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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenga e o indice de inibi¢do dos inibidores de proteases
presentes nas sementes de alguns gendtipos do Banco Ativo de Germoplasma do algodao (Gossypium
spp.). O extrato protéico bruto das sementes de algodao foi quantificado quanto a concentracao de
proteinas totais e, seguidamente, testado para avaliagdo da atividade inibitdria das enzimas tripsina e
papaina. Os resultados foram expressos em atividade residual de tripsina e papaina, determinada pela
absorbancia a 440 nm contra os controles apropriados para cada reagdo. Assim, foi possivel identificar a
presenca significativa de inibidores das enzimas tripsina e papaina nos extratos protéicos das sementes,
tendo, em alguns genotipos, um indice de inibi¢ao acima de 70%.
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Abstract

The objective of this work was to verify the presence and the index of inhibition of the proteases inhibitors
presents in the seeds of some genotypes of the Active Bank of Germoplasm of the cotton (Gossypium sp
p.). The protein extract rude of the cotton seeds was quantified with relationship to the concentration of
total proteins and tested for evaluation of the inhibitory activity of the enzymes tripsin and papain, The
results were expressed in residual activity of tripsin and papain, certain for the absorbance to 440 nm
against the appropriate controls for each reaction. Like this, it was possible to identify the significant
presence of inhibitors of the enzymes tripsin and papain in the protein extracts of the seeds, tends in some

genotypes, an inhibition index above 70%.

Keywords: Cotton; Gossypium spp.; Seeds; Protease inhibitors.

Introducdo

O algodao ¢ a fibra téxtil mais antiga e
importante cultivada no mundo, sendo considerada a fibra
vegetal mais utilizada pelo homem, cujo comprimento
pode atingir 38 mm e, em decorréncia das poucas
exigéncias em solo e clima, pode ser produzido e cultivado
em todos os continentes (1). A sua fibra ¢ a principal
matéria-prima utilizada na confec¢@o de varios tipos de
tecido para a tecelagem e fios para a obtengao de feltro,
de celulose, peliculas fotogréficas e chapas para radiografia
(2). Além dos beneficios obtidos pela utilizagao da fibra,
pode-se aproveitar, também, as propriedades da semente
do algodao, rica em 6leo e util para a alimentagao humana
e para a fabricacdo de margarina e sabao. O subproduto
da extracdo do 6leo (torta) também pode ser util para a
alimentagdo animal (1).

Naagricultura, o controle de pragas/doencas faz
parte do sistema de producao de uma cultura, uma vez
que, sem o seu controle, esses inimigos tendem a diminuir
muito a produtividade de uma lavoura; entretanto, o
controle das pragas requer, para sua execucao,
conhecimentos solidos sobre a morfologia, biologia, habitos
das pragas, além dos danos e sintomas de ataque delas.
Devido ao ataque de pragas e doengas, a perda da produgo
agricola mundial tem sido estimada em 37%, dos quais
13% causados por insetos (3). Os métodos convencionais
empregados para a protecdo das culturas sdo por meio de
agroquimicos, porém seu uso aumenta consideravelmente
os custos de producdo e pode causar desequilibrio no
ambiente, decorrente dos residuos. Existe grande dificuldade
em se manter a estabilidade da produgao algodoeira, em
virtude do ataque das pragas, uma vez que, para combaté-
las, faz-se necessario o consumo de cerca de 25% de todo o
inseticida gasto no planeta.

Visando a obter um desenvolvimento
sustentavel desse agroecossistema, ha necessidade da
implementagao de praticas capazes de minimizar os riscos
de danos causados por pragas e do acréscimo de outros

beneficios, como: uso mais eficiente de praguicidas;
menores riscos de intoxicagdo humana; minimizagdo dos
indices de contaminagdo ambiental; preservagao da
biodiversidade; menores possibilidades de resisténcia aos
praguicidas e maior rentabilidade, devido a redugao dos
custos ¢ a subseqiiente manutencao dos rendimentos (3).

Uma dessas caracteristicas importantes para o
agronegocio do algodao é o desenvolvimento de
genotipos resistentes/tolerantes aos insetos/praga; esses
genotipos podem ser obtidos por meio de plantas
transformadas com genes de interesse, como, por
exemplo, os genes que codificam inibidores de proteases.

Os inibidores de proteases constituem-se em
um elemento dentre os varios mecanismos vegetais de
defesa contra insetos herbivoros. As plantas possuem certo
grau de resisténcia a insetos € apenas um nimero limitado
destes ¢ habil a alimentarem-se de cada espécie. Essa
resisténcia inerente € baseada nos varios mecanismos de
defesa desenvolvidos pelas plantas, durante a evolugao.
Atualmente, sabe-se que os defensivos sdo encontrados
em varios tecidos vegetais e expressos constitutivamente e
outros podem ser induzidos por lesdes (4). Diversas
plantas, como a batata e o tomate, sintetizam esses
inibidores, em resposta ao ataque de insetos. A presenga
dos inibidores nas folhas pode acarretar a morte de insetos
herbivoros, por ma nutri¢ao, em conseqiiéncia da inibigao
das suas proteases digestivas (5).

Plantas, microrganismos e animais contém
proteinas que apresentam a propriedade de formar
complexos proteina-proteina, reversiveis ou ndo, com
varias enzimas proteoliticas, promovendo a inibi¢cao
da atividade dessas proteases por competicao pelo seu
sitio catalitico. Estas proteinas sdo moléculas cuja massa
molecular varia de 10 a 90 kDa, na maioria dos casos
(6). Sao denominados de acordo com a protease inibida
e/ou sua fonte como, por exemplo, o inibidor de
tripsina de soja [ Glycine max (L.) Merril] (7).

Os inibidores de proteases mais conhecidos e
estudados sdo aqueles que afetam a atividade de serino-
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proteases, cisteinoproteases, proteases asparticas e
metaloproteases, que sao os quatro grandes grupos aos
quais pertencem as enzimas proteoliticas (8). Os inibidores
de tripsina, uma serino-protease, concentra 0 maior
numero de pesquisas no assunto, sendo as familias
Solanaceae, Leguminosae e Gramineae as mais
investigadas quanto a atividade de inibidores, por
representarem importantes fontes de alimentos (6). Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar a presenca
de inibidores de proteases ¢ o indice de inibi¢ao deles,
presentes nas sementes de alguns gendtipos do Banco
Ativo de Germoplasma do algodao (Gossypium spp.).

Material e métodos

Material Vegetal

As sementes de algodao empregadas neste
trabalho foram obtidas junto ao Banco Ativo de
Germoplasma de Algodao - BAG (Tabela 1) da
Embrapa Algodao, situada no municipio de Campina
Grande, PB. Essas sementes foram trituradas para a
obtencdo da farinha.

Tabela I - Lista dos genotipos de algodio testados para a identificagdo de inibidores de proteases

Gendtipos

Espécie

FMT 97-1067
Precoce |
Delta Opal
ITA 90
Stoneville 132
Tamcot Spinks
CNPA 5M
CAB-CS

Sto 474

BRS Antares
Allen Ancien
BSA T92
Acala Ancien
Tashkent

Triumph big

Gossypium hirsutum

Sea Blang
Bahtium 110
Giza 79
Mono 79

Gossypium barbadense

Boumi dgiroff
AK-4

Boumi Ghermer

Gossypium herbaceum

Colunam
Lao 1/85
Desi 627
AK 235
G117-2

Gossypium arboreum
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Delipidacdo das farinbas das
sementes de algoddo

A delipidagao das farinhas dos gen6tipos de
algoddo selecionados foi realizada pelo método de
Soxhlet, segundo a metodologia descrita em (9) e
citada por (10). Fez-se a trituragdo 20 g de farinha,
previamente pesada em balanga de torsdo semi-
analitica (METTLER®), modelo P1210, em cartucho
proprio de extragdo. Os lipidios foram extraidos pela
utilizagdo de hexano (30-60°), em seguida, a farinha
foi retirada do cartucho, habil para a obtencdo dos
extratos protéicos.

Obtengdo dos extratos protéicos das
sementes de algoddo

Para a extracdo das proteinas, foi pesada 1 g
de cada farinha das sementes de algodao previamente
delipidada. Em seguida, 10 mL de tampao Tris—HCl
pH 7,5 50 mM foi adicionado a farinha, e incubado
sob agitagcdo por uma hora, a temperatura ambiente.
Decorrido esse tempo, a suspensao foi centrifugada
por 30 minutos a 4°C, sob rotagdo de 15.000 rpm.
Ap0s a centrifugacao, o sobrenadante foi coletado em
tubo Falcomi de 15 mL e filtrado em 14 de vidro,
mantido sob refrigeragao (—20°C) até a sua utilizagao
nos testes de atividade inibitoria.

Determinacdo da atividade nibitdria
de extratos protéicos de sementes de
algoddo contra tripsina

O extrato protéico bruto, das sementes de
algodao, foi quantificado quanto a concentragao de
proteinas totais e, seguidamente, testado para a
avaliag@o da atividade inibitdria de tripsina. Para a
obtengdo da curva de inibi¢do, o volume de 200 puL
do extrato bruto foi incubado com 15 mL de tripsina
do pancreas bovino, com 165 mL de volume de tampao
Tris-HCI 50 mM pH 7,5 e com 120 mL da solugao
ativadora (HC1 0,0025M), até se atingir um volume
final de 200 mL por tubo. A mistura foi incubada por
15 min a 37°C e 200 mL do substrato azocaseina foi
adicionado em cada tubo. A incubagao procedeu-se
por mais 30 min a 37°C e areacao foi finalizada pela
adicao de 300 uL de TCA 20% (v/v). As reagdes foram
realizadas em triplicata, tanto para cada dose testada
do extrato protéico quanto para os respectivos

controles, os quais constavam da adi¢do de acido
acético antes do substrato. Em seguida, apds a
interrupgao da reacdo, as amostras foram retiradas do
banho-maria e deixadas em temperatura ambiente, por
cerca de 10 minutos, para entdo serem centrifugadas.
Ap6s a centrifugacao, fez-se a retirada de 500 mL do
sobrenadante, para outros tubos de vidro, com intuito
da reagdo ser alcalinizada com NaOH 2N, na
proporgao de 1:1. O controle representando por 100%
da atividade enzimatica foi obtido pela mistura de
reacdo sem a presenca do extrato de proteinas (11). Os
resultados foram expressos em atividade residual da
enzima tripsina, determinados pela absorbancia a 440
nm contra os controles apropriados para cada reagao.

l.)e.te.rrgzi]zaédo da atividade
inibitéria de extratos protéicos de
sementes de algoddo contra papaina

O extrato protéico bruto das sementes de
algodao foi quantificado quanto a concentragdo de
proteinas totais e testado para a atividade inibitdria da
papaina. Para cada genoétipo, foram utilizadas trés
repeti¢des, sempre com o controle, que foi o parametro
util para avaliagdo da atividade inibitéria dos extratos.
O controle da enzima papaina e das trés repeti¢des
também foi utilizado como foi todo o procedimento,
em tubos de hemolise.

Inicialmente, foram adicionados nos tubos
20 uL da enzima papaina (1 mg de papaina/2 mL de
Tris-HCI 50 mM pH 7.,5), juntamente com 40 pL da
solugdo ativadora (20 mM de EDTA; 25 mM de b-
Mercaptoetanol; Tris-HCI 50 mM pH 7,5) e 40 uL
do tampao Tris-HCl 50 mM pH 7,5, e s6 assim
incubados a 45°C, durante 10 minutos; apds este
tempo, foram adicionados 410 pL de tampao Tris-HCI
50 mM pH 7,5 no controle das enzimas e 210 uL no
restante dos tubos; em seguida, foi adicionado 200 puL
dos extratos protéicos, com excegao dos tubos contendo
as enzimas.

Todos os tubos foram incubados durante 10
minutos, a 45°C, para posterior adi¢do de 200 puL de
azocaseina a 1%, com exce¢do dos controles.
Novamente uma incubac¢do de 10 minutos foi
necessaria para a adi¢ao de 300 pL de TCA 20% e 200
uL de azocaseina 1% nos controles, a fim de promover
a interrupcao da reagdo. As amostras foram retiradas
do banho-maria e deixadas a temperatura ambiente
durante cerca de 10 minutos e centrifugadas. A partir
dos sobrenadantes obtidos, 500 puL foram transferidos
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para tubos de hemolise para serem alcalinizados com
NaOH 2N, na propor¢do de 1:1. O controle
representando 100% da atividade enzimatica foi obtido
pela mistura de reacdo sem a presenga do extrato de
proteinas (11). Os resultados foram expressos em
atividade residual da enzima papaina, determinados
pela absorbancia a 440 nm contra os controles
apropriados para cada reagao.

Resultados e discussdo

Dos gen6tipos do banco de germoplasma do
algodao testados, observa-se que todos os extratos
protéicos demonstraram capacidade de inibir proteases
serinicas, assim como proteases cisteinicas. Verificaram-
se, quando da realizago dos testes de inibi¢cdo com os
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extratos protéicos das sementes de algodao contra a
enzima comercial tripsina, uma variagao na taxa de
inibicdo com minimo de 8,13% no gendtipo Lao 1/
85 e um maximo de 89,04% em Bahtium 110. Os
gendtipos FMT 97-1067, Sea Blang, Mono-79,
Precoce 1 e G117-2 apresentaram, respectivamente,
as seguintes porcentagens de inibicao: 71,20%,
74,85%,76,21%, 75,43% ¢ 85,75% (Figura 1). Essas
taxas de inibigao indicam que os extratos protéicos sao
inibidores de proteases serinicas, podendo ser utilizados
no futuro, para inibir a acdo de enzimas de diversos
insetos/praga, principalmente lepidopteros possuidores
da digestao facilitada pelas proteases serinicas, existentes
em seu intestino médio (5); além disso, também podem
atuar na defesa contra patdgenos, tendo como exemplo
ainibicdo da atividade tripsinica do fungo Rhizoctonia
solani Kuhn (12).
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Figura 1 - Inibicdo da atividade tripsinica pelos extratos protéicos totais de alguns genotipos do BAGda

Embrapa-Algodio

Os inibidores de tripsina concentram o maior
numero de pesquisas no assunto, sendo as familias
Solanaceae, Leguminosae e Gramineae as mais
investigadas quanto a atividade de inibidores, por
representarem importantes fontes de alimentos (6). O
género Gossypium spp, pertencente a familia Malvaceae,
também mostrou representativa atividade inibitoria
contra a tripsina, enfatizando os genotipos da espécie
Gossypium barbadense, que possuem maior capacidade
de inibir, acima de 70%, a enzima tripsina, como em
Bahtium, Sea Blang e Mono 79.

A triagem das sementes de algoddo quanto a
inibi¢ao de proteases cisteinicas também foi bastante
significativa, visto que mostrou inibigao satisfatoria da
enzima papaina, com expressivos valores acima de 70%,
como em Delta Opal, com indice de 90,33%. O valor
minimo encontrado foi em Precoce 1, com 32,72% de
inibigdo. Os genotipos CNPA 5SM, Desi 627, Stoneville
132, Lao 1/85, Mono 79, Sto 474, AK 4,ITA90e BST
92, apresentaram respectivamente inibigao de 70,51%,
74,20%, 75,58%, 76,50%, 81,11%, 81,57%, 81,57%,
84,80% e 88,95% (Figura 2).
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Figura 2 - Inibicao da atividade papainica pelos extratos protéicos totais de alguns gendtipos do BAG da

Embrapa-Algodao

Ressalta-se que grande parte dos extratos
protéicos que demonstraram inibir a papaina comercial
faz parte da espécie Gossypium hirsutum (Delta Opal,
Stoneville 132, Sto 474, CNPA 5M, BST 92 ¢ ITA
92), a qual representa cerca de 90% do algodao cultivado
comercialmente. A taxa de inibigao dos extratos protéicos
de algodao contra a enzima papaina € significantemente
alta, superando os valores encontrados nos testes com a
enzima tripsina, que se mostraram bastante significativos,
assim evidenciando que a especificidade da inibi¢ao é
consideravelmente varidvel. Alguns inibidores de
proteases sao capazes de inibir apenas uma protease,
enquanto outros sdo ativos contra diferentes enzimas,
dentro ou ndo de uma mesma classe (13). Resultados
satisfatorios também foram encontrados em sementes
maduras de Castanea sativa com significante atividade
antipapaina de 44% (14).

Atualmente, plantas transgénicas resistentes a
diversas pragas, por meio da expressdo de inibidores
especificos para as enzimas proteoliticas digestivas desses
insetos, sao comercializadas e cultivadas. Alguns exemplos
sdo as culturas de tabaco (Nicotiana tabacum L.), tomate
(Lycopersicon esculentum L.), algodao (Gossypium hirsutum
L.), batata (Solanum tuberosum L.), alfafa (Medicago sativa
L.), canola (Brassica napus L.), soja (Glycine max), milho
(Zeamays L.) e arroz (Oryzasativa L.) (15). Conhecendo
melhor o papel de inibidores de proteases nas interagdes
com insetos herbivoros e microrganismos, plantas
geneticamente modificadas poderdo ser obtidas para a
expressao de genes que codifiquem inibidores especificos
para proteases para o controle de pragas e doengas.

Conclusoes

* apresenca de inibidores de proteases cisteinicas
no extrato protéico das sementes de algodao foi
bastante expressiva contra a enzima comercial
papaina, ja que todos os genoétipos testados
mostraram alto potencial inibitorio;

. o indice mais elevado de inibi¢do foi avaliado na
cultivar Delta Opal, com 90,33%;

. os extratos protéicos também apresentaram
inibicao significativa a enzima comercial tripsina,
com o valor maximo de 89,40% na cultivar
Bahtium 110.
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