial 2* da extracdo dos inibidores de tripsina de mamona. A —

Proporgdo x Re-extragdo; B — Propor¢do x Solvente; C — Propor¢do x Tempo; D —
Solvente x Re-extracéo; E — Solvente x Tempo; F — Re-extra¢do x Tempo
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ANEXO C - ESPECTROS DE RMN DE HIDROGENIO, COSY, HMBC E HSQC E ESPECTRO DE MASSAS
DO COMPOSTO ADENOSINA

Hidrogénio
Acquisition Time (sec)  4.9982 Comment Vinicius P1 1H 04/10/2013 Date 04 Oct 2013 08:24:48
Date Stamp 04 Oct 2013 08:24:48
File Name C:\Users\Vinicius\Documents\Doutorado\Dados e estatistica\RMN\P1\Vinicius Frequency (MHz) 600.13
P1\Vinicius P1\1 1H conc\fid
Nucleus 1H Number of Transients 16 Origin sp¢ Original Points Count 32768
Owner nmrsu__ Points Count 32768 Pulse Sequence zg{ Receiver Gain 90.50
SW(cyclical) (Hz) 6555.94 Solvent DMSO-d6  Spectrum Offset (Hz) 26 Spectrum Type STANDARD
Sweep Width (Hz) 6555.74 Temperature (degree C) 26.152

IH NMR (600 MHz, DMSO-D6 ) & ppm 1.90 (s, 3 H) 3.56 (dd, J=12.10, 3.50 Hz, 1 H) 3.68 (dd, J=12.10, 3.50 Hz, 1 H) 3.97 (q,
J=3.47 Hz, 1 H) 4.15 (dd, J=5.00, 3.20 Hz, 1 H) 4.61 (dd, J=6.20, 5.00 Hz, 1 H) 5.88 (d, J=6.20 Hz, 1 H) 7.33 (s largo) 8.14 (s, 1 H)

8.35 (s, 1 H)
1 1H conc.esp VerticalScaleFactor = 1 Mol
MO9(s) =3
Z T
¥
0.30
s |
b |
= 025 | |
z I
s
E 0.20 ”
B
3 MO7(d) Mo,
= 015 o D moz(aa |
5 B o MOS5(dd) |
= Mo8(s) w1 MOB(dd) MO3(dd) I
0.10— - | i 5o ‘
& FEEBL O TGO 0 558,
0.05 T ‘*"""'V‘f**fgﬁ?éiﬁ, ‘2
I
o i | I J | i -
1.00 0.95 1.41 1.03 1.06 1.01 1.05 1.010.90 2.84
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

Chemical Shift (ppm)
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Cosy

No.

~No ok WwN -

F2

(ppm) (ppm)

3.96
3.96
4.14
4.60
5.41
5.41
5.87

F1

3.66
3.55
3.95
4.14
3.55
3.67
4.59

F2 Range F1 Range

(ppm)
3.961
3.961
4.140
4.604
5.409
5.409
5.873

(ppm)
3.664
3.548
3.955
4.137
3.548
3.672
4.594

Vinicius1 cosy processado.esp

WIS L

3.96,3.55,0
4143950 | =
R |
[
5.87, 4.59, 0 5 1 396,366,0
e 46,4140
T T T [
7 6 5 4 3 2 1 o

F2 Chemical Shift (ppm)

F1 Chemical Shift (ppm)

€01



2 HMBC processado esp

HMBC
No. F2 F1 F2 Range F1 Range
(ppm)  (ppm)  (ppm) (ppm)
1 1.90 172.62 1.903 172.608
2 367 70.44 3.674 70.443
3 461 88.22 4.609 88.227
4 5.88 140.19 5.879 140.189
5 588 73.97 5.879 73.961
6 5.88 149.43 5.879 149.417
7 6.82 140.19 6.819 140.189
8 733 119.52 7.333 119.517
9 797 152.67 7.968 152.675
10 8.14 149.21 8.142 149.200
11 8.14 156.63 8.143 156.627
12 8.17 140.19 8.168 140.189
13 8.30 152.67 8.299 152.675
14 8.34 119.53 8.344 119.517
15 8.34 149.20 8.344 149.200
16 8.52 140.19 8.521 140.189

S S
12 11 10 9 8 7 6 5 4

5.88, 73.97, 0.09
.‘:I
4.61,88.22,0.05

]

7.33, 118.52, 0.06
8.34, 119.53, 0.31

[ ] b
8.17,140.19, 0.22

8.52, 140.19, 0.26 | 5.88, 140.19, 0.11

LI .

L ]
8.3.152.67,0.03 5.88, 149.43, 0.1
[ 4

834,1492,031 p
7.97, 152.67,0.03
8.14, 156.63, 0.15

F2 Chemical Shift (ppm)

3.67,70.44,0.03

1.9,172.62, 0.96

£ 100

=120

=140

150

= 180

= 180
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£ 200

F1 Chemical Shift (ppm)
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HSQC

Vinicius1 hsqc processado.esp

No.

O© 0O ~NO Ol WwWwN -

[N
o

F2
(ppm)
1.85
3.38
3.54
3.66
3.95
3.95
4.13
4.59
5.86
6.82

F1
(ppm)
22.24
63.18
62.03
62.04
86.26
77.77
70.92
73.69
88.26

112.44

F2 Range F1 Range

(ppm)
1.849
3.378
3.542
3.663
3.950
3.950
4.132
4,592
5.862
6.818

(ppm)

22.238
63.183
62.034
62.034
86.252
77.759 —
70.916
73.698
88.258
112.443 —

1.85,22.24, 0.03

3.54, 62.03, -0.06

4.13,70.92, 0.06

w

3.95, 86.26, 0.06
5.86, 88.26, 0.08

]

6.82, 112.44, -0.01

n

7 6 5
F2 Chemical Shift (ppm)

3.38,63.18, -0.01

"m 3.95, 77.77, 0.01

B
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= 56
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£ 96
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Espectro de massas

Analysis Info Acquisition Dat 4/17/2015 3:3 1:31 PM
Analysis Name D:\Data\Analises\2015\Analises Abril\P1000001.d Operator BDAL@DE 282001.00121
Method Tune_pos_Standard.m Instrument maXis impact

Sample Name P1

Comment Amostra Vinicius-UFLA

Acquisition Parameter lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Source Type ESI Set Capillary 2900 V Set Dry Heater 180°C
Focus Active Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan Begin 50 m/z Set Charging Voltage 2000 V Set Divert Valve Source

Scan End 1500 m/z Set Corona 0nA Set APCI Heater 0°C
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Intens. |

P1000001.d: +MS, 0.2-0.4min #13-25|
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ANEXO D - ESPECTROS DE RMN DE HIDROGENIO, CARBONO E ESPECTRO DE MASSAS DO
COMPOSTO RICININA

Hidrogénio
Acquisition Time (sec)  2.7263 Comment Vinicius 2 30/09/2013 - manual Date 30 Sep 2013 14:08:16
Date Stamp 30 Sep 2013 14:08:16
File Name C:\Usgrs\V_ln|CIus\Documents\Doutorado\Dados e estatistica\RMN\Vinicius 2a\l 1H Frequency (MHz)  600.13
com agua\fid
Nucleus 1H Number of Transients 16 Origin spect 8;51;?;3' Points 32768
Owner nmrsu Points Count 3276Pulse Sequence 2930 Receiver Gain 80.60
SW(cyclical) (Hz) 12019.23  Solvent DMESpectrum Offset (Hz) 3706.0515  Spectrum Type STANDARD
Sweep Width (Hz) 12018.86  Temperature (degree C) 26.1:

IH NMR (600 MHz, DMSO-d ) & ppm 3.43 (s, 3 H) 3.98 (s, 3 H) 6.43 (d, J=7.70 Hz, 1 H) 8.11 (d, J=7.70 Hz, 1 H)

80T



. 6
1 1H com agua.esp VerticalScaleFactor = 1 MO2(s) MO1(s)

1.0 i
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“E 0.7
o
£ ose
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0.2 ﬂ|‘) w © o :

0.1 I A

o a1 M I I ] ] S M & e 1 )

1.02 1.00 3.05 3.06
B T O T T R 1 1 R S
Chemical Shift (ppm)
Carbono
Acquisition Time (sec) 0.9088 Comment Vinicius 2 13C 02/10/2013 Date 02 Oct ¢
0. . C:\Users\Vinicius\Documents\Doutorado\Dados e

Date Stamp 02 Oct 2013 08:29:04 File Name estatistica RMN\Vinicius 2a\4 13C\fid
Frequency (MHz) 150.90 Nucleus 13C Number of Transients 154 Origin spect
Original Points Count 32768 Owner nmrsu Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Receiver Gain 71.80 SW (cyclical) (Hz) 36057.69  Solvent DMSO-d6 Spectrum Offset (Hz) ~ 15015.2930
Spectrum Type STANDARD Sweep Width (Hz) 36056.59  Temperature (°C) 26.402

3C NMR (150 MHz DMSO-dg) 36,66; 57,58; 93,67; 114,62; 146,08; 160,83; 172,60
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Normalized Intensity
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%Vi"idus 2a004esp  VerticalScaleFactor = 1

3 No.  (ppm) (Hz) Height

,i 1 36.66 5532.7 0.0605

E 2 57.58 8689.7 0.0687

3 3 93.67 14134 .4 0.0731

3 4 11462 172959  0.0256

] 5 146.08 220441  0.0686

3 6 160.83 24270.2 0.0219

E 7 172.60 26046.2 0.0307
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Espectro de massas

Analysis Info Acquisition C 4/17/2015 2:45:21 PM
Analysis Name  D:\Data\Analises\2015\Analises Abril\P2000001.d
Method Tune_pos_Standard.m Operator BDAL@DE
Sample Name p2 Instrument maXis impact 282001.00121
Comment Amostra Vinicius-UFLA
Acquisition Parameter lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.3 Bar
Source Type ESI Set Capillary 2900 V Set Dry Heater 180°C
Focus Active Set End Plate Offset -500 V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan Begin 50 m/z Set Charging Voltage 2000 V Set Divert Valve Source
Scan End 1500 m/z Set Corona 0nA Set APCI Heater 0°C
Intens. P2000001.d: +MS, 0.3-0.4min #15-25
x105
165.0664

-

6

44
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2
° n . \ 1639262) ] N i 5 i 1829924 1 193.10436 % & 205_‘()943
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