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RESUMO

SANCHEZ, Isabela Maria Reis Xavier Amorim, M.Sc., Universidade Federalgbs¥/i
— CampusRio Paranaiba, abril de 2018lternativas de controle de Anticarsia
gemmatalis e Diaphorina citri. Orientadora: Liliane Evangelista Visotto.
Coorientadores: Ezio Marques da Silva e Pedro Ivo Vieira Good God.

O uso de pesticidas no controle de insetos praga e patdgenos leva sgriamde
consequéncias que prejudicam 0 meio ambiente e a saude humana. Entdebusca
controles alternativos de pragas, este estudo avaliou o potencial alesskiutos e
substancias isoladas da espécie vedesralea canjeranapp.canjeranasob a praga

da soja,Anticarsia gemmatalise de inibidores de proteases sob a praga do citros,
Diaphorina citri. Os extratos etandlicos de folhas, galhos, sementes, frutos, e triterpenos
isolados deC. canjeranaforam avaliados com base nos parametros bioldgicos, indices
nutricionais e atividades das principais enzimas digestivag\.dgemmatalis Os
parametros biologicos mais afetados pelos extratos foram mortalidadposigio.

Vale ressaltar que o tratamento extrato galhos 1000 ppm ocasionou uladau®tde

80% dos insetos. Asiterpenos ndo afetaram negativamente os parametros analisados.
Em relacdo ®. citri, foi avaliado o efeito de diferentes inibidores de proteases sobre o
ciclo de vida e realizada a caracterizagdo bioquimico-cinéticcisteino protease. Os
resultados mostraram que todos os inibidores testados aumentaram laladertde
ninfas, no entanto, o inibidor E64 apresentou também efeitos adversos na emergéncia
oviposicdo e viabilidade dos ovos. A caracterizacao de cisteino g@stdaD. citri
mostrou que o pH e temperatura de maior atividade foi 6,0 e 25°C. Ao anadif&ato

dos inibidores na atividade verificou-se que a enzima foi insensiagrainina e
berenil, no entanto E64 (50 uM) reduziu significativamente a atividadealO®s de

Vmax app€ K app foram de 31,15 nMse 0,028 mM, respectivamente. Esses resultados
sugerem que os psilideos utilizam cisteino proteases para a aligestdroteinas.
Nossos experimentos demonstraram eficiéncia dos extratos etanoliCosal@erana

emA. gemmatalise alteracdes danosa®acitri pelo inibidor de cisteino protease E64,

0 que os tornam candidatos ao desenvolvimento de um potencial inseticida.



ABSTRACT

SANCHEZ, Isabela Maria Reis Xavier Amorim, M.Sc., Universidade Federalqbs/i
— CampusRio Paranaiba, April, 201&lternative of control of Anticarsia gemmatalis
and Diaphorina citri. Adviser: Liliane Evangelista Visott€Co-advisers: Ezio Marques
da Silva and Pedro Ivo Vieira Good God.

The use of pesticides in the control of insect pests and pathogensol@adarhber of
consequences that harm the environment and human health. In search oivalteesat
control, this study evaluated the potential of raw extracts and iddatestances of the
Cabralea canjeranaspp. canjerana under the velvetbean caterpillaAnticarsia
gemmatalis,and protease inhibitors under the citrus pé&igphorina citri. The
ethanolic extracts of leaves, stems, seeds, fruits, and triterpendggdstitam C.
canjeranavere evaluated based on the biological parameters, nutritional indeces a
activities of the main digestive enzymes Af gemmatalisThe biological parameters
most affected by the extracts were mortality and oviposition. lbisworthy that, the
treatment extract stems 1000 ppm caused a mortality of 80% of thdsin3ée
triterpenes did not negatively affect the analyzed parameterslalion toD. citri, the
effect of different protease inhibitors on the life cycle and the biodarkinetic
characterization of cysteine protease were evaluated. The rebokged that all
inhibitors tested increased nymph mortality, however, the E64 inhibitor lzdsl
adverse effects on emergence, oviposition and egg viability. The tdraraion of
cysteine proteases frobn citri showed that the pH and temperature of highest activity
was 6.0 and 25°C. In analyzing the effect of the inhibitors on the activity, it was &erifie
that the enzyme was insensitive to aprotinin and berenil, however E64 (50 uM)
significantly reduced the activity. The values afa¥appand Ky app Were 31.15 nM'$

and 0.028 mM, respectively. These results suggest that the psyllidsysisene
proteases for the digestion of proteins. Our experiments demonstrated theaffafie
the C. canjeranaextracts inA. gemmatalisand damage t®. citri by the cysteine
protease inhibitor E64, which makes them candidates for the development efhtapot

insecticide.



INTRODUCAO GERAL

O uso de agroquimicos no controle de insetos praga e patégenos tem se tornando
uma pratica indiscriminada e excessiva que acarreta uma sémendequéncias
prejudiciais ao meio ambiente e a saude humana (Baskar et al., 206EBfoiasa de
manejo, apesar de eficiente, possui limitacdes ndo s6 por ser desfasorawdbiente,
mas também por selecionar populagcdes de insetos resistentes (Darvishzadeh et al., 2015,
Shao et al., 2017, Baskar et al., 2018).

As plantas sintetizam varias moléculas para se defender do aaquosetos
(Macedo et al.,, 2011), dentre elas pode-se citar os metabdlitos sexsinelans
inibidores de proteases, que estdo sendo cada vez mais exploradosepoursa
alternativa ao uso de inseticidas convencionais (Dhivya et al., 20%8¢xtratos de
plantas sé@o ricos em metabdlitos secundarios (Jamwal et al., 2018)ne Fgsao
comercializados, coma azadiractina (Velasques et al., 2017). Ja os inibidores de
proteases compreendem uma classe abundante de proteinas sintetipadedmente
por plantas (Ussuf et al., 2001), que afetam o crescimento e desenvolwin@meto,
pela inibicdo da atividade de proteases digestivas, acarretandopuwacao de
nutrientes e antibiose (Jadhav et al., 2016).

As culturas agricolas estdo sujeitas as pragas durante todo daesecido que
as mesmas podem prejudicar a qualidade do produto final e resaitadanos
econdmicos ao produtor (Macedo et al., 2011). Nesse sentido, algumas pragas sao
relevantes devido a sua importancia econémica e a limitacdo dgomArlagarta da
soja, Anticarsia gemmataligHubner) (Lepidoptera: Erebidae), € considerada uma das
principais pragas desfolhadoras das lavouras de soja do Brasil (Macéd@@&t.A
soja Glycine max é a segunda cultura agricola mais cultivada no territério nacional
(Macedo et al., 2011), e este fato aumenta o interesse no desenvavideembvos
métodos de controle de pragas, em busca da reducao de prejuizos econémicos.

O mesmo ocorre para a cultura brasileira do citros, que contribui com 18,92
milhdes de toneladas na producdo mundial (FAO, RON6 entanto, a citricultura
também pode ser acometida por sérios problemas fitossanitarios. Quando adavoura
citros é infectada por bactérias causadoras da doenca Huanglongbhmdjdatus
Liberibacter, os pomares sao totalmente eliminados, gerando um altdzrej
econOmico a producgdao local, nacioeahundial de citros (Arp et al., 2017). O principal

vetor dessas bactérias é o psilid@aphorina citri (Hemiptera: Liviidae), uma praga



sugadora de seiva (Peng et al., 2017). Atualmente, o contrdle ci&i € realizado
atraves de agroquimicos e, em menor extensao, atraves do uso de inimigos naturais.
Em busca de alternativas de controle dessas pragas, o presente trabalho
objetivou avaliar o efeito de extratos brutsriterpenos isolados da espécie vegetal
Cabralea canjeranaspp. canjerana no controle deA. gemmatalise o efeito de

inibidores de proteases no controlelDeeitri.
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CAPITULO |

EFEITOS DE EXTRATOS ETANOLICOS BRUTOS E TRITERPENOS
ISOLADOS DE Cabralea canjerana FRENTE A LAGARTA DA SOJA Anticarsia

gemmatalis

RESUMO

A lagartaAnticarsia gemmatalig¢ a principal praga desfolhadora da soja. Neste estudo,
o efeito inseticida de extratos etandlicos de folhas, galhos, seméntes, e de
triterpenos isolados d€abralea canjeranafoi avaliadoem A. gemmatalis Foram
determinados os parametros biolégicos, os indices nutricionais e asdasvidas
principais enzimas digestivas de lagartas submetidas ao tratalcmn oS extratos
brutos e triterpenos d€. canjerana Os parametros mais afetados pelos tratamentos
com os extratos brutos foram mortalidade e oviposicdo. A mortalidade tivendita
superior, enquanto a oviposicao foi reduzida substancialmente em todosrosrttasa

com extratos etandlicos avaliados. Vale ressaltar que o tratamergxtrato galhos
1000 ppm ocasionou uma mortalidade cumulativa de 80% dos insetos. O triterpeno
cabraleadiol, concentracdes de 10 e 50 ppm, provocaram mortalidade larvak sageri
controle, porém abaixo do esperado, 30 e 26%, respectivamente. Os extratos de
sementes e frutos ocasionaranaia consumo de alimento (RCR), taxa metabdlica
(RMR), digestibilidade aproximada (AD), custo metabdlico (CM)reducdo no
crescimento do inseto (RGR), na eficiéncia de conversdo do alimento digerido e
ingerido (ECI e ECD). Cabraleadiol (10 e 100ppm) e ocotilona (100 ppm) também
ocasionaram aumento e ou reducgdo dos indices nutricionais. Em relagateramal
inibitério dos extratos e triterpenos sobre enzimas digestivas wverdie quea
atividade de proteases totais foi reduzida na maioria dos trasneom extratos
etandlicos, cabraleadiol em todas as concentracdes testadas @nactfi0 ppm. A
atividade de cisteino proteases foi inibida pelos extratos de frutosleealvh10 ppm

e ocotilona 50 e 100 ppm. Nossos experimentos demaoarstrgue 0S extratos
etandlicos deC. canjeranaafetam negativamente varios aspectos fisiologico#\.de

gemmatalistornando-os candidatos ao desenvolvimento de um potencial inseticida.

Palavras-chave:fitossanidadeGlycine maxlepidopteros, Meliaceae



ABSTRACT

The caterpillatAnticarsia gemmataligs one of the main pests of soybean. In this study,
the insecticidal effect of ethanolic extracts of leaves, steees]s, fruits and triterpenes
isolated fromCabralea canjeranawas evaluated in control ok. gemmatalis The
biological parameters, nutritional indexand activities of the digestive enzymatic
principles of caterpillars submitted to treatment with crude extracts éeghémes ofC.
canjeranawere determined. The parameters affected by treatmentemdle extracts
were mortality and oviposition. The cumulative rate was higher, whifgosition was
interrupted in all treatments with ethanolic extracts evaluated. It is worthomieigtthe
treatment of extract of stems 1000 ppm caused a cumulative rate aff@@eosinsects.

The cabraleadiol triterpene piped at concentrations of 10 and 50 ppm d¢awsed
mortality higher than control, but less than expected, 30 and 26%, reslyeclive

main seeds and fruits of food consumption (RCR), metabolic rate (RMR), approximate
digestibility (AD), metabolic cost (CM) and reduction of insect growth (RGR)
ingestion conversion efficiency and ECD). Cabraleadiol (10 and 100 ppm) and
ocotilone (100 ppm) also caused an increase and decrease of nutritional .indexes
Regarding the inhibitory potential of extracts and triterpenes on digesizgnes, it

was found that protease activity was higher for most treatmetiisettianolic extracts

at all concentrations tested and ocotilone (100 ppm). Cysteine pra@etagey was
inhibited by fruit extracts, cabraleadiol 10 ppm and ocotilone 50 and 100 ppm. Our
experiments demonstrated that canjeranaethanolic extracts negatively affected all
the physiological aspects 8f gemmatalismaking them potential for the development

of a potential insecticide.

Keywords: phytosanitaryGlycine maxLepidoptera, Meliaceae



1. INTRODUCAO

A producéo de sojaGlycine max(L.) Merrill (Fabaceae: Phaseoleae) uma das
leguminosas mais importantes no mundo, é afetada por varios fatoresoabuti
biéticos ao longo de todo o ciclo da cultura (Marques et al., 2017). Dentreoies fat
bidticos esta a lagarta da sofmticarsia gemmatalisiiibner (Lepidoptera: Erebidge
que € uma praga desfolhadora (Bernardi et al., 2012; Panizzi, 2013). Umandipsiigri
formas de controle utilizada s&o os inseticidas sintéticos, que eomtedétivamente a
lagarta (Bernardi et al. 2012), mas geram varios danos ecolégicos, cohegém sk
individuos resistentes, desequilibrios ecologicos, danos aos mamiferosviitaime&
Ignacimuthu, 2013; Ponsankar et al., 2016), além de impedir o equilibrio entregragas
inimigos naturais (Panizzi, 2013).

Em busca de métodos alternativos de controle, os inseticidas botésiéos
sendo cada vez mais explorados (Chermenskaya et al., 2010). Os extratas &3
ricos em metabdlitos secundarios, que sdo compostos de defesa quimickmerateira
produzidos pelas plantas (Jamwal et al., 2018). Estas substéncias poderscawesa
variados efeitos ao inseto, como repeléncia, dissuasao alimentar, texieigada,
alteracdes na oviposicdo, desenvolvimento e crescimento (Isman, 2017)a com
vantagem da maioria ser biodegradavel, apresentar baixa toxicidadenideros e
baixo risco para o meio ambiente, quando usadas de maneira adequadajaesraspe
quantidades (Kéita et al., 2001).

A familia Meliaceae é conhecida pelo seu potencial no contropgagdms. As
plantas pertencentes a essa familia sdo ricas em metabétitosldrios, com destaque
para os limondides e triterpenos (Da Silva et al., 1984; Sarria, @04ll). A espécie
vegetal Cabralea canjeranapertence a familia Meliaceae e compreende trés
subespécies, sendo uma delaS. a&anjeranassp.canjerana que ocorre nas florestas
neotropicais (Melo et al., 2014), estendendo-se da Costa Rica ao Sul de Braté
da Argentina (Sarria et al. 2011). Estudos realizados com os extratos e metabdlitos de
canjeranavém mostrando o potencial desta espécie para o controle de ipsEias
Triterpenos e limondides isolados @e canjeranaapresentaram atividade biolégica
frente a Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) afetando o seu
desenvolvimento (Sarria et al., 2010)extrato bruto e a fracdo hexanica das folhas de
C. canjerana também foram eficientes no controle do caruncho do feijao
Acanthoscelides obtectu€oleoptera: Bruchidae) (Smaniotto et al., 2010). Extratos

aquosos de sementes, folhas e fruto<Cdeanjeranassp. polytricha se mostraram
7



efetivos sobre o curuqueré-da-couvsgia monuste orseiglLepidoptera: Pieridae)
ocasionando mortalidade dos insetos antes que eles chegassem a fagelgiapa
Lomonaco, 2013).

Devido a eficiente atividade bioldgica dos extratos e metabdditdesdos deC.
canjerana relatada, objetivou-se no presente trabalho avaliar o efeito dogosxtra
etandlicos de diferentes partes vegetais (folhas, galhos, seneefitetos) e de dois
triterpenos (cabraleadiol e ocotilona) isolados @e canjerana nos parametros
biolégicos e indices nutricionais e a possivel acao inibitéria sslpgrecipais enzimas

digestivas dé&\. gemmatalis.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e reagentes

As folhas, frutos maduros, galhos e sementesCdbralea canjeranassp.
canjeranaforam coletados no departamento de Dendrologia da Universidade Federal de
Vigosa, em Vigosa, Minas Gerais, Brasil. A identificacdo foi zadl pelo botanico
Terence Dale Pennington do Royal Botanic Gardens, Reino Unido, Inglateros. dd
reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Quimica Brasil (Sdo FaRdBrasil),
exceto o0 acido ascorbico e o nipagin, os quais foram adquiridos da Synth-labSynt
(Séo Paulo, SP, Brasil). Feijdo, gérmem de trigo, proteina de sojangnés foram

obtidos do mercado local.

2.2. Obtencéo dos extratos brutos e isolamento dos triterpenos

2.2.1. Extrato bruto etandlico

As folhas, frutos, galhos e sementes @e canjeranaforam manualmente
separados, secos, moidos e armazenados a -20°C. Para a obtencdo tiss extra
etandlicos de cada parte vegetal, foram pesadas 100 g de metéridosrespectivo
material, e adicionados 1000 mL de etanol PA. A mistura foi homogelzeiz

diariamente por sete dias.

2.2.2. Isolamento dos triterpenos

O extrato etandlico (10,0 g) dos frutos maduro€deanjeranafoi submetido a
extracdo liquido-liquido com 120 mL de solucdo metanol-agua (1:3). A solucédo foi
extraida com diferentes solventes, para obtencdo das fracbes em hexagh (6,4
diclorometano (1,8 g), acetato de etila (0,77 g) e metanol (1,03 g). Os triterpenos,
cabraleadiol (1) e ocotilona (2) (Figura 1) foram isolados como segue. A fracdo de
diclorometano (5,4 g) dos frutos @e canjeranafoi submetida a uma coluna de silica
gel (230 - 400 mesh, 4,0 cm x 16,0 cm), utilizando hexano / acetato de etila com elui¢cédo
isocratica de (5: 2), produzindo noventa e seis fragbes. As fragBes oitquédre,
cinco, seis, sete e nove foram agrupadas obtendo-se o composto 1 (20 XigR (5,

400 MHz, CDCY¥): 3,40 ¢), H-3; 3,64 @d), H-24; 0,98 §), Me-18; 0,87 §), Me-19; 1,15
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(), Me-21; 1,19 §), Me-26; 1,11 §), Me-27; 0,94 §), Me-28; 0,84 §), Me-29; 0,89 §),
Me-30.%%C NMR (3, 100 MHz, CDCls): 33,6 (C-1); 25,3 (C-2); 76,2 (C-3); 37,6 (C-4);
49,5 (C-5); 18,2 (C-6); 35,1 (C-7); 40,6 (C-8); 50,6 (C-9); 37,2 (C-10); 21,6 (C-11);
27,0 (C-12); 42,7 (C-13); 50,1 (C-14); 31,4 (C-15); 25,8 (C-16); 49,8 (C-17); 15,5 (C-
18); 16,0 (C-19); 86,5 (C-20); 27,7 (C-21); 34,7 (C-22); 26,3 (C-23); 86,2 (C-24); 70,2
(C-25); 27,8 (C-26); 24,0 (C-27); 28,3 (C-28); 22,1 (C-29) e 16,5 (C-30). As fracbes
noventa e um, dois, trés, quatro, cinco e seis produziram o composto 2 (256 mg).
NMR (3, 200 MHz, CDCls): 3,63 (), H-24; 0,89 §), Me-18; 0,95 ), Me-19; 1,15 ),
Me-21; 1,12 §), Me-26; 1,19¢), Me-27; 1,08%), Me-28; 1,04 ¢), Me-29; 1,01 ), Me-
30.%%C NMR (8, 50 MHz, CDCls): 39,9 (C-1); 34,6 (C-2); 218,0 (C-3); 47,4 (C-4); 55,3
(C-5); 19,7 (C-6); 34,1 (C-7); 40,3 (C-8); 50,0 (C-9); 36,8 (C-10); 22,3 (C-11); 25,0 (C-
12); 43,3 (C-13); 50,2 (C-14); 31,4 (C-15); 26,9 (C-16); 49,8 (C-17); (BIB); 15,2
(C-19); 86,5 (C-20); 24,3 (C-21); 34,8 (C-22); 27,1 (C-23); 86,4 (C-24); 70,3 (C-25);
26,8 (C-26); 27,1 (C-27); 26,4 (C-28); 21,0 (C-29) e 16,3 (C-30).

o ()

(2)

Fig.1. Triterpenos (1) cabraleadiol e (2) ocotilona isolado€aeralea canjerana

2.3. Insetos e tratamentos

Lagartas déA\. gemmatalisoram obtidas da criacdo em massa do Laboratorio de
BIOFITOMOL da Universidade Federal de Vicos&€ampusRio Paranaiba, em Rio
Paranaiba, Minas Gerais, Brasil. Os insetos foram alimentados cam adiiitial
(Hoffman-Campo et al., 1985) e mantidos em potes plasticos, em condi¢besadastrol
de 25 + 2°C, UR de 70 = 5 % e fotoperiodo de 12h.

Todos os extratos brutos foram incorporados a dieta artifgpiando a mesma
se encontrava a uma temperatura de aproximadamente 50°C, nas conceaérd;;0es
100, 500 e 1000 ppm, e os triterpenos nas concentracdes de 0, 10, 50 e 100 ppm.
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2.4. Bioensaio de desenvolvimento e sobrevivéncia

O desenvolvimento e sobrevivéncia das lagartasAdegemmatalisforam
avaliados por meio da exposi¢do dos insetos a doses crescentes alos briitos e
triterpenos isolados. Cinquenta lagartas de primeiro instar foram indizatled para
cada tratamento, incluindo o controle (O ppm), em potes plasticoangdas nas
mesmas condi¢des mencionadas para a criacdo massal. A deedoidaad libitum
para os insetos e seu desenvolvimento foi acompanhado até a fas€Raldultat al.,
2006). Foram avaliados o tempo do ciclo larval, a mortalidade largss® pupal, a
emergéncia,a deformacdo pupal, a mortalidade pupal, a mortalidade cumulativa
corrigida e o total de ovos depositados (contados diariamente por cas3o @ipeso
pupal foi determinado por meio de balanca analitica (Shimadzu AW/AX/A¥SSe
Kyoto, Japéo).

2.5. Bioensaio dos parametros nutricionais

Para a avaliacdo dos indices nutricionais, cada tratamento eordgst80
lagartas de segundo instar, individualizadas em potes plasticos, ondmetige foi
oferecido um grama de dieta artificial, até o Ultimo instar de deb@émento. Para a
determinacdo do peso dos insetos ao final do periodo de alimentacao, ldgastas
instar foram transferidas para placas de Petri e mantidas em estt®°C, para
completa desidratacdo. Diariamente, o alimento restante nos Esdészes produzidas
pelos insetos ao final das 24 h, foram desidratados a 60°C, e 0 peso sgumddb
através de uma balanca analitica. Para o calculo dos indicesonatsidoi utilizada a
metodologia proposta por Waldbauer (1968) com modificagOes feitas por Scriber &
Slansky Jr.(1981). Foram determinados os indices nutricionais para cada tratamento,
por meio das seguintes formulas: RCR - taxa de consumo relativo (gfitia) x T;

RGR - taxa de crescimento relativo (g/g/dia) = B/Bm x T; RMR - taedabolica
relativa (g/g/dia) = M/Bm x T; AD - digestibilidade aproximada (%) =Yl x 100;

ECI - eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (%) = B/l x 100; ECLxi€eéia

de conversado do alimento digerido (%) = B/I-F x 100; custo metabdlico (%) = 100
ECD. Onde: F = peso das fezes produzidas (g) durante T; B = ganho de jpsso pel
lagartas (g) durante T; Bm = peso médio das lagartas (g) durante Ppes$o=do
alimento ingerido (g) durante T; I-F= alimento assimilado (g) durante ¥;(IM-)-B =

alimento metabolizado durante o periodo de alimentacao.
11



2.6. Quantificacdo de proteinas e ensaios enzimaticos
2.6.1. Obtencao do extrato enzimatico

Aproximadamente 10 insetos de 5° instar, para cada uma das tr&despetie
todos os tratamentos foram acondicionados a -20°C, por 5 min. para reducacsdas sua
atividades vitais. Em seguida foi realizada a retirada dotimiemédio a 4°C. Os
intestinos foram armazenados em 1 mL de solucdo de HEMBD L™ a-20°C, até o
momento das analises enzimaticas. No momento dos ensaios, osidstéstam
submetidos a lise celular por meio de nove ciclos de congelamentatreggnio
liquido e descongelamento a 37°C (Pilon et al., 2006, Vis6tto et al., 2009). Aliquotas de
1 mL do extrato intestinal foram centrifugadas a 100.000 x g por 30 mirC.a(4°
sobrenadante obtido foi coletado e utilizado como fonte de proteinas e enzimas.

2.6.2. Determinacado da concentracao de proteina e ensaios enzimaticos

A concentracdo de proteina foi determinada, segundo o método de Bradford
(1976). Solucdes de soroalbumina bovina (BSA) de 0 a 0,2 riigfonam usadas como
padréao. Atividade de proteases totais foi determinada usando azocasarsubstrato
na concentracao final de 2% (m/v). A reacéo foi incubada por 30 minutos e cessada pela
adicdo de &cido tricloroacético a 10% (10%, m/v). As amostras foram ceaddfig
8.000 x g por 5 min. para remover o depdsito de proteinas, e 1 M NaOH foi adicionado
ao sobrenadante para determamada atividade de proteases totais, a 440 nm, seguindo
o método de Kunitz (1947), modificado por Oliveira et al. (2005). A atividade de serino
protease foi determinada como descrito por Erlanger @91), utilizando o substrato
cromogénico N-benzoll-arginil p-nitroanilina (-BApNA), na concentragéo final de
0,5 mM em tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de La&Citividade de
cisteino protease foi determinada conforme descrito para a atividasgino protease,
mas foi adicionado solucdo de benzamidina 1 mM, um inibidor esped#ic®rino
protease. As velocidades foram determinadas pela formac¢éo do ppeditrmanilida,
pela medida da absorvancia a 410 nm em funcéo do tempo (2,5 min), utilizgratta-se
os calculos o coeficiente de extingdo molar de 8800XMm?) (Xavier et al., 2006

A atividade da amilase foi determinada utilizando-se o kitneditito KOO3 da
empresa Bioclin® (QUIBASA- Quimica Béasica Ltda, Belo Horizontenadi Gerais,

Brasil), com base na metodologia de Caraway (1959) modificada, que consiste na
12



incubacédo do extrato enzimatico em presenca do substrato tamponado contendo amido.
A absorbéancia foi determinada 660 nm. A atividade de lipase foi dasdanpor meio

do kit enzimatico K025, também da empresa Bioclin®, segundo a metodologia
adaptada de Cherry & Crandall (1932). Esse método baseia-se na atividgdsate |
sobre um glicerol ester, que libera um composto cromogénico que é gadat#iel10

nm. As atividades de amilase e lipase foram expressas como unigadeslase (AU

dLx1) e unidades internacionais (Ul), respectivamente. Unidades desar(lU dLx1)

refere a quantidade de amilase que hidrolisa 10 mg de amido em 30 BWACa
enquanto a unidade de atividade de lipase refere-se a quantidapiesdeglie libera 1

mmol de acidos graxos/min. Trés replicatas foram usadas para a detéordieateor

de proteinas e para as atividades enzimaticas.

2.7. Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casuajzendo cada
lagarta uma repeticdo. Os dados dos parametros biolégicos e ativierileaticas
foram submetidas a analise de variancia realizadas no softwgitedR® e as medias
comparadas pelo teste de Skott Knott e Tukey a 5%, respectivamente.

Os resultados de parametros nutricionais foram avaliados através e anal
multivariada, analise de componentes principais (ACP) com o intuitavdiar a
importancia de cada variavel estudada sobre a variagdo totalosri@amentos. A
escolha dessa avaliacao residiu na possibilidade de destaeaidaeis que contribuem
para o efeito dos tratamentos avaliados, sem perda significativa da&agfar geral
(Manly, 2008).

13



3. RESULTADOS

3.1. Efeito dos extratos brutos etandlicos e dos triterpenos de C. canjerana na

sobrevivéncia e no desenvolvimento dos insetos

O efeito dos extratos etandlicos@ecanjerananos parametros biolégicos ée
gemmatalisestdo apresentados na Tabela 1. Em relacdo a duracao do ciclo larval
verificou-se aumento nos dias de desenvolvimento das larvas submatdas
tratamentos folhas e galhos (500 e 1000 ppm) e reducdo nos tratamentugseme
frutos em todas as concentracfes testadas. A mortalidade largajnificativamente
maior nos tratamentos folhas e galhos (500 e 1000 ppm) e sementes e frutos {100 ppm
O peso pupal reduziu significativamente apenas nos tratamentoseooamtss, 0S
demais tratamentos n&o diferiram do controle. Houve reducédo signdicat
porcentagem de emergéncia das pupas em adultos em todos os tratameetos, e
sementes 500 ppm que nao diferiu do controle. Observou-se também deformacao pupal
significativa nos tratamentos sementes 100, 500 e 1000 ppm e frutos 500 e 1000 ppm. A
mortalidade pupal foi significativamente maior que o controle nos teatas folhas e
galhos (100 ppm), sementes (100, 500 e 1000 ppm) e frutos (500 e 1000 ppm).

Considerando a porcentagem de mortalidade cumulativa verificou-se que todos
0s tratamentos apresentaram uma porcentagem significativameeeos ao do
controle, exceto o tratamento sementes 500 ppm (Figura 1). As maiorefidades
foram observadas nos tratamentos galhos 1000 ppm (80%), folhas 1000 ppm (55%) e
sementes 100 ppm (55%).

O numero de ovos depositados porgemmataligoi significativamente menor
em todos os tratamentos com extrato€deanjerana quando comparados ao controle
(Figura 2). Os extratos mais efetivos na inibicdo da oviposicéo folaasfe galhos

(1000 ppm) @odas as concentracdes testadas dos extratos de sementes e frutos.
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Tabela 1. Média (zEP) dos parametros bioldgicogiicarsia gemmatalisubmetidas aos tratamentos com extratos brutos etanolicos de

Cabralea. canjerana.

Tratamentos Concentracdes Tempo do ciclo larval Mortalidade larval Peso pupal Emergéncia Deformacéo pupal Mortalidade pupal

(Ppm) (dias) (%) (9) (%) (%) (%)

Controle 0 13,14+1,86¢C 16+2,68b 0,245+0,04a 68,00+1,67a 4,00+1,09b 16+3,03c

100 13,25+1,67c 28+2,60b 0,230+0,04 a 36,00+1,09b 12,00+1,67b 36+2,28b

Folhas 500 16,20+1,85a 58+4,56a 0,234+0,03 a 24,00+1,09c 8,00+0,89b 10+2,00c

1000 14,55+1,70b 60+4,00a 0,233+0,04 a 22,00+0,89c 8,00+1,67b 18+2,19c¢c

100 12,84+1,61c 22+2,60b 0,241+0,04 a 36,00+1,09b 8,00+0,89b 42+2,60b

Galhos 500 15,47+1,83a 54+2 68a 0,248+0,03 a 30,00+2,00c 6,00+1,78b 16+1,09c¢c

1000 15,91+1,31a 76+1,09a 0,252+0,03 a 10,00+0,00d 4,00+1,09b 14+1,78c

100 9,06+0,99¢ 42+6,22a 0,212+0,03b 22,00+0,89c 22,00+3,84a 36+4,14b

Sementes 500 10,02+1,42f 16+4,38b 0,217+0,04b 52,00+0,89a 30,00+3,16a 32+3,57b

1000 11,89+1,62d 8+1,67b 0,183+0,04c 40,00+1,41b 40,00+3,16a 52+2,60a

100 10,86+1,56e 40+7,34a 0,231+0,04 a 40,00+1,41b 12,00+2,60b 18+2,60c

Frutos 500 10,95+1,80e 12+1,67b 0,238+0,04 a 40,00+2,82b 36,00+3,03a 48+2,60a

1000 10,43+1,83e 12+2,60b 0,228+0,04 a 28,00+1,67c 32,00+2,19a 60+4,47a

Médias seguidas por letras diferentes em uma mesma coluna diferem entréesitpale Skott Knott a 5% de significancia.
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Figura 1. Mortalidade cumulativa corrigida (Abbott 1925) Aldgicarsia gemmatalis
submetida aos tratamentos com extratos etandlic&abealea canjeranaCada barra
corresponde a media + EP de cinquenta repeti¢bes. Diferentedridicasn diferenca

significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Numero de ovos depositados por mariposafrdiearsia gemmatalis
submetidas aos tratamentos com extratos etandlicGald@lea canjeranaCada barra
corresponde a media + EP de cinquenta repeticdes. Letras difeneitasni diferenca

significativa entre os tratamentos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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O efeito dos triterpenos isolados @ecanjerana cabraleadiol e ocotilona sobre
a duracéao do ciclo e a mortalidade larvadgeemmataliesta apresentado na Tabela 2.
Os tratamentos cabraleadiol e ocotilona 100 ppm reduziram a duracdo do
desenvolvimento larval, enquanto os tratamentos ocotilona 10 e 50 ppm aament
significativamente esse tempo. Apenas cabraleadiol nas concestrb@de 50 ppm
diferiram do tratamento controle em relacdo ao porcentual de itad@l larval,

alcancando 30 e 26% de mortalidade de larvas, respectivamente.

Tabela 2. Média (xEP) da duracdo do ciclo larval e sobrevivéncia gdetda de
Anticarsia gemmatalissubmetidas aos tratamentos com os triterpenos isolados de

Cabralea. canjerana.

Concentracde: Duracao do ciclo larva  Mortalidade larval

Tratamentos (ppm) (dias) (%)
Controle 0 8,56 +0,403 b 8,00 + 3,741b
Cabraleadiol 10 9,16 £0,521 b 30,00 £ 3,162a

50 9,96 +0,416 b 26,00 £ 6,782 a
100 456 +£0,294 c 400+2,449b
Ocotilona 10 12,10 + 0,508 a 12,00+£4,89b
50 11,90+ 0,477 a 8,00+3,74b
100 3,73+0,253 ¢ 0,00+0,00 c

Médias seguidas por letras diferentes em uma mesma coluna difeérersigelo teste

de Tukey a 5% de significancia

3.2. Efeito dos extratos brutos etandlicos e dos triterpenos de C. canjerana nos

parametros nutricionais dos insetos

Com base no gréfico biplot pode-se observar uma maior dispersdo dos
tratamentos folhas e galhos em relacdo as variaveis que dedsmiezomponentes
(Figura 3 A e B). E possivel visualizar que o tratamento folhas 10Gppesentou um
maior consumo, crescimento relativo, taxa metabdlica, digestibilidpdeximada e
custo metabdlico quando comparado aos outros tratamentos (controle, frutos 500 e 1000
ppm). No tratamento galhos 100, 500 e 1000 ppm houve menor consumo e menor taxa
metabdlica, por consequéncia o crescimento dos insetos foi reduzido e&o ratac
controle.

Os tratamentos sementes e frutos (100, 500 e 1000 ppm) ficaram mais proximos
no grafico biplot, no entanto, foram mais discriminados em relacdo ao cqRignlea

3 C e D). Foi possivel observar que os insetos submetidos aos tratareergotes e
17



frutos consumiram mais alimento, apresentaram uma taxa metabdlestibdigade e
custo metabodlico maior. Poréem a eficiéncia de conversdo do alimentidonge

digerido assim como o crescimento foi menor do que 0s insetos controle.

Dim? (22.56%)

D‘-m! ©04%) Tratamentos
100
~ 11000
* |500

Controle

Dm1 (72.7%)

C Dim1 (77.9%) D ‘ ' Dt (63.0%)

Figura 3. Grafico de Biplot dos tratamentos dispersos entre 0s componemtgsa i

para os indices nutricionais: taxa de consumo relativo (RCR), taxa de emscim
relativo (RGR), taxa metabdlica relativa (RMR), digestibilidade aproxin{ad3),
eficiéncia de conversao do alimento ingerido (ECI), eficiéncia de conversédo do alimento
digerido (ECD) e custo metabdlico (CM). A: Tratamento Folhas, B: Tratamento Galhos,

C: Tratamento Sementes e D: Tratamento Frutos.

Os tratamentos com o triterpeno cabraleadiol nas concentra¢coes0D0ppm
afetaram significativamente (P < 0,05) diversos parametros nutricidnaisnsetos
(Tabela 3). Quando insetos alimentaram-se de dietas com cabralé@dipbm
observou-se aumento na RCR, RMR, AD e CM, e reducéo nos indices ECIl e & CD. N
tratamento cabraleadiol 100 ppm houve aumento na RGR, ECI e ECD, e reducéo na
RMR, AD e CM. N&o houve diferenca significativa nos indices nutricionaigndets

no tratamento cabraleadiol 50 ppm, exceto ECD, que foi reduzida.
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Os indices nutricionais do tratamento com o triterpeno ocotilona faadeal
apenas na concentracdo de 100 ppm, devido ao baixo rendimento do processo de
purificacdo da substancia, o que inviabilizou as andlises nas outrasnitagdes.
Assim, observou-se nos insetos submetidos a dietas com ocotilona 1@dmppmto na
RCR, AD e CM, enquanto os indices RMR, ECI e ECD reduziram significagivam
(Tabela 3).
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Tabela 3. indices nutricionais denticarsia gemmatalisubmetidas ao tratamento com

os triterpenos isolados @abralea canjerana&m diferentes concentracoes.

Indices nutricionais

Concentracao 10 ppm

Controle Cabraleadiol Ocaotilona
RCR (g/g/dia) 0,697 + 0,060b 0,995 + 0,066a -
RGR (g/g/dia) 0,120 + 0,009a 0,105 +0,013a -
RMR (g/g/dia) 0,395 + 0,039b 0,704 + 0,043a -
AD (%) 73,749 +1,516b 81,383 +1,294a -
ECI (%) 17,551 £ 0,992a 10,390 + 1,009b -
ECD (%) 24,111 + 1,868a 12,818 + 1,269b -
CM (%) 75,888 + 1,868b 87,181 + 1,269a -
indices nutricionais Concentragao 50 ppm
Controle Cabraleadiol Ocaotilona
RCR (g/g/dia) 0,697 + 0,060a 0,735 + 0,039a -
RGR (g/g/dia) 0,120 + 0,009a 0,110 + 0,014a -
RMR (g/g/dia) 0,395 + 0,039a 0,435 + 0,026a -
AD (%) 73,749 + 1,516a 74,266 + 2,025a -
ECI (%) 17,551 + 0,992a 14,265 + 1,313a -
ECD (%) 24,111 + 1,868a 19,883 + 1,992b -
CM (%) 75,888 + 1,868a 80,116 + 1,992a -
indices nutricionais Concentragao 100 ppm
Controle Cabraleadiol Ocaotilona

RCR (g/g/dia)
RGR (g/g/dia)
RMR (g/g/dia)

AD (%)
ECI (%)
ECD (%)
CM (%)

0,697 = 0,060b

0,120 = 0,009b

0,395+ 0,039 a
73,749 +£1516 b
17,551 +0,992 b
24,111 +1,868 b
75,888 £1,868 b

0,851 + 0,042b
0,249 +0,019a
0,211 + 0,030b
53,792 + 3,540c
29,142 +1,319a
55,574 + 3,366a
44,425 + 3,366¢C

1,808 + 0,329a
0,189 + 0,031ak
0,048 + 0,012c
87,182 + 4,2098
11,543 + 0,824c
13,144 + 0,356¢
86,855 + 0,356a

Médias (£tEP) seguidas por letras diferentes em uma mesma linhandéete si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia indices nutricionais: taxeodsumo relativo
(RCR), taxa de crescimento relativo (RGR), taxa metabdlica relativa (RMR),
digestibilidade aproximada (AD), eficiéncia de conversédo do alimegerido (ECI),

eficiéncia de converséo do alimento digerido (ECD) e custo metabdlico (CM).
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3.3. Efeito dos extratos brutos etandlicos e dos triterpenos de C. canjerana has

atividades de enzimas digestivas dos insetos

A atividade de proteases totais 8e gemmatalisfoi afetada pelos extratos
etandlicos e pelos triterpenos. Os extratos galhos (100 ppm) e sementesL(®I0 e
ppm) reduziram significativamente a atividade de proteases totgigaH A). As
atividades especificas de serino proteases e cisteino prasragésn foram alteradas
pelos extratos brutos. Os tratamentos folhas, galhos e sementes (1@fpgoy (500
ppm) aumentaram a atividade de serino proteasés demmatalisenquanto esta foi
reduzida pelo de sementes 1000 ppm (Figura 4B). Em relacdo a cisteiraserote
verificou-se aumento da atividade nos tratamentos felisppm) galhog(100e 1000
ppm), sementes (100 e 500 ppm), no entanto, houve redugdo na atividade nos
tratamentos com galhos 500 ppm e frutos em todas as concentracdes t@stura 4
C). Os demais tratamentos néo diferiram do controle.

As atividades de amilase e lipase também foram afetadas peiaso®
etandlicos (Figura 4 D e E). Houve aumento significativo da atividaci&sica em
todas as concentragdes de todos os tratamentos, exceto galhos 1000 ppm e sementes 50(
ppm, que nao diferiu do controle (Figura 4 D). J& a atividade lipasica \erimi 0s
tratamentos, verificou-se aumento nos tratamentos folhas (100 e 500 pog, (G80
e 1000 ppm) e sementes (100 ppm). Apenas no tratamento folhas 500 observou-se
reducdo na atividade de lipase (Figura 4 E). Nos tratamentos folhas 1000 ppm, sementes
500 e 1000 ppm e em todas as concentracdes do tratamento frutos ndo haengadifer

significativa em relacéo ao controle (Figura 4 E).
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Figura 4. Efeito de extratos etandlicos brutoCdéralea canjeranaobre a atividade
das enzimas digestivas daticarsia gemmatalisproteases totais (A), serino proteases
(B), cisteino proteases (C), amilase (D) e lipase (E). Médias ¢am thferentes dentro
do mesmo tratamento apresentam diferenca significativa pelodeedtakey a 5% de

probabilidade.

Os triterpenos cabraleadiol e ocotilona afetaram todas as désidias enzimas
digestivas analisadas (Figura 5). A atividade de proteases fmtaumentada apenas
no tratamento ocotilona 10 ppm, nos tratamentos ocotilona 100 ppm e adibiaden
todas as concentragdes verificou-se uma reducdao significativaig(Figh). A atividade
de serino protease aumentou nos tratamentos cabraleadiol 50 e 100 ppm e d€dtilona
ppm (Figura 5 B), enquanto a cisteino protease reduziu nos tratamentcsackdirad
ppm e ocotilona 50 e 100 ppm (FiguraCj. A atividade amilasica reduziu no

tratamento com cabraleadiol 10 e 50 ppm, enquanto que para a concentracdo de 100
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ppm e todas os tratamentos com ocotilona aumentaram significatieafrégura 5 D).

Ja a atividade de lipase foi reduzida nos tratamentos cabralead®l500ppm e

ocotilona 10 ppm e aumentada nos tratamentos cabraleadiol eormoiiD0 ppm

(Figura 5E).
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Figura 5. Efeito de triterpenos, ocotilona e cabraleadiol isolad@abmlea canjerana
sobre a atividade das enzimas digestivadmtearsia gemmataligroteases totais (A),
serino proteases (B), cisteino proteases (C), amilase (D) e lipasée(ias com letras
diferentes dentro do mesmo tratamento apresentam diferenca signifeovieste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

Para se defenderem do ataque de insetos as plantas sintetizaariedede de
moléculas, terpenos, alcaloides, fendis e outros (Macedo et al., 2011). Dentre as familia
com espécies vegetais mais promissoras para o controle de pré@yes, Masliaceae
(Jacobson, 1989), a qual pertence a esfegiralea canjeranasp.canjerana,alvo de
nossos estudos. Essa espécie € rica em limondides e triterpenosetBahg2006),
substancias que possuem potencial atividade inseticida, espet@lntontra
lepidopteros, por ter propriedades repelentes e, ou, intoxicantes, alérerfiiinto
crescimento, metamorfose e oviposicdo de insetos e causar deteamentar
(Schmutterer, 1987; Jacobson, 1989; Saxena,)1989

Em geral, os extratos etandlicos de sementes e frutos foramamseinéos que
mais geraram prejuizos aos insetos, em relagdo ao ciclo lameakgéncia e
deformacédo de pupas. A mortalidade cumulativa foi superior ao controle paiaraa
dos tratamentos com os extratos etanodlicos. Dentre os triterpenesitsaabraleadiol
nas menores concentracbes ocasionaram um aumento da mortalidade Haseal
aumento das mortalidades pode ser devido a deficiéncias nutricionaisgol@y@elos
extratos, o que afetou seu correto desenvolvimento.

A reducdo do numero de ovos para todos os tratamentos com extratos etandélicos
possivelmente ocorreu devido a presenca de substancias que podentatkr afe
disponibilidade de nutrientes, ou até mesmo o correto desenvolvimento doasiste
reprodutor.

Os extratos etandlicos de sementes e frutos ocasionaram juntactoanta
reducdo no crescimento do inseto (RGR-Taxa de crescimento relat&ojnento no
consumo relativo (RCR-Taxa de consumo relativo) e da digestibilidade apdaxima
(AD), o que pode ser justificado como uma forma do inseto atender sua demanda
nutricional, a fim de aumentar a taxa absoluta de absorcdo de nutfettessultado
corrobora com os estudos feitos cAingemmatali@limentadas com sementes de soja,
em amendoim e dieta artificial (Bortoli et al., 2005) onde também houvemerdo do
indice RCR. A eficiéncia de conversao do alimento ingerido e digerido (ECI e ECD) em
relacdo ao controle foi reduzida, o que também foi observado por Nathan et al., (2006
ao avaliarem o efeito do extrato de neem e dos extratos das folM@e>deegundd..
(Verbenaceae), sobfenaphalocrocis medinalid_epidoptera: Crambidae).

Ao avaliar os triterpenos isolados cabraleadiol 10 ppm e ocotilona 100 ppm, eles

tiveram efeito similar ao ocorrido para sementes e frutos, onde foi redZidoECD
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e aumentado RCR e AD. Gazzoni & Tutida (1996) em seu trabalho tambémacdserv
a reducao da conversao do alimento ingerido e digerido com o0 aumento do consumo de
alimento, ao avaliar o efeito de diferentes gendtipos de soja fréntgesnmatalis

A taxa de crescimento relativa (RGR) maior dos insetos submetidos aos
tratamentos contendo 100 ppm de cabraleadiol, provavelmente ocorreu devido ao
aumento na quantidade de alimento ingerido (RCR), o que também foi observada por
Busato et al., (2002), ao verificar que este indice foi maior para o cowgufolinas de
milho em relacdo as folhas de arroz pBpodoptera frugiperda(Lepidoptera:
Noctuidae).

Quanto ao custo para metabolizar o alimento (CM), os extratos de sementes e
frutos, o triterpeno cabraleadiol e ocotilona, nas concentracées del00 ppm
respectivamente, gastaram uma maior quantidade de energia, o que tarabémnos
trabalhos de Bortoli et al., (2005) e Busato et al., (2002).

As lagartas de lepidopteros alimentam-se vorazmente das cudturagie se
hospedam para obter nutrientes para um bom crescimento (Tabatabaek@11gt
quando se adiciona extratos vegetais a dieta, observa-se a atislielagempostos
inseticidas (Mordue (Luntz) & Nisbet, 2000). O principal constituinte dea diess
lagartas sdo proteinas, que através das proteases as digerenneatidos. Sendo
assim, qualquer interferéncia na digestao seja pela presendaider@s enzimaticos
ou substancias deterrentes, pode levar a alteragcdes no consumo alirbeatagoade
nutrientes e consequentemente no desenvolvimento do inseto (Tabataha@O4tl),
reduzindo alguns eventos fisiolégicos, como a producdo e a atividade deasenzim
especificas (Smirle et al., 1996).

A atividade de proteases totais foi reduzida em boa parte dosdrdats 0 que
indica que os extratos e triterpenos afetam a digestibilidadeigardi#m relacéoas
classes de proteases, observou-se que, em geral, 0s extratos etanbiiespenos
utilizados nédo apresentaram efeito de inibicdo sob as serino proteasdsgjhinam a
atividade de cisteino proteases, nos tratamentos com extrato desfcoioso triterpeno
ocotilona. O fato da atividade de serino proteases néo ter sido inikidaagementada,
deve-se a uma compensacédo do inseto, para minimizar os efeitésiaelda inibicdo
da cisteino protease. Tais resultados podem também ter ocasionadwrmtcano
consumo de alimento (RCR), a reducao da taxa de crescimento (RGR) e mortalidade.

Os efeitos negativos observados no desenvolvimento do inseto, provavelmente
estdo relacionados ao alimento consumido, devido as alteragbes queanToros

indices nutricionais, como o aumento na taxa de consumo relativo. Agaede
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substancias deterrentes nos extratos e nos triterpenos testados, pestivaltarou a
disponibilidade de aminoéacidos, fazendo com que o inseto se alisemiass para
compensar tal déficit. Segundo Couture et al., (2016), quando o inseto sealitee
dieta contendo toxinas, eles tentam consumir alimento suficiente spara sua
necessidade nutricional e manter o crescimento.

A reducdo na atividade de proteases totais e 0 aumento de clmseEaas de
proteases, juntamente com 0 aumento no consumo alimentar e a reduc&@Enaizefi
da converséao do alimento ingerido e digerido e da taxa de crescimento relativemsuger
que os metabdlitos presentes nos extratos etandlicos de galliscdajerana em
reduzem a digestéo proteica e inibem a atividade de proteasesj@feterescimento e

o0 desenvolvimento do inseto.
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5. CONCLUSOES

Todos os extratos etandlicos brutos e triterpenos testados/Asobpesnmatalis
ocasionaram alteracdo em um ou mais parametro biologico analisado.

O extrato etandlico bruto de galhos @ecanjerana na concentracdo de 1000
ppm,foi 0 que causou maior mortalidade de gemmatalis

Os indices nutricionais foram mais afetados pelos extratos etenblictos de
sementes e frutos.

Os triterpenos isolados ndo causaram alteragbes como os extratos brutos, nos
parametros bioldgicos e indices nutricionais.

Os extratos etandlicos brutos de folhas e galhos e o triterpeno calbtaleadi

levaram a alteragfes nas atividades enziméticas do intestino médio do inset
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CAPITULO Il

POTENCIAL DE INIBIDORES DE PROTEASES PARA O CONTROLE DE
Diaphorina citri (KUWAYAMA) (HEMIPTERA: LIVIIDAE)

RESUMO

Os inibidores de protease compreendem uma classe abundante de proteinas, que
prejudicam a atividade proteolitica dos organismos que entram em cootat® c
mesmo. Este estudo avaliou pela primeira vez o efeito de difeneédores de
proteases sobre o ciclo de vida do psilideo-dos-ddiaphorina citri e caracterizou a
principal classe de protease atuante nesse inseto, cisteino prBgasisso os insetos
foram colocados em gaiolas com plantas de murta-de-cheiro, pulveripada®lacao
preparada a partir de cada inibidor. Os resultados mostraram que toiddsdoses
acarretaram em um aumento na mortalidade de ninfas, sendo que o i&6#or
apresentou também efeitos adversos na emergéncia, oviposicaoidadeahilos ovos.
Resultados da caracterizacdo enzimatic® deitri mostraram que o pH e temperatura
de maior atividade foram 6,0 e 25°C, respectivamente. Ao analisar o éfsto
inibidores na atividade de cisteino protease, verificou-se que a efmzimsensivel a
aprotinina e berenil e que, apenas o E64 (50 uM) reduziu significativamatnialade
enzimatica. Os valores dem¥ app € Ku app foram de 31,15 nM se 0,028 mM,
respectivamente. Esses resultados sugerem que os psilideos uliitsgino proteases
acidicas para a digestdo de proteinas. Com base nesses resultadosrgede eage 0

inibidor E64, mostrou potencial para o controleDdeitri.

Palavras-chave: fitossanidade, psilideo-do-citros, Huanglongbing, caracterizacao

biogquimico-cinética
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ABSTRACT

Protease inhibitors comprise an abundant class of proteins, which impairs the
proteolytic activity of the organisms that come in contact thélhewihis study
evaluated for the first time the effect of different protease inhibitors onttie psyllid

life cycle Diaphorina citri and characterized the main class of protease acting on this
insect, cysteine protease. For this, the insects were placed swedlgglants of smelt,
sprayed with solution prepared from each inhibitor. The results showed that al
inhibitors led to an increase in nymph mortality, and the E64 inhibisorlzdd adverse
effects on egg emergence, oviposition and egg viability. Results oérthgmatic
characterization obD. citri showed that the pH and temperature of higher activity were
6.0 and 25°C, respectively. When analyzing the effect of inhibitors on cysteipag®ot
activity, the enzyme was found to be insensitive to aprotinin and barehithat only

E64 (50uM) significantly reduced enzyme activity. The values @faVappand Ku app

were 31.15 nM$ and 0.028 mM, respectively. These results suggest that the psyllids
use cysteine acidic proteases for the digestion of proteins. Based emethal$s it can

be inferred that the inhibitor E64 showed potential for the contrDl aftri.

Keywords: phytosanitary, citrus psyllid, Huanglongbing, biochemical-kinetic

characterization
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1. INTRODUCAO

A citricultura enfrenta diversos contratempos, em especial, os assoeaados
fatores bidticos como € o caso da doenga Huanglongbing (HLB) (Halbernhgméah,
2004), popularmente conhecida como amareldo do citros. Essa doenca foi relatada
Brasil em marco de 2004, pela primeira vez, em propriedades do estado Fauga
(Teixeira et al., 2005), e segundo a Fundeci{2@4.8) é considerada a mais destrutiva
no pais, pois ainda ndo ha no mercado variedades ou porta-enxertos resistentes a ela.

A HLB é associada a bactérias néo cultivAveis do géreaadidatus
Liberibacter spp., na forma america@afdidatud.iberibacter americanus) e na forma
asiatica Candidatus Liberibacter asiaticus) (Bové, 2006) que colonizam o floema da
planta causando o retardamento no crescimento (Da Graca, Ap8%) a infeccdo,
demora de seis a 12 meses para aparecerem 0s primeiros sintomag@B6éyuéDentre
0S principais sintomas que as plantas apresentam estdo o aparedi@etotos
amarelados e folhas com padrdao de manchas amarelas e verdes; gussi@aexce
deformidade e assimetria de frutos; além do abortamento de selj@ottesld et al.,
2007).

As plantas contaminadas ndo podem ser tratadas e a poda € pelifjasa
porque as brotacdes subsequentes sdo fonte para novas infeccdes. Atuaknente,
pomares acometidos pela HLB sdo totalmente eliminados, acarretanddesgra
prejuizos ao produtor e ao agronegdcio (Fundecitrus, 2018).

As bactérias que causam o HLB s&o disseminadas pelos psilideos-a®s-ci
Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae) (Capoor et al., 1967), que é capaz de
manter e transmitir a bactéria durante todo o seu ciclo de vitav@id et al., 2007).
Inicialmente, D. citri foi identificado como uma praga secundaria e relatado pela
primeira vez no Brasil em 1942 (Costa Lima, 1942). Hoje esse insetpreséite nas
principais regides produtoras de citros do Brasil e € considerada unpairdagais
pragas da citricultura.

O psilideo € um inseto sugador que vive em plantas da familia Rytaceae
principalmente falsa-murtaMurraya spp.) e citros. Suas preferéncias para alimentacao
e oviposicdo sdo nos brotos, sobre e entre as folhas dobraveis dessasApastas
eclosdo dos ovos, as ninfas passam por cinco instares, alcancarsgoaauia. A

duracgao do seu ciclo de vida varia de 15 a 47 dias, a depender da estagéo (Mead, 1977).
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Para identificar as areas invadidas pelos psilideos a formaenamendada € a
amostragem (Hall et al., 2010)., ap0s a vistoria, a supressao da populag&etdo i
vetor é feita por meio do uso de diferentes métodos de controle (QuresanglySt
2008), como a aplicacéo de inseticidas sistémicos e de contato (Bovg, 2006

Ha inumeros relatos do uso potencial de inibidores de proteases no controle de
insetos praga, em especial da ordem Lepidoptera e Coleoptera (ddyachet al.,
2013; Marathe et al., 2016; Patil et al., 2016; Ashouri et al., 2017), entretantbgsouc
sabe em relagéo a insetos da ordem Hemiptera.

Os inibidores de proteases compreendem uma classe abundante de proteinas
sintetizadas especialmente por plantas (Ussuf et al., 2001), que afetastimento e
desenvolvimento do inseto, pela inibicdo da atividade de proteasestiudig,
acarretando uma privacéo de nutrientes e antibiose (Jadhav2&lé). Os inibidores
de proteases interagem no dominio catalitico da protease alvo espdoffnando um
complexo estavel enzima-inibidor, prejudicando a atividade proteoliticarcdsases,
por sua vez, sdo enzimas responsaveis pela regulacéo da sintész @rformecimento
de aminoé&cidos livres para o crescimento e desenvolvimento normal dtss inse
(Lawrence & Koundal, 2002).

N&o ha na literatura relatos sobre o efeito de inibidores de protease nalgologi
bioquimica deD. citri. Dessa forma, o presente trabalho propde avaliar a acdo dos
inibidores de protease: Antipaina, Aprotinina, Bowman-Birk Inhibitor (BBI),
Diminazene aceturate (Berenil), E64, Leupeptina, Quimostatimdiddr de tripsina da
soja do tipo Kunitz (SKTI) sobre os parametros biologicoDdeitri. Além disso,
caracterizar bioguimico e cineticamente cisteino-proteases, addintontrolar a

populacdo desse inseto.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Entomologia e
Fitopatologia (LEF) da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, SP.

2.1. Obtencdo de mudas d®l. paniculata

As mudas deM. paniculata utilizadas para a criacdo e experimentos foram
obtidas de viveiros comerciais da regido de Campinas-SP. As mulilzsdas na
criacado possuiam de 5 a 10 perfilhos, com altura média de 50 cm, culévadasolas
plasticas de 5 litros com solo e substrato. Para os experimentosidas foram
cultivadas em tubetes e em copos plasticos descartaveis de 5@0nmkubstrato
comercial. Todas as plantas foram mantidas em casa de égesantas de aplicacao
de inseticidas. As mudas foram podadas e adubadas, 10 a 15 dias astes de
utilizacdo, para o estimulo do surgimento de brotos ideais parseovidvimento dos
insetos (Diniz, 2013).

2.2. Criacéo de insetos

D. citri foi criada em mudas de plantas de murta-de-ch®rgpéniculatg com
25 a 30 cm de altura, que apresentaram brotos, ideais para a oviposi¢cao
desenvolvimento das ninfas. Essas mudas foram colocadas em géades eontendo
adultos do psilideo e mantidas em sala de criacéo climatizada 2°26 70 + 10% UR

e fotofase de 12h.

2.3. Inibidores de proteases

Os inibidores de protease: Antipaina XN-Carbonyl-Arg-Val-Argal)-Phe),
Aprotinina (Aprotinin from bovine lung), BBI (Bowman-Birk Inhibitor), benzamidina,
berenil (Diminazene aceturate), E64 trafsEpoxysuccinyl-L-leucylamidd4-
guanidino) butane), Leupeptina (Acetyl-Leu-Leu-Arg-al hydrochloride), Quatinat
(n-(N,-CarbonylCpd-X-Pheal)-Phe (Cpd=capreomycidine) (capreomycidine = [S,S]-
a-(2-Iminohexahydro-4-pyrimidyl)glycine), SKTI (Kunitz Inhibitor) e o strago
cromogénico N-benzoil-L-arginip-nitroanilina (L-BApNA) foram obtidos da Sigma-
Aldrich Brasil Ltda (Sao Paulo, SP, Brasil).
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2.4. Bioensaios

2.4.1. Efeito dos IPs sobre ninfas deiaphorina citri

O efeito dos IPs sobre as ninfaslecitri foi avaliada em ninfas de 3° instar.
Seis mudas d@1. paniculatapara cada tratamento cresceram em tubetes contendo
substrato e foram podadas para estimular o crescimento. Apds 0 surgimentoto®s
(2 a 3 cm de comprimento), cada tubete com mudd.gmniculatafoi acondicionado
em uma gaiola elaborada com estrutura plastica, identificadisposta para o
experimento em sala de criacdo, conforme descrito a seguir.

Um copo pléstico transparente de 500 mL vazio (copovE)dém sua base um
orificio cortado com estilete de cerca de 3 cm de diametro. Outro copo 2, de
igual volume, tee um orificio cortado com estilete no mesmo tamanho de seu diametro
inferior salvaguardando 1 cm das bordas, tpiefechado por tecido tipo voil. Um
tubete contendo uma muda da planiantroduzido no interior dessa estrutura montada
e fixado, pela borda do tubete, ao orificio cortado no copo 1. Um circulo de papel filtro,
cortado com o mesmo diametro do cofod,disposto entre a planta e o solo do tubete a
fim de ge fossem coletados insetos mortos. Os copos 1 e 2 foram posicionados de
modo a coincidir suas bocas. A fixacdo e a vedacao completa dos cop@docas
foram realizadas com Parafilm. Um copo plastico de 500 mL com tampa (caeee3),
um orificio cortado com estilete em sua tampa, até alcangaesono diametro do
orificio do copo 1. O copo foi fixado na tampa do copo 3 utilizando cola quente.
Posteriormente, cada uma das seis plantas de cada tratéongniwerizada com 5 mL
das solu¢des dos inibidores (Tabela 1), com o auxilio de um aerégrafo acoptado a
bomba de presséo constante 1,2 kgf/cm, até o ponto de escorrimento. ApEgeansec
cada repeticéo foi infestada com 10 ninfas de terceiro instBx. diéri (Ribeiro et al.,
2015). A agua destilada adicionada do espalhante adesivo a 0,01% (Triton X-100) usada
para o preparo das solucdes, foi considerada como solucéo controle.
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Tabela 1.Inibidores de proteases e respectivas concentracdes testadas.

Inibidores Concentracdes Referéncias
Antipaina 1000 pM Oppert et al., 2003
Aprotinina 50 uM Burguess et al., 2002
BBI 5 mg/L Prasad et al., 2010
Berenil 0,5¢g/L Souza 2015
E64 27,9 uM Oppert et al., 2003
Leupeptina 1000 uM Oppert et al., 2003
Quimostatina 500 pM Bown et al., 1997
SKTI 20 uM Bown et al., 1997

ApOs a aplicacdo dos tratamentos as mudas foram levadas parala sahcao
com condi¢des controladas (26 + 2°C e 70 + 10 % UR). A mortalidade das ninfas em
cada unidade experimental foi avaliada apos 24, 48, 72 e 96 h da infe#pgsd 17
dias foi avaliado o nimero de adultos que emergiram. As ninfas e os apdtosio

mostraram nenhuma reacgao ao toque foram considerados mortos.

2.4.2. Efeito residual dos IPs eiaphorinacitri

Para avaliar a toxicidade residual dos inibidores de proteasBs citri, foram
utilizadas mudas déM. paniculata cultivadas em copos descartaveis de 500 mL,
contendo substrato e dispostas em gaiolas como descrito anteriormelatenucia foi
podada a cinco centimetros para o estimulo do crescimento. Aposrgémciee dos
brotos (2 a 3 cm de comprimento), as mudas foram submetidas a aplicacdo dos
inibidores, via pulverizagdo, com 5 mL de solugcédo dos tratamentospoeseataram
maior efeito toxico no experimento anterior. A 4gua destilada cespahante adesivo
a 0,01% (Triton X-100) usados para o preparo das soluc¢des foi considerado o controle.

Os tratamentos foram aplicados com o auxilio de um aerégrafo aceplada
bomba de pressdo constante 1,2 kgf/icm. Apds a aplicacdo dos tratarasntoslas
foram mantidas em condi¢cdes controladas (26 + 2°C e 70 £ 10 % UR). Cinco
repeticbes, com 25 insetos adultos cada uma, foram utilizadas paremdd (Chen et
al., 2017). Em cada unidade experimental foi avaliado o ciclo dos adédtasvairte e
o efeito dos inibidores sobre o numero de ovos, viabilidade destes e hdauetae
ninfas. Sempre ap6s a constatacdo da morte do adulto ou ninfa, 0 mesmo doi detira

gaiola.

2.5. Avaliacéo dos parametros bioquimicos
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Para realizacdo da avaliacdo de proteases totais, adult®s deri foram
expostos a plantas d&. paniculatapulverizadas com os inibidores: Aprotinina, Berenil
e E64, que apresentaram melhores resultados no experimento inicial s Rarmaa
avaliacoes, os insetos utilizados foram obtidos diretamente d#@iariastando assim
isentos de contato com inibidores. Para avaliar as proteaseddmdaisutilizadas trés
repeticdes por tratamento, cada uma com 100 insetos e para asapalisess foram
utilizados 300 insetos por repeticdo. Apds a coleta da quantidade nacdssam
colocados em microtubos de 2 mL e levados ao freezer, juntamentd& coimde
solucdo tampdo HCl 10M, para que ocorresse a morte sibita dos mesmos. 8Apds
morte, foram inteiramente macerados (para que ocorresse 0 rompimentg.c@lula
homogenato foi centrifugado a 12.000m, durante 10 minutos, e o sobrenadante
(Extrato Enzimatico Bruto), foi mantido a 4°C até o final dos ensaios (Oligeiah,
2005).

Nos ensaios bioquimicos foram avaliados o teor de proteinas e as asiddade
proteases totais e cisteino proteases. Todos 0s experimentos bioquimicos foram

realizados em uma série de quatro repeticdes.
2.5.1. Determinacao do teor de proteinas

O teor de proteinas totais foi determinado pelo método de Bradford (1976),

utilizando soroalbumina bovina (BSA) como padrdo na concentracéao de 0,2 mg/mL.
2.5.2. Atividade das proteases totais

Atividade de proteases totais foi determinada pelo método de Kunitz (4847),
consiste na verificacdo da hidrdlise do substrato azocaseina, a 4gélasnproteases
presentes no extrato. Amostras de 25 pL de azocaseina a 2 % foram incubadas a 37 °C
com 30 uL do extrato enzimatico em tampao Tris-HCI, pH 8,0, por 30 min. Apds esse
tempo, 120 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a 10 % foram adicionados e a mistura
deixada em repouso, por 15 minutos, em banho de gelo. Posteriormente, foi realizada
uma centrifugacdo, por 5 minutos, a 8.000 rpm. Do sobrenadante, foram trassferido
100 pL para um tubo contendo 140 pL de NaOH 0,1 M e a determinacao da absorbancia

foi realizada a 440 nm.
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2.6. Caracterizacao dos parametros bioquimico-cinéticos de cisteipmtease

A cisteino protease é a classe de enzimas proteoliticas maisin@oate em
Hemiptera (Silva et al., 2012), além disso, cisteino protease apres@itwiatividade
em D. citri em estudos anteriores, sendo assim foi realizada a caracterizez8eus
parametros bioquimicos-cinéticos.

A atividade de cisteino-proteases foi realizada pelo método dgsarikrlanger
et al., (1961) modificado, utilizando o substrato cromogénico L-BApNA na
concentracéo final de 0,5 mM, a 25 °C em tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2hdor2@

mM de CaC} e 5 mM do agente redutor Ditiotreitol (DTT). Ao extrato enzimatico
foram adicionados 100 uL do inibidor de serino protease, benzamidina, na conoentraca
final de 1 mM, a fim de se medir apenas a atividade de cisteino qgateAs
velocidades iniciais foram determinadas pela medida da absorvaddi@ am em
funcdo do tempo (2,5 min), utilizando-se para os calculos o coeficiente idgaext
molar de 8800 (M x cm*) para o produto.

Para avaliar o efeito da temperatura na atividade, foi utilizado baaha-e
espectrofotometro Scanning UV-VIS modelo Nicolet Evolution 100 ctersa de
temperatura controlada e as temperaturas variardo de 10 a 50°C (Mendahga e
2011). O efeito do pH na atividade enziméatica foi determinado competatara que
apresentou melhor atividade, utilizando a faixa de pH de 4,0 a 10,0.

A determinacéo dos parametros cinéeticag 4, € Vimax app fOi realizada na
temperatura e com o tampé&o de pH que apresentou maior atividade (2503, p
faixa de concentracdo utilizada do substrato L-BApNA foi de 0,1 a 2,5 ngM. O
parametros cinéticos, no estado estacionario, seréo obtidos por meio dsfeg@n-
linear, empregando-se o programa de computacdo Sigma Plot 10.0 (Mendadngca et a
2011).

2.7. Avaliagéo do efeito dos inibidores de proteases

Para avaliar o efeito de inibidores de protease sobre a atividadstei@cci
proteases dé. citri, foi utilizado a temperatura e o pH que apresentaram maior
atividade. A concentracéo de L-BApNA utilizada foi de 0,5 mM e o protocgioice
foi 0 mesmo descrito no item 2.6. As concentracdes avaliadas do inibideride

protease Aprotinina foi de 0,5 uM a 4 uM, do inibidor sintético de serino peoteas
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Berenil de 5 mg/L a 25 mg/L e do inibidor de cisteino protease E@4udé¢ a 50 pM.

Foram avaliadas quatro repeticdes por tratamento.

2.8. Andlises Estatisticas

Foi utilizado para todas as analises o delineamento inteirameungdizado.Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e comparadossigeldete
Tukey a 5 % de significancia. Para determinacdo do efeito do pH e taumpeabre a

atividade de cisteino-proteadesutilizada estatistica descritiva.
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3. RESULTADOS

3.1. Efeito toéxico dos IPS sobre ninfas dB. citri

Avaliando o efeito dos inibidores de proteases sobre a mortalidade dedainfas
D. citri observou-se que todos os inibidores testados causaram mortalidade média
superior ao controle (Figura 1), no entanto, os que apresentaram diferencaasignific
foram Antipaina, Aprotinina, Berenil, E64 e Quimostatina.
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Figura 1. Mortalidade média (xEP) de ninfas d@®aphorina citri alimentadas com
plantas pulverizadas com diferentes inibidores de protease. Médiadasegor letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

A partir do nimero de ninfas colocadas em cada planta e do nimero de insetos
que atingiram a fase adulta, foi calculada a porcentagem de eciarg@ara cada
tratamento Houve reducéo significativa em relacdo ao controle na porcentagem de
emergéncia dos insetos para todos os tratamentos com excecédo do inibideigBil
2). Os inibidores que causaram maior reducdo significativa na emeargénem

Aprotinina, Berenil, E64 e Quimostatina.
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Figura 2. Emergéncia de adultos (xEP) 8gaphorina citri alimentados com plantas
pulverizadas com diferentes inibidores de protease. Médias seguidaetas |

diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

3.2. Efeito subletal dos IPs erD. citri

Para avaliagéo do efeito subletal foram selecionados trés inibglaredetaram
de forma significativa o desenvolvimento d@e citri: Aprotinina, Berenil e E64.
Observou-se reducao do total de ovos e adultos para os inibidores Berenil e E64 (Tabela
2). Apesar do total de ovos para a Aprotinina ter sido semelhante ao controle, esses ovos

tiveram sua viabilidade severamente reduzida.

Tabela 2. Efeito residual dos diferentes inibidores de protease no namero de ovos

depositados e viabilidade destes.

Inibidor Total de ovos Total de Adultos (F1)
Controle 56 37
Aprotinina 57 7
Berenil 36 15
E64 3 0

3.3. Atividade das proteases totais

Em relacdo a atividade especifica de proteases totals dédri submetida a

tratamentos com os IPs, observou-se que os adulatisnentados com plantas
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pulverizadas com Berenil, tiveram uma maior atividade em relagatratamentos

controle (Figura B
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Figura 3. Atividade das proteases totais em adultos (xEP)Dikgphorina citri
alimentados com plantas pulverizadas com diferentes inibidores dagerotdédias
seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
3.4. Caracterizacao dos parametros bioquimicos-cinéticos de cistejmmotease
3.4.1. Efeito do pH sobre a atividade enzimética de cisteino protease

Na figura 4 esta representado a atividade de cisteino protease \@rigidio de

4,0 a 10,0. Pode-se observar que o0 maior pico de atividade ocorreu ao utilizar-se tampéao
pH 6,0.

47



g 30
ec
wi—l
Se 251
g'm
o E 20 -
2w
o= 15 -
%5
o 9 10 -
38
39 >
4 5 6 7 8 9 10
-5 -
pH

Figura 4. Atividade (tEP) de cisteino proteases Mephorina citri em diferentes

valores de pH
3.4.2. Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica de cisteino protease
Pode-se observar na figura 5, que o pico de atividade de cisteino proteases

ocorreu na temperatura de 25°C, e as temperaturas superiores acatungianaducao
da atividade dessa protease.
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Figura 5. Atividade (+DP) de cisteino proteases dmphorina citri em diferentes

temperaturas (°C).
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3.4.3. Determinagéo da Ify app € Vimax app

Para avaliar os parametros cinéticos da cisteino protease em pH &0, fora
utilizadas diferentes concentragdes do substrato L-BApNA na velocidadacho, de
acordo com Lineweaver-Burk. Observou-se que a enzima apresentou penmliia
seguindo o modelo cinético de MichaeMenten na faixa de concentracao de substrato
analisada (Figura 6). Os valores dgajl% (constante de Michaelis-Menten aparente) e
Vmaxapp(vVelocidade maxima aparente) foram determinados, sendo 0,028 mM e 31,15

nM s*, respectivamente.
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Figura 6. Grafico de Michaelis-Menten da atividade de cisteino proteases moext
enzimatico deD. citri. Insercdo: grafico de Lineweaver-Burk da atividade do extrato
sobre L-BApNA. Os pontos sdo experimentais. A linha continua tracada fodhasuaa
dados teoricos, utilizando-se a equacdo de Michaelis-Menten para regcaobidos

valores de Ifiapp € Vivax app

3.5. Avaliacéo do efeito dos inibidores de protease na atividade de cistepnotease
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O inibidor Aprotinina ocasionou um aumento significativo da atividade
enzimatica apenas na concentracdo de 0,5 pM, enquanto as outras concentracdes

analisadas a atividade nao diferiu do controle (Figura 7
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Figura 7. Atividade especifica de cisteino protease (xDP)Dd&phorina citri em
diferentes concentracfes do inibidor Aprotinina. Médias seguidas par difieeentes

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

O inibidor Berenil ocasionou reducédo significativa da atividade enzianati
apenas na concentracdo de 15 mg/L. As demais concentracbes ta@@mafe

significativamente a atividade da enzima quando comparada ao controle gyigura
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Figura 8. Atividade especifica de cisteino protease (xDP)Ddaphorina citri em
diferentes concentracdes do inibidor Berenil. Médias seguidas por letreentdife
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Os resultados indicam que o inibidor de cisteino proteases E64 reduziu

significativamente a atividade na maior concentracao testada, 50 guvia(B.
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Figura 9. Atividade especifica de cisteino protease (xDP)Dilgphorina citri em
diferentes concentra¢des do inibidor E64. Médias seguidas por letras difeliéariem

entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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4. DISCUSSAO

Os inibidores enziméticos sdo naturalmente produzidos pelas planté&oe es
intimamente relacionados ao mecanismo de defesa contra insp&d8genos. Essas
moléculas tém sido amplamente estudadas na inibicdo de erdigeativas, como
proteases (Burgess et al., 2002; Oppert et al., 2003; Pilon et al., 20¢&0 Phial.,

2016). O presente estudo fornece uma analise do potencial uso de inibidores de
proteases no controle de. citri. Ao avaliar a mortalidade das ninfas do psilideo
verificou-se que todos os inibidores provocaram mortalidade superior ao controle, sendo
0s mais efetivos a antipaina, aprotinina, berenil, E-64 e quimost&irta64, um
inibidor irreversivel de cisteino protease, além de provocar altalichadie de ninfas,
também reduziu drasticamente a porcentagem de emergéncia, o numero de ovos
depositados e a viabilidade dos ovos. Resultados semelhantes foradoselpbr
Alvarez-Alfageme et al. (2011) que, avaliando o efeito do inibidor At8Em ain ninfas

de Acyrthosiphon pisum(Hemiptera: Aphididae), observaram que na maior
concentracdo testada (10 uM) a mortalidade atingiu 77,4% e tambémairabvidade

de cisteino proteasdn vitro. No trabalho de Zhao et al. (2018), também ocorreu
reducdo na fecundidade de adultos Admlygus lucorum(Hemiptera: Miridae) ao
analisarem E64 nas concentracdes de 2 e 8 ug/g de dieta.

Adultos deD. citri submetidos a plantas pulverizadas com Berenil, um inibidor
sintético parcialmente competitivo da tripsina (serino protease) apnesanum
aumento na atividade proteolitica total. Esse resultado corrobora com evidéncias de que,
a ingestdo cronica de inibidores de proteases pelos insetos ndo dirdigastéo
protéica, mas acarreta a hiperproducéo de proteases (mesma ou difdmestss afim
de mitigar a limitacdo de aminoacidos essenciais para asesirde proteinas,
crescimento e reprodugcédo (Pilon et al.,, 2006). Os detalhes dos mecanismos de
mitigac&o, por meio dos quais o0s insetos reconhecem a presenca dosasibo trato
intestinal, ainda ndo estdo bem esclarecidos. Alguns trabalhos ténstedo que a
inducdo de tripsinas em lepiddpteros se da no nivel de transcric@a (fdazumdar-
Leighton & Broadway, 2001), o mesmo ocorre com a inducdo de protease tipo catepsina
B em larvas de coledptero€allosobruchus maculatugMoon et al., 2004)Nossos
resultados séo diferentes aos encontrados por Colebatch et al. (2001), que werificara
reducdo da atividade proteolitica do ins€@ontiades dilutugHemiptera: Miridag
submetido a tratamento com Aprotinina e Berenil, nas concentracdes dd 6,84

UM respectivamente.
52



Ha indmeros estudos que comprovam que a principal classe de enzima
proteolitica presente em hemipteros é a cisteino protease (GoodingHbd866man &
Downe, 1980; Terra et al, 1988). Esse fato pode ser decorrente de doiss evento
evolucionarios. O primeiro considera que a perda da serino protease digestiva foi
decorrente a mudanca de habito alimentar e a adaptacdo deskesdonsconsumo de
seiva. O segundo evento leva em conta 0 uso de proteases lisogsomaiguns
hemipteros sugadores de seiva, que retornaram a um habito alimetéiao ficerra &
Ferreira, 1994). O fato € que serino proteases sdo encontradas aper&segasss
salivares em insetos Hemipteras, nunca no intestino; além elsgdps citoquimicos e
de biologia molecular confirmam a origem lisossomal das proteasesicas luminais
(Billingsley & Downe, 1988; Terra & Ferreira, 1994; Kollien et al., 2004). A
caracterizacdo de cisteino protease Ddecitri, realizada no presente trabalho foi
fundamentada nesse principio. Além do mais, ndo h4 até o moméattis reobre
caracteristicas bioquimicas e cinéticas de proteases atuantes t&oaigBs citri.

A maior atividade de cisteino-proteases obtida nesse estudo foi eé8/0pA
maioria das cisteino proteases tém um pH 6timo proximo a neutralidateyae
algumas delas, por exemplo, cisteino proteases lisossomais, sejanameante ativas
em pH acido (Rao, 1998). Esse resultado estd de acordo com os encontrados por
Bigham & Hosseininaveh (2010) em estudo de caracterizacdo de cisteinaserote
presente no intestino médio do percevePrachynema germari(Hemiptera
Pentatomidae), no qual o pH 6timo encontrado foi igual a 5. Darvishzadel2éx8l).,
trabalhando com cisteino protease dRmynchophorus ferrugineugColeoptera
Curculionidae) encontraram valor de maior atividade em pH 6. No presdrdathdra
verificou-se que o pico de atividade de cisteino protease ocorreu a 28f€rdtiras
superiores ocasionaram a reducdo da atividade enzimatica, prosatesldevido a
desnaturacdo proteica. Com base nesses resultados, 0s ensaios biogquétdos-ci
posteriores foram realizados em pH 6,0 e 25°C, a fim de caracterizanogstei
protease(s) atuante(s) em pH acido.

Os parametros Cineticos,m¥ app € Km app €Nncontrados nesse trabalho foram
diferentes aos obtidos por Zibaee et al. (2011) estudando cisteino protease de
Eurygaster intergricepgHemiptera: Scutelleridae). Os valores encontrados@g 2
foi de 11,11 U/mg de proteina e 10 mM dgals Isso pode ser justificado devido a
especificidade dos diferentes substratos testados, o substrato usado pereZibh
(2011) foi L-di-hidroxifenilalanina (L-DOPA) enquanto o utilizado no presente estudo

foi L-BApNA. Outros autores utilizando o mesmo substrato (L-BApNA) do presente
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trabalho, encontraram valores préximos aos obtidos Pareitri, como é o caso de
Mohamed et al. (2005) que determinaram um Km de 0,6 mM para cisteino pduease
parasitaFasciola gigantica(Echinostomida: Fasciolidae) e Mendoncga et al (2011) que
obtiveram um K spp de 0,63 e 0,04 mM para cisteino protease presente na fracéo
soluvel e insolavel do intestino médio Aeticarsia gemmataligespectivamente.

Os inibidores de protease tém efeitos indesejados ao organismo por bbbquear
atividade de proteases no intestino do inseto-alvo (Jin et al., 2014). Geatglm
atuacado desses inibidores sobre uma classe especifica de protease émvéliagaor
meio da determinacdo da atividade enzimética (Prasad et al., 2010). Moestsio, a
cisteino protease também foi caracterizada usando inibidores especificos.

Um dos inibidores mais utilizados para a caracterizacdo de cisteincspsofea
E64, por ser um inibidor irreversivel, ndo competitivo de tiol proteadssim,
observou-sejue apenas a maior concentragdo de E64, 50 uM foi capaz de inibir a
atividade enzimatica. Um resultado semelhante foi obtido parancispedteases da
fracdo insoluvel d&. gemmatalisonde somente a & concentragao de E64, 100 uM
inibiu significativamente a enzima (Mendonca et al., 2011). Da mesma,fortrerenil
na concentracdo de 15 md Inibiu a atividade da enzima. O contrario foi observado
qgquando o inibidor de serino protease, Aprotinina foi avaliado. A aprotinina € um
polipeptidio de cadeia simples, constituido por 58 residuos de aminoacé&asne
inibidor das enzimas proteoliticas, quimiotripsina, calicreina, plasmin@ipsina
(Mendonga et al., 2011). Houve aumento significativo da atividade apenasnoa m
concentragdo testada, 0,5 uM.

No trabalho de Colebatch et al. (2001), ao avaliarem o efeitolddares sobre
as proteases déreontidaes dilutugHemiptera: Miridae)in vitro, verificaram que a
Aprotinina e o E64 inibiram a atividade de protease sugerindo a presesedantee
cisteino proteases em seu intestino médio. Semelhante aconteceu nebte dratzafoi
verificada a inibicdo da atividade de cisteino proteaseb .eqitri, 0 que até entdo era
desconhecido. Ao analisar no geral os inibidores de protease como umatiadtedle
controle deD. citri, o inibidor mostrou ter potencial, devido a quantidade de variaveis

as quais demonstrou ser eficiente.
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5. CONCLUSOES

Este trabalho avaliou os efeitos dos inibidores de proteasd saiiri. Os
resultados demonstram que dentre os inibidores avaliados, o inibidor E&haagaais
prejuizos ao desenvolvimento do inseto, como aumento mortalidade, reducdo na
fecundidade, no nimero de ovos e inviabilizacdo dos ovos, além de natEygice
maior testada inibir a atividade especifica de cisteino protease.

Foi demonstrada pela primeira vez a atividade de cisteino proteasmscid
psilideo-dos-citros, essas sao responsaveis por auxiliar no processcstidigateica

do inseto e podem ser entdo um alvo para o contrdle cléri.
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CONCLUSOES GERAIS

Os extratos etandlicos de galhos e fru@scanjeranasolre A. gemmatalis®
mais eficiente que os de sementes, folhas e do que os triterpertasd@fes
parametros bioldgicos, indices nutricionais e atividade enzimatica.

O inibidor de proteases E64 selD. citri mostrou ser uma possiveis alternativa

de controle do inseto, pois afetou sua biologia e atividade de cisteino proteases.
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