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RESUMO

Foram estudados os fatores que influenciam a extragdo e isolamento do
inibidor da tripsina de Spodopterafrugiperda (Smith 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) encontrado em sementes de mamona, além de avaliar o efeito do
extrato aquoso de torta no desenvolvimento de S. frugiperda. Para isso os
parametros: solvente, proporcao (p/v), periodo de extracdo e teor de 6leo foram
avaliados, sendo que a agua demonstrou maior capacidade na extracdo na
propor¢ao 1:40 durante 30 minutos utilizando torta de mamona com teor de 6leo
de 20%. No isolamento por cromatografia flash foi possivel detectar picos com
até 8906,12 mUTI/gfacs0, assim como inferir que o melhor eluente ¢ uma mistura
de acetato de etila com pequena porcentagem de etanol (<30%), porém estes
picos apresentaram baixa resolu¢do devido a formacdo de cauda. O extrato
aquoso de torta de mamona com teor de 6leo de 20% foi incorporado a dieta das
larvas de S. frugiperdana concentragdo de 4000 ppme os pardmetros bioldgicos
duracdo do periodo larval, peso da pupa, duracdo do periodo pupal, longevidade
dos adultos, periodo de pré-oviposicao, periodo de oviposi¢do, quantidade de
ovos produzidos por casal e concentracdo de proteinas nas fezes foram avaliados,
sendo que houve reducdo no periodo de oviposicdo ¢ aumento da concentragdao
de proteinas nas fezes, com 20,55+3,73 dias e 177,70+16,90umol de proteinas
por grama de fezes para os insetos tratados com dieta testemunha e 15,67+4,82
dias e 215,61+£24,82umol de proteinas por grama de fezes para os insetos
tratados com a dieta contendo o extrato aquoso de torta de mamona. O aumento
na excre¢do de proteinas € um indicativo que o inibidor foi capaz de reduzir a
absor¢ao de residuos de aminoacidos essenciais pelo inseto, porém nao alterou
significativamente o desenvolvimento de S. frugiperda.

Palavras-chave: Ricinuscommunis. Spodopterafrugiperda. Inibidor de tripsina.
Controle bioldgico.



ABSTRACT

The factors that influence the extraction and isolation of the trypsin inhibitor
from Spodopterafrugiperda (Smith 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), found in
castor beans, were studied, as well as the effect of the aqueous extract of the
castor meal on the development of S. frugiperda. The following parameters were
evaluated: solvent, proportion (w/v), extraction period and oil content, and the
water showed a greater ability to extract in the proportion of 1:40 during 30
minutes, utilizing castor meal with an oil content of 20%. In the flash
chromatographyisolation, it was possible to detect peaks up to 8906,12
mUT1/ggacion0f inhibition, as well as inferring that the best eluent is a mixture of
ethyl acetate with a small percentage of ethanol (<30%). However these peaks
had low resolution due to the formation of the tail. The aqueous extract of the
castor meal with a 20% oil content was incorporated to the diet S. frugiperda
larvae in a concentration of 4000 ppm and the biological parameters duration
oflarval period, larval mortality, weight of pupae, duration of pupal period, adult
longevity, pre-oviposition period, oviposition period, number of eggs produced
per couple, protein concentration in the feces were evaluated. There was a
reduction in the oviposition period and an increase in the protein concentration
in the feces, with 20,55+3,73 days and 177,70£16,90 pmol of protein per gram
of feces for the insects fed control diet and 15,67+4,82 days and 215,61+24,82
umol of protein per gram of feces for the insects fed the diet containing the
aqueous extract of the castor meal. The increase in the excretion of proteins is an
indicative that the inhibitor was able to reduce the absorption of essential amino
acid residues by the insect. However, it did not significantly alter the
development of S. frugiperda.

Keywords Ricinuscommunis.Spodopterafrugiperda. Trypsininhibitor.
Biologicalcontrol.
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1INTRODUCAO

Nos tltimos anos, os produtores de milho tém enfrentado dificuldades
em combater uma das pragas que mais causa prejuizos a esta cultura,
Spodopterafrugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como
lagarta-do-cartucho. Na Nicaragua, os danos causados pela lagarta de S.
frugiperda variaram entre 15-73%, dependendo da quantidade de plantas
infestadas e do estagio de desenvolvimento em que se encontravam (HRUSKAe
GOULD, 1997). No Brasil as perdas podem chegar a 47,27% da produgdo de
matéria seca e 54,49% no rendimento de graos. O manejo adequado da praga na
lavoura ¢é crucialpara redugdo desses danos (FIGUEIREDOet al., 2006;
MENDEZ et al., 2002).

O controle da S. frugiperda tem sido frequentemente realizado por meio
da aplicagdo de inseticidas, que geralmente causam desequilibrios biologicos,
intoxicagdo dos aplicadores e contaminag¢ao ambiental.

O uso de extratos vegetais visando o controle da lagarta-do-cartucho ¢
considerado promissor, visto que as plantas se defendem do ataque de insetos e
de outros organismos através de inumeros mecanismos, dentre os quais se
destacam a sintese e o acumulo de proteinas de defesa tais como os inibidores de
proteinases. Desde a descoberta dos inibidores de proteinases como agentes de
defesa vegetal, inumeras tentativas tém sido feitas para a sua utilizagdo no
melhoramento vegetal.(MOSOLOVe VALUEVA, 2008)

O efeito mais pronunciado destes inibidores ¢ a formagdo de um
complexo estdvel com as enzimas digestivas, limitando a hidrolise de
aminoacidos e tornando-a extremamente lenta (JONGSMAe BEEKWILDER,
2011). Esse mecanismo interfere no desenvolvimento em fungdoda deficiéncia

de residuos de aminoacidos essenciais disponiveis. O uso de inibidores de
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proteases como meio de controle de S. frugiperda tem sido foco de diversos
estudos, como os desenvolvidos por Brioschiet al(2007) e Paulillo et al (2000)

Os inibidores de tripsina descritos na literatura normalmente sio de
origem protéica, diferentemente do inibidor encontrado em folhas de mamona,
uma molécula organica de certa polaridade com estrutura molecular ainda
desconhecida. Os mecanismos de inibicdo para alguns inibidores protéicos ja
foram descritos, porém, ainda ndo se sabe ao certo como um inibidor ndo-
protéico influencia na hidrélise enzimdtica. Entender como este mecanismo
funciona pode ajudar no controle de diversas pragas de importancia
economica(BENCHABANEget al., 2010; ROSSIet al, 2010).

Os prejuizos causados pela praga chave da cultura do milho, S.
frugiperda, devido a sua adaptagdo aos inseticidas justifica a busca por novos
métodos de controle, ainda mais se estes causarem menor impacto ao meio
ambiente, por isso 0s objetivos neste trabalho foram isolar o inibidor de tripsina
encontrado em sementes de mamona, utilizando para isto técnicas de extracdo e
cromatografia flash e avaliar o efeito do extrato aquoso no desenvolvimento deS.

frugiperda.
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2REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos bioldgicos da lagarta-do-cartucho do milho, S.frugiperda

A lagarta-do-cartucho pode se alimentar de mais de 50 espécies vegetais
distribuidas em 20 familias. Mas possui preferéncia por certas plantas como
sorgo, trigo, arroz ¢ milho, sendo consideradapraga chaveda cultura do milho
(CRUZ, 2008)

Trés ou quatro dias apos a postura 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 odano tipico causado por esta praga. Além do cartucho,
as lagartas podem se alimentar do pedunculo impedindo a formagao dos graos,
ou até mesmo entrar na espiga ese alimentar diretamente dos graos(CRUZ,
2008)

As lagartas maiores, especialmente a partir do segundo instar, comegam
a migrar para outras plantas, por meio deum fio de teia que tecem e ou pela acao
do vento. Geralmente, ¢ encontrada apenas uma lagarta por cartucho, uma vez
que esta espécie possui habito canibal.Ao fim do periodo larval, com duragéo de
12 a 30 dias, as lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas de
colora¢do avermelhada, medindo cerca de 15 mm de comprimento. O periodo
pupalvaria de 8 dias no vero a 25 dias no inverno(GALLO et al., 2002).

Oadulto possui colorag@o geral acinzentada e aproximadamente 25 mm
de envergadura. Apés o acasalamento, a fémea pode colocar até dois mil ovos
agrupados em camadas com em média 100 ovos e a longevidade dos adultos ¢

de aproximadamente 12 dias (GALLO et al., 2002; CRUZ, 2008).
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2.2 Interacdo inseto x planta

Cerca de 70% das espécies animais pertencem a classe Insecta, sendo
grande parte constituida de herbivoros. Desta forma, a sobrevivéncia das plantas
frente a estes organismos depende diretamente da eficacia de seus mecanismos
de defesa. As defesas fisicas como espinhos e tricomas sdo evidentes, mas ¢ a
defesa quimica que representa o papel mais importante, através de um sistema
complexo de ativagdo e producdo de compostos toxicos e repelentes que
defendem a planta contra a herbivoria de insetos. Quando os insetos causam
injirias em uma parte especifica da planta isto pode induzir a produgdo de
inibidores de endopeptidases em varias partes do vegetal, os quais agem no
sistema digestivo do inseto. Esse mecanismo ¢ ativado pela sistemina, um
fitohormonio que age sobre os genes produtores de inibidores de proteinases
(LOPESet al., 2004).

Apesar das plantas apresentarem defesas quimicas, os insetos
conseguiram supera-las, devido a sua grande capacidade de adaptacdo. Por
exemplo, a linamarina produzida pela mandioca, um glicosideo cianogénico que
quando ¢ hidrolisado em meio acido produz uma molécula de acido cianidrico,
que ¢ letal mesmo em concentragdes muito baixas, mas a lagarta de Erinnysello
(praga da cultura da mandioca) ndo ¢é afetada, pois seu intestino possui pH
alcalino.Nestas condigdes ocorre a hidrdlise da linamarina, porém ha a formagao
do ion cianeto que ¢ excretado pela lagarta (PAULILLO et al., 2000; SANTOS,
FERREIRA e TERRA, 1983).

Um estudo abrangente avaliou a resisténcia de 12 gendtipos de café ao
bicho-mineiro-do-cafeeiro (LeucopteracoffeellaGuérin-Méneville&Perrottet
(Lepidoptera: Lyonetiidae),correlacionando-a com o conteido de alcaldides e
compostos fenolicos da folha do café que, provavelmente, desempenham algum

papel na interagdo entre o café e o bicho-mineiro. Alguns genotipos de café
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(Coffeacanephora L. e Coffea racemosalLour. e seus hibridos com
Coffeaarabica L.) causaram 100% de mortalidade ao bicho-mineiro, indicando a
resisténcia do tipo antibiose, que ¢é caracterizada pelo efeito antagonistico de
interacdo entre inseto-planta, como o ocorrido neste caso. A infestagdo por L.
coffeella leva a um declinio de quase quatro vezes nos niveis foliares de acido
clorogénico, que nao afeta esta espécie de praga, mas pode afetar outras espécies
generalistas, como é o caso da cochonilha verde Coccusviridis (Green)
(Hemiptera: Coccidae). O acido clorogénico pulverizado em folhas de café
estimulou sua atividade locomotora, minimizando assim a sua alimenta¢do, em
contraste com a auséncia deste polifenol. Portanto, a redug@o dos niveis de acido
clorogénico em folhas de café, devido a infestacdo de bicho-mineiro parece
também favorecer a infestagio por insetos generalistas (MAGALHAES et al.,
2010).

HARDKE et al. (2011) avaliaram a resisténcia de variedades de milho
hibrido Bt expressando as proteinas inseticidas CrylAb e CrylF. Para isso essas
duas variedades mais uma variedade de milho comercial convencional foram
infestadas com larvas de segundo instar de S. frugiperda e¢ 14 dias apos a
infestacdo os danos causados pelos insetos foram avaliados. O desenvolvimento
e sobrevivéncia de lagartas de terceiro instar foram comparados por ensaios de
laboratério sem chance de escolha. Os resultados permitiram concluir que as
variedades de milho Bt reduziram o crescimento, desenvolvimento e a
sobrevivéncia do inseto, sendo que a variedade expressando CrylF foi mais

eficaz no controle de S. frugiperda.

2.3 Produtos naturais no manejo de S. frugiperda

O aumento da resisténcia de populacdes de lagarta-do-cartucho do milho

aos inseticidas tem incentivado a procura por outros métodos de controle
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eficientes e que possam ser utilizados em programas de manejo de pragas. As
pesquisas a respeito do uso de produtos extraidos de plantas sdo promissoras,
pois muitas vezes as substincias tdxicas aos insetos alvos, podem se mostrar
seletivas a organismos benéficos, o que aumenta a eficacia do controle.

Neste contexto, Tavares et al. (2009) avaliaram o efeito dos extratos de
12 espécies da familia Asteraceae sobre ovos e lagartas de S. frugiperda. Os
extratos deLychnophoraericoides Mart e Trichogoniavillosa Sch. Bip. Former
Bakerreduziram a viabilidade em 97,7 % dos ovos. Trés espécies,
Chromolaenachaseae  (B.L. Rob.)) RM. King & H. Rob,
Lychnophoraramosissima  Gardner  eVernoniaholosericeaMartapresentaram
maior efeito no controle das lagartas. Das 12 asteraceasutilizadas no estudo, os
autores sugeriram o uso preferencial de V. holosericeavisto que seu extrato teve
maior eficiéncia no controle de ovos e lagartas de S. frugiperda.

Santiago et al. (2008) verificaram os efeitos dos extratos aquosos de
folhas e ramos de arruda (Rutagraveolens L.), folhas ¢ ramos de meldo-sdo-
caetano (Momordicacharantia  L.), folhas do alecrim-pimenta
(LippiasidoidesCham.) e frutos verdes de mamona (Ricinuscommunis L.) na
biologia da lagarta-do-cartucho do milhomantida em dieta artificial. Concluiram
que o extrato aquoso do fruto verde de mamona provocou aumento na duragdo
das fases larval e pupal e diminuiu o peso de pupa, o extrato aquoso de arruda
reduziu o peso de pupas ¢ a dieta contendo extrato de folhas e ramos de meldo-
sdo-caetanodiminuiu a viabilidade larval e o peso de pupa. O extrato aquoso de
alecrim-pimenta ndo afetou negativamenteas fases larval e pupal, mas reduziu a
postura e a viabilidade de ovos ¢ aumentou a longevidade de adultos de S.

frugiperda.
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2.4 Inibidores de tripsina

Os inibidores de proteases sdo produzidos em varias espécies de plantas.
Estes compostos atuam na regulagdo da protedlise, estoque de aminoacidos e
defesa contra patogenos e pragas. Os inibidores das serino proteinases sao os de
maior abundincia e variedade na natureza, sendo divididos em oito
familias:inibidores tipo Kunitz, inibidores tipo Bowman-Birk, inibidores da
familia da Batata I e II, inibidores de tripsina encontrados na familia da abobora
(Cucurbitaceae), inibidores de tripsina e o-amilase dos cereais, inibidores de
tripsina encontrados em mostarda e a familia das Serpinas (do inglés, Serpins:
Serine Protease Inhibitors),enquanto ha apenas uma familia de inibidores para
cisteino proteinases, que sdo as fitocistatinas (MOSOLOV e VALUEVA,2005).

Os dois tipos de inibidores mais estudados sdo os pertencentes as
familias do tipo Kunitz ¢ Bowman-Birk, ambos encontrados na soja. Os
inibidores tipo Kunitz sdo caracterizados por possuir de 160 a 200 residuos de
aminoacidos, peso molecular em torno de 20 kDa e duas liga¢des dissulfeto. Ja
os inibidores tipo Bowman-Birk possuem aproximadamente 71 residuos de
aminoacidos, peso molecular em torno de 8kDa e sete ligacdes dissulfeto.Os
inibidores de tripsina, quando presentes no intestino dos insetos, podem reduzir
o seu desenvolvimento, e até mesmo leva-lo a morte. Isso se deve a reducdo da
absor¢ao dos aminoacidos ingeridos, ou ainda por dois mecanismos: 1) a
superprodu¢do da enzima digestiva inibida, buscando compensar a baixa
atividade frente ao inibidor e€2) sintese de varias isoenzimas com o objetivo de
que algumas sejam imunes ao inibidor.Ambos causam a reducao de aminoacidos
essenciais disponiveis ao desenvolvimento do inseto (PAULILLOet al., 2000).

Pesquisas realizadas com extratos de soja (Glycinemax) e feijao-alado
(Psophocarpustetragonolobus) desproteinados com acido tricloroacético a 16%

(p/v) tiveram sua inibi¢do de tripsina constatada, confirmando a presenca de
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inibidores ndo protéicos. A inibig¢do correspondeu a 27-55% da atividade total de
inibigdo de tripsina causada por soja e 5-14% da atividade total de inibigdo de
tripsina causada por feijdo-alado (HAFEZ e MOHAMED, 1983).

Algumas das moléculas com atividade inibitéria de tripsina sdo
compostos organicos sintéticos como, por exemplo, o fluoreto de 4-
amidinofenilmetanosulfonila. Os inibidores ndo protéicos de tripsina
encontrados em plantas sdo mais raros. Rossi et al. (2010) comprovaram que o
inibidor de tripsina encontrado em folhas de R.. communisé uma molécula nio
protéica (ESPIN e TUDELA, 1994). A caracterizagdo do inibidor da tripsina de
S.frugiperdaencontrado em folhas de mamona como sendo ndo protéico foi
confirmada com os seguintes testes. Os extratos foram fervidos por cinco
minutos para avaliar a estabilidade do inibidor frente ao calor, contudo foi
detectada a inibi¢do de tripsina de S.frugiperda. Como os inibidores protéicos
com alta porcentagem de ligagdes dissulfeto (tipo Bowman-Birk) sdo termo-
resistentes os extratos foram fervidos por cinco minutosna presenga de [3-
mercaptoetanol 0,2% para que houvesse a quebra destas ligagdes emesmo assim
a inibigdo da tripsina de S. frugiperda foi confirmada por Rossi (2007)

Seguindo esta mesma linha de pesquisa Carvalho (2009) realizou
analises cromatograficas de extratos etandlicos de folhas de mamona visando
purificar o inibidor de tripsina da lagarta-do-cartucho do milho, ¢ também
avaliar os seus efeitos quando aplicado a dieta das lagartas da espécieS.
frugiperda. Os ensaios in Vivo na concentragao de 0,5% causaram aumento no
periodo larval e diminui¢cdo no peso das pupas. Concluiu-se que o inibidor de
tripsina possui grande polaridade, pois foi carreado pelos eluentes mais polares.

Brioschiet al. (2007) buscaram caracterizar a adaptagdo da lagarta-do-
cartucho aos inibidores proteoliticos presentes em batata e soja. O uso dos
inibidores induziu a expressao de uma grande variedade de isoenzimas, sendo

algumas resistentes aos inibidores. Este mecanismo de defesa causa déficitno
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desenvolvimento do inseto, pois reduz a quantidade de aminoacidos disponiveis

para o seu crescimento,desviando-os para a produgdo de enzimas proteoliticas.

2.5 Caracteristicas gerais da mamona

A mamona (Ricinuscommunis L.) pertence a familia Euphorbiaceae, que
engloba um vasto nimero de espécies nativas da regido tropical. E uma planta de
habito arbustivo, com diversas coloragdes, podendo ou ndo possuir cera no caule
e peciolo. Os frutos em geral possuem espinhos, que em alguns casosnio tém
funcdo defensiva. As sementes sdo de diferentes tamanhos, formatos e grande
variabilidade de coloragdo (RAMOS-LOPEZ et al., 2010).

A mamoneira ¢ largamente difundida por todo o Brasil, apresentando
grande adaptabilidade quanto a clima e solo. O 6leo de mamona, também
chamado de 6leo de ricino pode ser extraido pela prensagem das sementes
econtém até 90% de acido graxo ricinoléico, o que confere ao 6leo excelentes
propriedades sintéticas devido a sua solubilidade em alcoois, possibilitando
ampla gama de utilizagdo industrial.O principal emprego deste 6leo ¢ na
lubrificagdo de motores de alta rotacdo, comoos motores de avides. No Brasil ja
¢ utilizado como matéria prima para produgdo de biodiesel. O 6leo de ricino ¢
usado, ainda, em diversas aplicagdes industriais como na fabricagdo de tintas,
vernizes e plasticos, ja a torta, subproduto da extragdo do 6leo, é utilizada como
adubo (RAMOS e WILHELM, 2005).

As sementes, em geral, apresentam uma composi¢do quimica variavel,
dependendo de varios fatores, entre os quais, a espécie vegetal e a idade da
planta. O processo mais utilizado para extracdo do 6leo € a prensagem a ftio,
com rendimento entre 45 e 55% em massa. A producdo nacional na safra 2011
foi de 128.430 toneladas de sementes, produzindo cerca de 65 mil toneladas de

torta, utilizadas como adubo organico ou simplesmente descartadas, ja que a sua
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aplicagdo em ragdes ¢ limitada pela presenga de compostos toxicos e alergé€nicos
(IBGE, 2011; MELOet al., 2008a; MELOet al., 2008b; PUTTARAJ et al., 1994)

Os principais componentes toxicos sdo: a ricina com massa molecular de
60 kDa (RCA 60), apontada como a proteina vegetal mais letal (principalmente
para mamiferos) ja encontrada; o alcaldidericinina, com efeitos tdxicos
parecidos com os da ricina, porém em menor intensidade e finalmente o
complexo alergénico, composto por polissacarideos e proteinas de baixo peso
molecular e é toxico apenas para seres humanos, o que ja chegou a inviabilizar
pesquisas devido a sensibilizagdo de quem as conduzia (CARLINI ¢ GROSSI-
DE-SA, 2002; LEITE et al., 2005; MELOet al., 2008a; MACHADO et al., 2003)

A aglutinina de R. communis (RCA 120), ¢ uma proteina com massa
molecular de 120 kDa encontrada nas sementes.Seu uso foi testado na produgdo
de colunas de cromatografia de afinidade como adsorvente para analise de
oligossacarideos, glicoproteinas e glicolipideos. As colunas obtidas
demonstraram durabilidade, reprodutibilidade e estabilidade a exposicéo térmica
prolongada, tanto em sistemas de baixa pressdo quanto em cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CARTELLIERI,LHELMHOLZ eNIEMEYER, 2001).

2.6 Técnicas de extracao

Uma das metodologias utilizadas para extra¢do de substincias consiste
em realizar a imersdao da amostra do vegetal em solventes a temperatura
ambiente por um periodo relativamente longo, comegando com o solvente
menos polar ao mais polar, realizando assim a extragdo estatica e com iSso 0s
metabolitos sdo separados por ordem de polaridade. Apesar de simples esta
técnica ¢ extremamente eficaz, pois além de extrair, ainda agrupa diferentes
compostos segundo sua afinidade pelo solvente. A hidrodestilagdo e a extracdo

por arraste de vapor sdo recomendadas em extragcdes mais rapidas de compostos



24

com ponto de ebuligdo proximo a temperatura de decomposigdo. O principio da
destilacdo a vapor baseia-se no fato de que a pressdo total de vapor de uma
mistura de liquidos imisciveis é igual a soma da pressdo de vapor dos
componentes puros individuais, também conhecida como Lei de Dalton. A
pressao total de vapor da mistura torna-se igual a pressdo atmosférica, e assim a
mistura ferve numa temperatura menor que o ponto de ebulicdo de qualquer um
dos componentes. Geralmente estes dois ultimos métodos descritos sdo
utilizados na extracdo de dleos essenciais (ONG, 2004).

A extracdo por prensagem a frio € utilizada para obtencdo de produtos
com 6tima qualidade, geralmente com intuito de serem utilizados na fabricacao
de alimentos e medicamentos.Sua aplicacdo na extragdo de 6leos essenciais da
casca de frutos citricos (KIRBASLAR, BOZ e KIRBASLAR, 2006), assim
como no processo de extracdo de o6leos fixos de diversos vegetais como o azeite
de oliva, 6leo de soja, 6leo de ricino entre outros é bastante explorada (RAMOS
eWILHELM, 2005).

Outros métodos incluem a extragdo exaustiva utilizando Sohxlet,
método classico e usado como referéncia na comparagdo com outros, mas muito
demorado e dispendioso;a extracdo sonica, onde ndo ha a necessidade de
aquecimento da amostra; a extragdo por micro-ondas, que possui a vantagem de
reduzir o tempo necessario e utilizar menor quantidade de solvente organico; a
extracdo por fluido supercritico, que utiliza CO, como meio extrator e ¢ muito
eficaz, porém tem custo elevado, e por fim, as extragcdes sob pressdo, que podem
ser estatica, sob agitagdo e assistida por surfactante (ONG, 2004).

A extragdo de proteinas normalmente ¢ feita utilizando meio aquoso
com adicdo de tampdes ou solugdes salinas. Na extracdo de inibidores
protéicosesta ¢ a metodologia mais utilizada, como por exemplo o trabalho
realizado porKlomklao et al. (2011) que buscou encontrar as condi¢des 6timas

de extragdo e purificagdo do inibidor de tripsina encontrado em sementes de
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Vignaradiata (L) R. Wilczek, sendo que as melhores condigdes foram submeter
a farinha desengordurada a extragdo com agua destilada por duas horas. As
condi¢des de purificagdo utilizadas foram ferver o extrato por 10 minutos a 90°C
seguido por precipitagdo com sulfato de amdnio com saturac¢do variando de 30 a
65% e por fim este foi filtrado em Sephadex G-50. Houve um rendimento de
30,25% com purificacdo de 13,51 vezes, o inibidor encontrado possui massa de
14 kDa e ¢ termo resistente, mas ndo apresentou atividade inibitoria apods
tratamento com o agente redutor 3-mercaptoetanol.

Rossi et al. (2010) extrairam os inibidores de tripsina encontrados em
folhas de mamona macerando-as e extraindo com agua destilada na proporcao
de 1:3 (p/v) a 4°C sob agitacdo por 30 minutos, o extrato foi entdo centrifugado e
o sobrenadante utilizado nos ensaios de inibi¢do. Carvalho (2009) extraiu os
inibidores encontrados em folhas de mamona utilizando etanol em proporgao 1:7
(p/v), sendo que o etanol permaneceu em contato com as folhas por 20 dias para

entdo ser filtrado.

2.7 Técnicas cromatograficas

Geralmente, num extrato vegetal ha a presenga de inimeros compostos,
0s quais invariavelmente possuem caracteristicas fisico-quimicas distintas
(temperatura de ebuli¢do e fusdo, volatilidade, polaridade, hidrofobicidade,
tamanho, entre outras) que permitem separa-los desde que utilizadas as técnicas
adequadas.

As técnicas cromatograficas sao as mais utilizadas para separacdo e em
alguns casos na identificagdo de substincias. Foram primeiramente utilizadas
pelo botinico russo Mikhail Tswett para separar os pigmentos de
plantas.Independentemente dos equipamentos utilizados, o principio basico da

cromatografia € a diferenca da mobilidade dos componentes de uma mistura que
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passam através de uma fase estaciondria arrastados por uma fase movel
(HOLLER, SKOOG e CROUCH, 2009).

A cromatografia de adsor¢do em coluna com eluigdo pela forca da
gravidade ¢é utilizada nas etapas preparatdrias ou iniciais da purificagdo de um
composto. Neste tipo de analise a coluna ¢ preenchida comsilica como fase
estaciondria e os compostos presentes sdo separados pela sua polaridade relativa,
sendo que os menos polares sdo eluidos primeiro € os mais polares por ultimo
(COLLINS,BRAGA e BONATO, 2006; HOLLER, SKOOG e CROUCH, 2009).

A cromatografia de adsor¢ao foi utilizada por Rossi (2007)para purificar
o inibidor de tripsina encontrado no extrato aquoso de folhas de mamona. Foi
possivel identificar dois picos com atividade inibitoria de tripsina, um eluido por
acetato de etila e o outro por etanol. Carvalho (2009) também utilizou esta
metodologia buscando purificar o inibidor de tripisina, porém com extrato
etandlico de folhas, sendo que apenas um pico de inibicdo foi detectado na

fragdo eluida por etanol.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos laboratorios de Bioquimica do
Departamento de Quimica e de Manejo Integrado de Pragas do Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). As sementes de
mamonaforam fornecidas por técnicos do Laboratorio de Sementes da

Universidade Federal de Lavras.

3.1 Preparo da amostra

As sementes foram limpas com agua destilada e secas compapel
toalha,além de sofrerem inspe¢do visual para remocdo de eventuais
contaminantes. Em seguida, as sementes foramcolocadas em sacos de papel e
estes foramarmazenados em condigdes ambientes (19,8+2,64° C e 76,2+6,8% de

umidade relativa) até sua utilizagcdo nos experimentos.

3.2Desengorduramento das sementes e preparo dos extratos de semente e

tortas de mamona

As sementes foram trituradas em almofariz com auxilio de pistilo. Sete
gramas deste material foram acondicionados em cartucho de papel, que foi
posteriormente desengordurado com éter etilicotrocado a cada hora para evitar
sua saturacdo com o 6leo, em Sohxlet modelo Tecnal TE 044. Foram produzidas
tortas com teores de o6leode 0, 20, 26, 30, 34, 41, 45¢ 48% em massa, para
avaliag@o do seu efeito sobre a inibi¢do de tripsina causada pelos extratos.

Os extratos foram obtidosusando duas metodologiassendo que a
primeira consistiu na percolagdo por solvente estatica por sete dias da torta com

0% de 6leo na proporgdo 1:20 (p/v) utilizando acetato de etila. Apos este periodo,
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o extrato (Ac0%) foi filtrado e a torta remanescente sofreu nova extragdo em
etanol (Et0%), todo o processo foi repetido com metanol (Me0%, gerando assim
um gradiente de polaridade crescente na extragdo foram produzidos os extratos
Ac0%, Et0% e Me0%. Os extratos obtidos tiveram seu solvente removido em
roto-evaporador ¢ o residuo foi dissolvido em agua para posterior analise da
inibicao de tripsina (Figura 1) (CARVALHO, 2009).

A segunda metodologia envolveu apenas a agitacdo da torta na presenga
do solvente, onde foram testados agua destilada e etanol como meios de extracgao.
Apos a agitacdo a amostra foi centrifugada a 10.000x g e filtrada em papel filtro
qualitativo (Figura 1).

O extrato etandlico de sementes (Ets,) foi obtido através de agitagdo
orbital por 60 minutos na propor¢ao de 1:80 (p/v) e esta mistura foi centrifugada
e o sobrenadante filtrado com papel filtro; em seguida, foi concentrado em roto-
evaporador ¢ o residuo obtido foi dissolvido em éter etilico na mesma proporgao.
Em funil de decantacdo foi realizada uma parti¢ao liquido/liquido sendo que o
éter foi lavado com agua destilada no dobro do volume utilizado na dissolugéo e
a fracdo etérea foi descartada. Em seguida, a fragcdo aquosa foi concentrada em
roto-evaporador e o residuo solido foi dissolvido em 10 mL de etanol, sendo que
este extrato foi utilizado nos testes in vitro de inibigdo de tripsina. O extrato
aquoso se sementes (Aqsem) foi obtido agitando-se as sementes trituradas com
agua na proporcao 1:40 (p/v) e esta mistura foi centrifugada e o sobrenadante
filtrado com papel filtro (Figura 1).

Os extratosaquosos de tortas com 20, 26, 30, 34, 41, 45 e 48% de teor de
oleo(extratos Aq20%, Aq26%, Aq30%, Aq34%, Aq41%, Aq45% e Aq48%
respectivamente) tiveram seu potencial inibitorio avaliado em ensaios in vitro de
inibi¢do da tripsina de S. frugiperdalogo apds serem obtidos. O extrato aquoso
de torta com 20% de 6leo(Aq20%)foi destinado aos ensaios bioldgicos e a

purificacdo, foi seco em estufa a 45°C e o residuo sélido teve sua atividade
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inibitoria de tripsina in vitroavaliada apos dissolucdo de 2,5 mg/mL de agua
destilada. A escolha da utilizagao do extrato Aq20% baseou-se na confiabilidade
das leituras de absorbdncia em experimentos preliminares, alem de tornar
possivel o calculo da concentragdo em massa/volume tanto para o preparo da
dieta que foi fornecida as lagartas, quanto nas analises cromatograficas (Figura
1).

O extrato aquoso sofreu otimizacdo no periodo de agitacdo e na
propor¢ao de solvente, sendo testados quatro periodos (30; 60; 90 e 120

minutos) e quatro proporgoes (1:10; 1:20; 1:30 e 1:40 p/v).
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Figura 1 — Fluxograma do preparo dos extratos aquosos, etandlicos, metanolico e de
acetato de etila de semente e tortas com diferentes teores de 6leo
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3.3Ensaio enzimatico cinético de inibic¢do de tripsina

Inicialmente, foi obtido um homogeneizado dotubo digestivo de S.
frugiperda como fonte de tripsina. As lagartas de sexto instar fornecidas pelo
Laboratorio de Estudos de Seletividade foram imobilizadas a -20°C por 10
minutos e seustubos digestivos foram removidoscom auxilio de pinga e tesoura,
sendo macerado em homogeneizador tipo Potter na propor¢ao de 1 tubo
digestivo para 4 mL de agua destilada a 4°C. O extrato bruto foi entdo filtrado
em malha de nylon de 100 um e centrifugado a 10000xg a 4°C por 30 minutos.
O sobrenadante, considerado o extrato enzimatico, foi entdo armazenado em
freezer a -20°C até sua utilizagao (ROSSI et al., 2010; CARVALHO, 2009).

O substrato utilizado nos ensaios de inibi¢do de tripsina foi o cloridrato
de Na-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) 1,25 mmol/L em tampao
Gli-NaOH 0,1 M, pH 9,7. Para o preparo da solugdo, 54,5 mg de BApNA foram
solubilizados em 1,25 mL de dimetilsulfoxidoe entdo completou-se até 100 mL
com o tampao.

O ensaio foi realizado de forma cinética, com quatro periodos de reagao:
30, 60, 90 ¢ 120 minutos. Para cada ensaio de inibicdo, foram adicionados a
mistura reacional 200 pl dos diferentes extratos de semente e torta de mamona,
200 pl da enzima convenientemente diluida (extrato enzimatico) e 800 ul da
solugdo substrato, iniciando assim a reag¢do. O ensaio controle foi feito sem o
inibidor para que a reagdo ocorresse em velocidade maxima. A reagdo foi
paralisada com 200ul de acido acético 30% e a leitura da absorbancia foi feita a

410 nm (ERLANGER et al., 1961).
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O calculo da UTI (Unidades de Tripsina Inibida) foi realizado utilizando

a equagdo 1

= d=B)
UTE =< (1)

Onde:

I. = Inclinag¢do da reta do grafico de absorbancia x tempo (min.) do
ensaio controle

I; = Inclinagdo da reta do grafico de absorbancia x tempo (min.)
doensaio de inibigdo

Ig = Inclinagdo da reta obtida com o padrdo de p-nitroanilida por
Erlanger et al.(1961).

Salienta-se que 1 UTI corresponde a 1 pmol de p-nitroanilida que deixa
de ser produzido devido a presenca do inibidor, sendo que os resultados neste
trabalho foram expressos em mUTI por grama de semente nos procedimentos de
extragdo ¢ mUTI por grama de fragdo e por 200 ul nos procedimentos

cromatograficos de purificagéo.
3.4Fracionamento do extrato Ag20% por cromatografia flash de adsorcéo

Uma coluna de vidro com 50 cm de comprimento por 3 cm de didmetro
foi preenchida com silica gel 60 Merck® misturada com cloroférmio. Foi
calculado o volume util de 247,4 cm? a contar da base da coluna, ¢ a partir desse
volume a massa de silica calculada foi de 113,80 g, ao qual foi adicionado
cloroférmio suficiente para que a mistura se tornasse fluida, sendo entdo vertida
dentro da coluna, formando assim a fase estacionaria.

OextratoAq20%foi o utilizado para a purificagdo cromatografica devido
a confiabilidade de seus resultados preliminares. Como o detector foi o ensaio
enzimatico, foram necessarias trés cromatografias buscando determinar a melhor

concentracdo e melhores eluentes. O extrato foi diluido em agua destilada e
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submetido a cromatografia nas concentragdes de 0,06; 0,01 ¢ 0,5 g/mL de agua
destilada, sendo injetado 1 mL destas diluigdes.

As fragOes foram coletadas em frascos com capacidade para 100 mL,
sendo concentradas em roto-evaporador e transferidas para frascos com
capacidade de 15 mL.O solvente remanescente foi evaporado em estufa a 45°C.
O residuo foi dissolvido em 2 mL de agua destilada em agitador orbital por uma
hora. A deteccdo foi realizada por um ensaio enzimaticode inibigdo em todas as
fragdes obtidas nas trés cromatografias realizadas.

As duas primeiras cromatografias em apresentaram o pico de inibigdo de
tripsina na mesma interfase acetato de etila/etanol mesmo com concentragdes de
amostra e volume de eluente diferentes, indicando que a faixa de melhor eluigéo,
seriauma mistura de acetato de etila/etanol. Na terceira cromatografia foi
realizada uma corrida com a amostra na concentragdo de 0,5 g/mL e eluida com
a seguinte série eluotropica: acetato de etila;solugdo de acetato de etila/etanolna
proporcao de 70:30; solugdo de acetato de etila/etanol na proporcdo de 30:70, e

por fim etanol puro.

3.5Efeitos da adigdo do extrato Ag20% na alimentacdo de S. frugiperda

sobre as diferentes fases de desenvolvimento do inseto

Lagartas de segundo instar de S. frugiperdaprovenientes de criagdo de
laboratério foram transferidas para tubos de vidro(10 cm de altura x3 cm de
diametro) na propor¢do de uma lagarta por recipiente,contendo a dietaalimentar
preparada conforme metodologia de Kasten-Junior et al. (1978) (Tabela 1). O
bioensaio foi constituido por um tratamento testemunha contendo agua destilada
¢ um tratamento contendo o extrato aquoso de torta de mamona na concentragao

de 4000 ppm.
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Tabela 1 — Composicdo da dieta utilizada na criagdo de S frugiperda

Componente Quantidade

Feijao 166,66g
Germe de trigo 79,20g
Levedura de cerveja 50,70g

Acido sérbico 1,65¢g

Acido ascorbico 5,10g

Nipagin 3,15¢g
Agar 27,00g
Formol 4,15mL
Solugao inibidora* 4,15mL
Agua 1775mL

"Extraido de Karsten-'Junior et al. (1978) )
”jSoluc;éo Inibidora: Acido propionico (18,00 ml); Acido fosférico (43,00 ml);
Agua (540,00 ml).

Este valor foi utilizado por estar entre 1600 e 9600ppm do extrato
metanolico de sementes utilizado por Ramos-Lopez et al. (2010), sendo que a
9600 ppm todas as larvas morreram.

No tratamento testemunha 270 mL da dieta foram acrescidos de 30 mL
de agua e no tratamento com o extrato de torta de mamona foram adicionados 30
mL do extrato Aq20%, cuja concentragdo final na dieta foi de 4000 ppm.

A concentragdo de proteinas nas fezes das lagartas de S. frugiperdafoi
determinada com base na metodologia desenvolvida por Bradford (1976), em
que 45mg das fezes coletadas apos o término do periodo larvalforam pesadas e a
estas foram adicionados 200 pL de agua destilada e 200 pL de acido perclorico
IM.Essa mistura foi homogeneizada ecolocada em banho de gelo por 10
minutos. Centrifugaram-se as amostras e desprezou-se o sobrenadante. O
precipitado foi ressuspenso em 200 pL de NaOH 0,1M e a sua concentragdo

protéicafoi determinadaespectrofotometricamente a 594 nm, tomando-se como
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base uma curva padrio de BSA (albumina de soro bovina) com massas de
proteina, variando de 2 a 20 ug.

O delineamento foi inteiramente casualisado, com dois tratamentos de
72 repetigdes (cada repeticdo constituida de 1 lagarta). Avaliou-se a duragdo do
periodo larval, peso da pupa, duragdo do periodo pupal, concentracdo de
proteinas nas fezes, longevidade dos adultos, periodo de pré-oviposicao, periodo

de oviposicao e quantidade de ovos produzidos por casal.

3.6Analise estatistica dos dados obtidos

Foi realizada analise de variancia dos dados obtidos na escolha do
solvente para extracdo do inibidor de tripsina encontrado em mamona, duragao
do periodo larval, concentragio de proteinas nas fezes, duragdo do periodo pupal,
peso pupal, periodo de pré-oviposicdo, longevidade da fémea, longevidade do
macho, periodo de oviposicdo e quantidade de ovos por casal e suas médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia (ANEXO A). Os
dados relativos a escolha da propor¢ao de agua, tempo de extragdo e teor de 6leo
na extracdo do inibidor de tripsina encontrado em mamona passaram por analise
de variancia e suas médias sofreram analise de regressdo (ANEXO A).Todas as

analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R(TEAM, 2011).
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4 RESULTADOS

4.1Avaliacdo do efeito do solvente, proporcdo solvente/amostra, tempo e

teor de 6leo na extracgdo do inibidor de tripsina de sementes de mamona
Observou-se inibi¢ao de tripsina de S. frugiperda causada pelos extratos
Aq20% e Etsm, sendo que a maior inibi¢ao obtida foi pelo extratoAq20%(Tabela

2).

Tabela 2 — Comparagdo da % de inibicdo e mUTI causadas por diferentes extratos

Extratos % de inibicdo de tripsina mUTI'
Ac0% 10,53 £2,40a
Et0% 6,312 0,90 a
Me0% 8,77+ 0,88a
Aq20% 40,44+ 3,94b 21,23+ 2,07A
Aqsem -
Etem 65,76+ 6,97¢ 6,90+ 0,73B
F=61,63;p<522x 10" F =27,63;p<0,01

Médias mais ou menos desvio padrdo seguidas de mesma letra em cada coluna nio
diferem estatisticamente entre si a 5% de significancia segundo o teste de Scott-Knott.
1Expresso em mUTI/g de sementes

Ac0% — extrato acetato de etila de torta 0% de oleo. Et0% — extrato etanélico de torta
0% de oleo. Me0% — extrato metanolico de torta 0% de dleo. Aq20% — extrato aquoso
de torta 20% de 6leo. Aqsm — extrato aquoso de sementes trituradas. Et, — extrato
etanolico de sementes trituradas.

Em se tratando de ensaios enzimaticos, a faixa aceitavel de porcentagem
para o calculo da UTIdeve variar entre 80 e 40%. Valores acima podem estar
sendo mascarados, ou seja, a inibicdo ¢ maior do que a observada; ¢ valores
menores podem ser devido a erros durante o ensaio e por isso, apenas para
Aq20% e Et, foi realizado o célculo para encontrar a UTIL.

Os extratos Ac0%, Et0%, Me0%nao apresentaram inibigdo de tripsina
de forma significativa,entretanto, o extrato Et,,, foi capaz de inibir a tripsina da

lagarta do cartucho. Nao foi possivel avaliar se o extratoAqs.,, causou algum tipo
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de inibicdo, poisa mistura reacional se tornou turva devido a presenca do
oleoimpedindo a leitura em espectrofotometro.

Das propor¢des avaliadas (resultados ndo apresentados), apenas 1:10,
1:20, 1:30 e 1:40causaram inibigdo significativa, sendo constatado um aumento

linear na inibi¢ao de tripsina de S. frugiperdaaté a propor¢ido 1:40 (p/v) (Grafico

1.
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Grafico 1 — Analise de regressdo do efeito da propor¢do de agua utilizada na extragdo do
inibidor da torta de mamona na inibi¢aoda atividade da tripsina de S. frugiperda. F
=17587;p<1,135x 107,

1Expresso em mUTI/g de sementes

Referente ao periodo de extracdo do inibidor ndo foi observada
linearidade nos resultados (Grafico 2). Entre os periodos de extracdo testados
ndo houve aumento ou diminui¢do da inibi¢do de tripsina causada pelos extratos

de torta de mamona.
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Grafico 2 —Analise de regressdo do efeito do periodo de extra¢do do inibidor da torta de
mamona na atividade inibitoria de tripsina de S. frugiperda. F = 1.5425; p < 0.2426
1Expresso em mUTI/g de sementes

Observou-se que o teor de oOleo na tortacausouaumento na inibigdo
proporcionalmente ao seu aumento (Grafico 3).

120 - y=1,8859x+ 5,7665
R? = 0,8007
100 -

80 - ¢ *
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L 2

0 T T T T T 1
- 10 20 30 40 50 60

% de dleo na torta

Gréafico 3-Andlise de regressdo da inibigdo causada pelos extratos Aq20%, Aq26%,
Aq30%, Aq34%, Aq41%, Aqd5% e Aqd8%in vitro. F = 76,33; p <4,42 x 107
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1Expresso em mUTI/g de sementes
4.2 Fracionamento do extrato Aq20% por cromatografia flash de adsorcéo

O extrato Aq20% antes de ser submetido a cromatografia apresentou
795,20mUTI1/gextrato-Os  eluentes utilizados foram: acetato de etila, etanol e
metanol em ordem crescente de polaridade. O extrato foi solubilizado em agua
destilada na concentracdo de 0,06g/mLpara a primeira cromatografia.

Através do ensaio enzimatico realizado nas fracdes, foi possivel
observar que o inibidor comegou a ser eluido a partir da fracdo 17,
correspondente a interfase acetato de etila/etanol. A atividade inibitoria para este

pico foi de 66,80mUTI/gfaca0(Grafico 4).

0,5

0.4 - 66.80 MUTV/gg 550

mUTR

-0,3 T T T 1
0 10 20 30 40
Fracoes

Grafico 4 —Cromatograma 1. Detec¢do do inibidor via ensaio enzimatico de inibi¢do da
tripsina de S. frugiperda. Amostra: 0,06 g/mL agua destilada. Fragdes: 1-16 Acetato de
etila; 17 Interfase; 18-25Etanol; 26 Interfase; 27-35Metanol.

" Expresso em mUTI/200uL de fragdo ressuspendida conforme sub-item3.5
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Observou-se a formacdo de cauda na curva cromatografica, indicando
possibilidade da amostra estar muito concentrada, ¢ por isto foi entdo realizada

uma nova cromatografia na concentra¢do 0,01g/mL de extrato (Grafico 5).

03 | 221,81 mUTVgg, g,

0 10 20 30 40 50 60 70
Fracoes

Grafico 5 —Cromatograma 2. Detec¢do do inibidor via ensaio enzimatico de inibi¢do de
tripsina. Amostra: 0,01 g/mL agua destilada. Fragdes:1-8Acetato de etila;8 Interfase; 10-
37Etanol; 38 Interfase; 39-62Metanol.

! Expresso em mUTI/200uL de fragdo ressuspendida conforme sub-item 3.5

A cromatografia realizada nas condi¢des descritas na figura 6 apresentou
variagdo na linha base, sendo possivel observar um pico na fracdo 10 com
atividade inibitoriade tripsina de 221,81mUT1/ggacs0, correspondente a interfase
acetato de etila/etanol.

As fragdes 5-11 correspondem ao pico de maior atividade inibitoria de
tripsinana terceira cromatografia com 8906,12 mUTI/gf,0. O extrato foi
aplicado a coluna na concentragdo de 0,5 g/mL de agua, sendo que o inibidor foi
eluido pela interfase formada entre acetato de etila e a solugdo acetato de

etila/etanol na proporgéo 70:30 (Grafico 6).
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Gréafico 6 —Cromatograma3. Detec¢do do inibidor via ensaio de inibi¢do de tripsina.
Amostra: 0,5 g/mL agua destilada Fracdes: 1-6 Acetato de etila; 7 Interfase; 8-11 Ac.
Etila/Etanol 70:30; 12 Interfase; 13-21 Ac. Etila/Etanol 30:70; 22 Interfase; 23-30Etanol.
" Expresso em mUTI/200pL de fragio ressuspendida conforme sub-item 3.5

4.3 Efeitos da adicdo do extrato Ag20% na alimentacédo de S. frugiperda

sobre as diferentes fases de desenvolvimento do inseto

Constatou-se que as lagartas que foram alimentadas com dieta contendo
o inibidor de tripsina excretaram maior quantidade de proteinas, com média de
215,61+24,82 micromol por grama de fezes (F = 7.9729; p= 0.0224). Nos
demais pardmetros biologicos ndo ocorreu influéncia negativa do inibidor de

tripsina (Tabela3).

Tabela 3— Parametros biologicos avaliados durantes os estagios larval e pupal de S.
frugiperda alimentada com dieta contendo extrato aquoso de torta de mamona.

[ ] Proteinas

Durag@o periodo Duragao periodo  Peso pupal

Tratamento 0. ol (dias) (Enif)i:/sg) pupal (dias) ()
Controle 21,44+6,35* 177,70+16,90b 12,73+£2,43a 0,2782+0,03a
4000ppm 21,25+4,08* 215,61+24,82a 12,66+2,38a 0,2813+0,03a

F 0,05 7,97 0,03 0,29
p= 0,83 0,02 0,87 0,59

Meédias seguidas da mesma letra na coluna nao apresentam diferenca estatistica a
5% de significancia segundo o teste de Scott-Knott
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Os insetos adultosadvindos de larvas que foram alimentadas com dieta

contendo o inibidor tiveram o periodo de oviposi¢do reduzido. Entretanto, o

periodo de pré-oviposicdo, longevidade e fecundidade ndo foram afetados

negativamente (Tabela4).

Tabela 4 — ParAmetros biologicos avaliados durante a fase adulta de S. frugiperdacuja
larva foi alimentada com dieta contendo extrato aquoso de torta de mamona.

Tratamento Periodo de
pré-
oviposi¢ao
(dias)
Controle  4,64+2,29a
4000ppm  5,00+2,55a

Longevidade Longevidade Periodo de Quantidade de
fémea (dias) macho (dias) oviposigdo ovos
(dias) (média/casal)

20,27+4,22a 18,27+4,29a 20,55+3,73a 1890,00+665,12a
18,33+5,66a 15,78+6,10a 15,67+4,82b 1691,11+£721,27a

F 0,11
p 0,74

0,88 1,15 6,53 0,41
0,36 0,30 0,02 0,53

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo apresentam diferenga estatistica a 5% de
confianca segundo o teste de Scott-Knott
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5 DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo do efeito do solvente, proporg¢do solvente/amostra, tempo e
teor de 6leo na extragdo do inibidor de tripsina de sementes de mamona e

fracionamento do extrato Ag20% por cromatografia flash de adsor¢do

A maior parte dos inibidores de tripsina descritos na literatura sdo
protéicos e sua extracdo ¢ realizada por meio do uso de solugdes salinas ou
tampoes devido a sua eficacia na solubilizagdo de proteinas. A purificagdo destes
inibidores protéicos da mesma forma ¢ efetuada por técnicas como centrifugagao,
precipitacdo por sulfato de amonio, precipitagdo por acetona -20° C e
cromatografia de afinidade, quesdo as mais comuns para este tipo de molécula
(BENJAKUL, et al., 2000; TSYBINA, et al., 2001; CARLINI ¢ GROSSI-DE-
SA, 2002; BRIOSCHI, et al., 2007; ZOU, et al., 2008).

Em trabalhos de identificagdo de compostos ¢ comum a extracdo por
solventes com polaridade crescente, visando o agrupamento de substancias com
caracteristicas semelhantes para facilitar a futura identificagdo dos compostos,
por isso utilizou-se inicialmente este método de extracdo na torta de mamona
com 0% de o6leo no presente estudo,Carvalho (2009) conseguiu obter o inibidor
de folhas utilizando esta metodologia com modificacdes.Ndo foi detectada
nenhuma inibicdo de tripsina significativa nos extratos Ac0%, Et0% e Me0%
avaliados neste trabalho. A presenca do inibidor de tripsina em sementes ¢ torta
de mamona foi confirmada no extrato aquoso de torta contendo 20% de 6leo e
no extrato etanolico de sementes cujo 6leo foi removido por particdo com éter
etilico.

O teor de 6leo na torta de mamona teve influéncia na extracdo do
inibidor de tripsina, sendo que quanto maior o teor, maior a atividade inibitéria

de tripsina. Os extratos utilizados neste experimento foram todos aquosos,
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portanto o 6leo n3o pode ser o responsavel pela inibicdo devido a sua
insolubilidade em agua, tendo em vista isso, a relagdo linear entre teor de
o6leo/inibigdo de tripsina pode ser explicada pelo tempo de desengorduramento
necessario para a producdo das tortas de mamona, pois quanto maior o tempo de
extracdo do 6leo (portanto menor teor de 6leo), menor a inibi¢do. Este fato
sugere que esta molécula capaz de inibir a tripsina de S. frugiperdapode ser uma
molécula organica, pois mesmo com sua afinidade por solventes polares em sua
extracdo, também possui certa afinidade com solventes apolares necessarios ao
desengorduramento, além de explicar a auséncia de inibi¢do nos extratos Ac0%,
Et0% e Me0% devido ao uso da torta com nenhum 6leo na extra¢do do inibidor
de tripsina.

Mesmo com todas estas evidéncias, a possibilidade de que essa molécula
possa ser uma lipoproteina existe, contudo, o fato da atividade inibitoriater
permanecido inalterada quando Rossi (2007) tratou o extrato com J3-
mercaptoetanol indica que essa molécula ndo ¢ uma protéica.

Quando submetida a diferentes condi¢des de extracdo, a atividade
inibitoria de tripsina da torta com 20% de 6leo apresentou correlagdo positiva
com o aumento da propor¢do de dgua na extragdo até a 1:40 (p/v). O aumento na
inibicdo de tripsina pode ser explicado pela maior disponibilidade de agua
durante a extragdo, ja em propor¢cdes maiores o efeito de diluigdo foi
predominante e nao causou inibicdo significativa de tripsina (resultados ndo
apresentados)

Carvalho  (2009) realizou uma analise cromatografica no
extratoetanolico de folhas de mamona e a fragdo com maior atividade inibitoria
recuperada foi eluidapela fase moveletandlica, com2100 mUTI/gexato. Neste
trabalho,a atividade do extrato Aq20%antes de ser purificado foi de 795,2
MUTI/gextrato, € amaior atividade inibitoria foi obtida no pico correspondente as

fragdes 5-11 da cromatografia 3 (Figura 7)com 8906,1200 mUTI/gg,cs0-Esta
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atividade inibitoria recuperada provavelmente se deve a otimizagdo da fase
moével com menor concentragdo de etanol que pode ter eluido o inibidor de
tripsina de forma mais eficaz.

Contudo, ndo foi possivel converter este valor para mUTI/gexrato, POIS
uma parte da amostra aplicada foi adsorvida irreversivelmentepela coluna e por
isso a comparagdo com o trabalho realizado por Carvalho (2009) ndo pode ser
feita. Em todas as corridas efetuadas foi possivel observar a presenca de picos de
inibi¢ao, porém nos pardmetros utilizados para as corridas cromatograficas nao
foi possivel obter um pico de inibicdo definido.Observou-se que o inibidor ¢

eluido por pequena porcentagem de etanol em acetato de etila.

5.2 Efeitos da adicdo do extrato Ag20% na alimentagdo de S. frugiperda

sobre as diferentes fases de desenvolvimento do inseto

Sabe-se que os insetos tém mecanismos de defesa contra os metabolitos
secundarios produzidos pelas plantas. Em se tratando de inibidores da digestéo,
dois mecanismos sdo os mais comuns,o primeiro envolve a super-expressao da
protease inibida, buscando aumentar sua atividade frente ao inibidor; ja no
segundo varias isoenzimas sdo sintetizadas com o objetivo de que algumas ndo
sejam inibidas. Ambos desviam os aminoacidos essenciais ao crescimento para a
sintese das enzimas digestivas, causando assim um déficit no desenvolvimento.
Por isso é necessario ensaio in vivo além da detecg¢do de inibi¢do de tripsinain
vitro, visto que a interagdo planta-inseto é de natureza muito mais complexa que
as condigdes de laboratério (PAULILLO et al., 2000; BRIOSCHI et al., 2007).

Os resultados obtidos porRamos-Lopez et al. (2010)apresentaram
diferencasna duracao larval, viabilidade larval e pupal e peso pupal dos insetos
tratados com o extrato metanolico de sementes de mamona quando comparados

com os insetos tratados sem o extrato. Houve aumento na duracdo larval
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(conhecido como inibi¢do no crescimento), assim como reduc¢do do peso pupal
(também chamado de inibi¢do de alimentagéo)e da viabilidade larval e pupal na
concentracdo de 1600 ppm, sendo que na concentragdo de 9600 ppm nenhum
inseto sobreviveu.

Ramos-Lopez et al. (2010)concluiram quea reducao no desenvolvimento
da lagarta do cartucho foi provocada por dois compostos presentes em mamona:
a ricinina, um alcaléide toxico e o oOleo de ricino. Comparando a
LVC;so(concentragdo letal para 50% das larvas de S. frugiperda) dos extratos
hexanico, metanodlico, acetato de etila de folhas e sementes e a ricinina € o 6leo
de ricino purificados.O efeito toxico foi atribuido principalmente a ricininacom
LVCs, de 380ppm. Este composto ¢ encontrado em maior quantidade nas
sementes e possui caracteristicas polares. Os extratos apresentaram um padrao
de redugdo da LVCsy, quanto maior a polaridade do solvente, menor a LVCs,
sendo que os menores valores foram obtidos nos extratos de sementes quando
comparados com os de folhas(RAMOS-LOPEZ et al., 2010).

Como no presente trabalho a semente foi desengordurada antes de se
extrair o inibidor com 4gua, a ricinina pode ter sido extraida também,
implicando que mesmo na concentragdo de 4000ppmforam causadas pequenas
alteragdes no desenvolvimento dos insetos tratados.

O efeito subletal do extrato Aq20% somado ao aumento da concentragdo
de proteinas soluveis nas fezes poderia ser um indicativo que o inibidor seja a
ricinina se os demais parametros de desenvolvimento avaliados tivessem sido
alterados, Sabe-se que a ricinina ¢ um alcaloide polar e que geralmente ndo ¢
extraido juntamente com o6leo de ricino (FERRAZ et al., 1999), contudo, ¢
provavel que a ricinina ndo esteja presente no extrato Aq20% obtido neste
estudo, pois ndo causou efeitos negativos ao desenvolvimento da lagarta-do-
cartucho. Isto indica que a ricinina ndo ¢ o composto responsavel pela inibi¢ao

de tripsina de S. frugiperda.
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A falta de alteragdes no desenvolvimento da lagarta-do-cartucho
causados pela redugdo da absor¢do de aminoacidos provavelmente se deve ao
uso do extrato Aq20%, onde o inibidor se encontra em baixa concentragdo, o
que ndo aconteceu com os insetos tratados com dieta contendo a fracdo
purificada a partir do extrato etandlico de folhas de mamona utilizado por
Carvalho (2009), cujo desenvolvimento dos insetos foi afetado de forma

significativa.
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CONCLUSOES

Foi confirmada a presenca de atividade inibitéria da tripsina de S.
frugiperda nas sementes de mamona.

A torta de mamona desengordurada com 20% de 6leo se mostrou a fonte
mais confiavel para a detecgdo do inibidor de tripsina.

As melhores condi¢des de extragdo para este inibidor de tripsina foram o
meio extrator aquoso na propor¢do 1:40 (p/v) por 30 minutos.

Foi possivel detectar a presenga de picos de inibigdo de tripsina nas
cromatografias realizadas, assim como determinar que o inibidor de tripsina
éeluido por uma fase composta de acetato de etila/etanol com propor¢do menor
que 30% para este ultimo eluente portanto este ¢ um método de purificacao
vidvel para as etapas iniciais de identificacdo deste composto.

A dieta acrescida com o estrato Aq20% causou aumento na excrecao de
proteinas por larvas de S. frugiperda , mas na concentrag¢do de 4000 ppm ndo foi
capaz de alterar seu desenvolvimento.

A ricinina ndo é o composto responsavel por causar a inibicdo da

tripsina da lagarta-do-cartucho.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que o inibidor de tripsina encontrado em mamona
também pode ser extraido das folhas, o uso de sementes ou de torta ainda nio é
viavel devido a dificuldade de extragdo observada para essa fonte. O
desenvolvimento de outras metodologias de extragdo que consigam remover o
oleo, que causa interferéncia na detec¢do e na purificagdo, sem que haja perda
nem degradagdodo inibidor de tripsina como a utilizagdo de torta de mamona
oriunda de unidades de producdo de 6leo ou a saponificagdo sdo alguns dos
caminhos, pois ha grande disponibilidade de torta e essa fonte de um potencial

composto inseticida ndo pode ser descartada sem maiores estudos.
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APENDICE A

GL — Graus de liberdade

SQ — Soma dos quadrados

SQM — Soma dos quadrados médios
F —F calculado

p< — FTabelado

Tabela5 — Tabela deanalise de variancia para Meio extrator.

GL SQ SQM F p<

Tratamento 1 2,4637x 10" 2,4637x 10" 27,628 0,0134
Residuos 3 2,6752x10° 89175x 10°

Tabela 6 — Tabela de analise de variancia para propor¢do do meio extrator.

GL SQ SQM F ps
Tratamento 1  1502,96 1502,96 175,87 1,135x 107
Residuos 10 85,46 8,55

Tabela 7 — Tabela de analise de variancia para periodo de extragao.
GL SQ SQM F ps
Tratamento 1 30,732 30,732 11,5425 0,2426
Residuos 10 199,230 19,923

Tabela 8 — Tabela de analise de varidncia para teor de 6leo.
GL  SQ SQM F p<s
Tratamento 6 6667,5 1111,25 9,1021 0,000358
Residuos 14 1709,2 122,09

Tabela 9 — Tabela de analise de variancia para duracdo do periodo larval
GL SQ SQM F p<
Tratamento 1 1,3 1,3201 0,0466 0,8294
Residuos 140 3966,8 28,3341
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Tabela 10 — Tabela de analise de variancia para concentragdo de proteinas nas
fezes.

GL  SQ SQM F p<
Tratamento 1  3593,8 3593,8 7,9729 0,02237
Residuos 8 3606,0 4508
Tabela 11 — Tabela de analise de varidncia para duragdo do periodo pupal.
GL  SQ SQM F p=
Tratamento 1 0,16 0,1645 0,0284 0,8664
Residuos 124 735,43 5,7908

Tabela 12 — Tabela de analise de varidncia para peso pupal.
GL SQ SQM F p<
Tratamento 1  0,000316 0,00031642 0,2912 0,5904
Residuos 129 0,140172  0,0010866

Tabela 13 — Tabela de analise de varidncia para periodo de pré-oviposigao.
GL SQ SQM F p<
Tratamento 1 0,655  ,6545 0,1127 0,741
Residuos 18 104,545 5,8081

Tabela 14 — Tabela de analise de variancia para longevidade da fémea.
GL  SQ SQM F p<
Tratamento 1 20,61 20,608 0,8765 0,3615
Residuos 18 423,19 23,511

Tabela 15 — Tabela de analise de variancia para longevidade do macho
GL  SQ SQM F p=
Tratamento 1 25,34 25,341 11,1465 0,2984
Residuos 18 397,86 22,103

Tabela 16 — Tabela de analise de variancia para periodo de oviposi¢do
GL  SQ SQM F p=
Tratamento 1 117,82 117,82 6,531 0,01987
Residuos 18 324,73 18,04




Tabela 17 — Tabela de analise de varidncia para numero de ovos por casal
GL SQ SQM F p=
Tratamento 1 195806 195806 0,4105 0,5298
Residuos 18 8585791 476988
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