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Resumo

Os insetos fitdfagos, como muitos outros animais, utilizam-se de enzimas digestivas, tais como amilases e
proteinases para processar 0s nutrientes obtidos das plantas, necessarios para seu desenvolvimento. As
plantas, por sua vez, utilizam diversos mecanismos para se defender do ataque dos insetos, dentre eles a
producdo de proteinas que inibem a acdo das enzimas digestivas dos insetos. Os inibidores de enzimas
digestivas podem ser encontrados em diversas partes das plantas, mas os érgaos de reserva, sementes e
tubérculos sdo as principais fontes dessas proteinas. Estudos recentes tém demonstrado que a presenca dos
inibidores de enzimas digestivas nas plantas aumenta sua resisténcia ao ataque das pragas. Nem sempre 0s
inibidores estdo em plantas de interesse comercial ou quando estdo ndo apresentam niveis suficientes para
evitar os danos das pragas. A biotecnologia tem contribuido para a solucdo desse problema por meio da
insercdo dos genes responsaveis pela expressao dos inibidores das enzimas digestivas nas plantas de interesse
econbmico. Os estudos experimentais demonstram que as plantas geneticamente modificadas expressando
essas proteinas tém se mostrado mais resistentes as pragas que as plantas ndo transgénicas. A adocao dessa
tecnologia poderéa reduzir o uso de inseticidas, minimizando os riscos para a sallde humana e animal. Antes,
porém, da liberacdo dessas plantas em escala comercial, diversas pesquisas necessitam ser realizadas com
0 objetivo de avaliar os possiveis impactos que essa hova tecnologia pode causar ao meio ambiente e a satide
do homem e dos animais.
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Abstract

Phytophagous insects and other animals use digestive enzymes, such as amylases and proteinases to process
the nutrients obtained from the plants necessary for their development. The plants, on the other hand,
developed several mechanisms to defend themselves from the attack of insect pests, including the production
of proteins that inhibit the action of digestive enzymes of insects. The digestive enzyme inhibitors can be found
in several parts of the plants, but the reserve organs, such as seeds and tubers, are the main sources of those
proteins. Recent studies have demonstrated that the presence of these compounds in the plants increases their
resistance to the attack of pests. The inhibitors are not always present in plants of commercial value or may
not be present in levels high enough to avoid the damages of the pests. The biotechnology has contributed
to the solution of this problem by inserting the genes responsible for the expression of the digestive enzyme
inhibitors in the plants of economical interest. The experimental studies demonstrate that the genetically
modified plants expressing those proteins are more resistant to the pests than the non transgenic plants. The
adoption of this technology can reduce the use of insecticides and minimize the risks for the human and animal
health. However, before the liberation of these plants in commercial scale, various research need to be done
with the objective of evaluating the possible impact that this new technology can possibly influence to the

environment and to the human and health.
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Enzimas Digestivas

Como a maioria dos organismos Vivos,
0s insetos também produzem enzimas digestivas
para a obtencdo dos nutrientes essenciais as suas
atividades metabdlicas. Das 14 enzimas digestivas
utilizadas pelos insetos, 12 j& foram caracterizadas
em diferentes espécies por pesquisadores da
ESALQ-USP (MEDEIROS, 2000). Dentre essas, as
mais importantes e que tém sido mais investigadas
sdo as a-amilases e proteinases.

As a-amilases constituem uma familia de
endoamilases que catalisam a hidrolise de ligacdes
glicosidicas a-1,4 do amido, glicogénio e outros
carboidratos (FRANCO et al., 2002). Essas enzimas
sdo muito importantes para insetos e fungos, es-
pecialmente para aqueles que se desenvolvem em
gréos ricos em amido.

As proteinases sdo enzimas extracelula-
res presentes no limem do intestino dos insetos,
atuando no metabolismo de aminoacidos essenci-
ais. Essas enzimas sao classificadas de acordo com
a Unido Internacional de Bioquimica em quatro
grandes classes: proteinases serinicas, cisteinicas,
aspérticas e metalo-proteinases. As mais estuda-
das sdo as proteinases serinicas, muito frequentes
em varios insetos e que se assemelham a tripsina e
a quimiotripsina de mamiferos. As proteinases cis-
teinicas também sdo importantes enzimas digesti-
vas para os insetos Callosobruchus maculatus (Fa-
bricius) e Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleop-
tera: Bruchidae) (FRANCO et al., 1999).
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Fontes dos Inibidores de Enzimas Digestivas

As plantas, no decorrer da evolucéo, de-
senvolveram mecanismos de resisténcia, produ-
zindo nos tecidos atacados (folhas, frutos e 6r-
gdos de reserva) inibidores para as enzimas di-
gestivas dos insetos fitéfagos.

Os principais inibidores de a-amilase co-
nhecidos sdo os encontrados no feijdo (Phaseo-
lus vulgaris), trigo (Triticum aestivum) e milho
(Zea mays). Os inibidores do feijao sdo identifi-
cados como a-All e a-Al2 e os do trigo foram
denominados de 0,19 e 0,53 (Franco et al., 1999).
No milho j& foram identificadas quatro proteinas
inibidoras de amilase com os seguintes pesos mo-
leculares: 12 kDa (Blanco-Labra et al., 1995 ), 19,7
kDa (Figueira et al., 2003a), 23,8 kDa (Figueira et
al., 2003b) e 29,6 kDa (Blanco-Labra; lturbe-
Chifias, 1981).

Os principais inibidores de proteinase
conhecidos e suas respectivas fontes sdo: Cll (ini-
bidor de proteinase serinica presente na soja Gly-
cine max), CpTI (inibidor de tripsina do feijédo-
de-corda Vigna unguiculata), OC | (inibidor de
cisteina do arroz Oryza sativa), NaPI (inibidor de
protease de Nicotiana alata), Pot Pl | (inibidor
de proteinase | da batata Solanum tuberosum) e
Pot Pl Il (inibidor de proteinase Il da batata S.
tuberosum) (FRANCO et al., 1999).
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Atividade dos Inibidores de Enzimas
Digestivas

Os mecanismos de interacdo e especifici-
dade dos inibidores com as enzimas digestivas sdo
complexos e ainda ndo foram completamente elu-
cidados. Nos inibidores do tipo ndo proteinaceos,
a atividade inibitdria contra as a-amilases é devida
em parte a sua estrutura ciclica que se assemelha
aos substratos da a-amilase e, por isso, possibilita
a ligacdo nos sitios cataliticos desta enzima (FRAN-
CO et al., 2002). Uma vez que a enzima € inibida,
a assimilacdo de nutrientes pelos insetos é reduzi-
da e, conseqlentemente, o desenvolvimento des-
sas pragas é afetado.

O inibidor do feijao, a-All, inibe as a-
amilases de importantes insetos-praga, como: Tri-
bolium castaneum (Herbst), Tribolium confusum
Duval e Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera:
Tenebrionidae) e Sitophilus oryzae (Linnaeus) (Co-
leoptera: Curculionidae) (Pueyo et. al., 1995); C.
maculatus, Callosobruchus chinensis e Callosobru-
chus analis (Fabricius) (Coleoptera: Bruchidae)
(Ishimoto et al., 1996); Diabrotica vergifera vergi-
fera LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae) (Tita-
renko; Chrispeels, 2000) e Hypothenemus hampei
(Ferrari) (Coleoptera: Scolytidae) (Valencia et al.,
2000). Enquanto o a-Al2, presente nessa mesma
leguminosa, inibe as a-amilases de Zabrotes subfas-
ciatus Boheman (Coleoptera: Bruchidae) (GROS-
SI De SA; CHRISPEELS, 1997).

O inibidor do trigo, 0,53, por sua vez, inibe
as a-amilases de A. obtectus, Z. subfasciatus e C.
maculatus (Franco et al., 1999).

O primeiro estudo com os inibidores de
a-amilase em milho foi realizado por Blanco-La-
bra e Iturbe-Chifias (1981). Os autores verificaram
gue a proteina de 29,6 kDa inibia as a-amilases de
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Cur-
culionidae), Rhyzopertha dominica (Fabricius) (Co-
leoptera: Bostrichidae) e T. castaneum.

Posteriormente, também no milho, Blan-
co-Labra et al. (1995) verificaram que a proteina
inibidora de 12 kDa inibia as a-amilases de T. cas-
taneum e C. maculatus e as proteinases de Pros-
tephanus truncatus (Horn) (Coleoptera: Bostrichi-
dae).

Recentemente, foram descobertos dois
novos inibidores de a-amilase em milho. O de 19,7
kDa inibe as a-amilases de S. zeamais, P. trunca-
tus, A. obtectus e Z. subfasciatus (FIGUEIRA et al.,
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2003a). O outro, de 23,8 kDa, inibe as a-amilases
de A. obtectus, Z. subfasciatus, T. castaneum e Si-
totroga cerealella (Olivier) (Lepidoptera: Gelechii-
dae) (FIGUEIRA et al., 2003b).

Além disso, proteinas presentes no milho
também inibiram o crescimento de importantes
fungos fitopatogénicos e micotoxigénicos presen-
tes em graos, Aspergillus flavus, Aspergillus para-
siticus, Fusarium graminearum, Fusarium moni-
liforme, Cercospora kikuchii, Penicillium chryso-
genum e Fusarium verticillioides (CHEN et al.,
1999a; CHEN et al., 1999b; FIGUEIRA et al., 2003a;
FIGUEIRA et al., 2003b).

Estudos recentes demonstraram que 0s
inibidores de amilase, presentes em graos de dife-
rentes hibridos de milho, correlacionaram-se sig-
nificativamente com o ciclo bioldgico de S. zea-
mais (0,61 com p < 0,05) e com um importante
pardmetro que mede a suscetibilidade dos grédos
ao ataque desse inseto, o indice de suscetibilida-
de, (- 0,58 com p < 0,05) (MARSARO JUNIOR, 2004;
MARSARO JUNIOR et al., 2004). Esses resultados
indicam que a presenga dos inibidores de amilase
contribui para aumentar a resisténcia dos hibridos
de milho contra o ataque de S. zeamais.

Alguns problemas inviabilizavam o uso
dos inibidores de enzimas digestivas no Manejo
Integrado de Pragas (MIP), destacando-se: 1) As
plantas de interesse comercial, na maioria das ve-
zes, ndo apresentavam os inibidores das enzimas
digestivas das pragas; 2) Quando apresentavam nao
estavam em niveis suficientes para inativar as en-
zimas e; 3) Os inibidores de enzimas digestivas
geralmente se encontravam em plantas que ndo
eram de interesse comercial, como, por exemplo,
feijdo-de-corda (V. unguiculata).

Os pesquisadores tém resolvido esses
problemas pela engenharia genética, utilizando
técnicas de biologia molecular para identificar e
isolar os genes responsaveis pela expressdo dos
inibidores de enzimas digestivas de insetos ou fun-
gos, transferindo-os em seguida para o genoma da
planta de interesse comercial, resultando assim nas
plantas transgénicas.

Plantas Transgénicas Expressando Inibidores
de Enzimas Digestivas

A utilizacdo de plantas transgénicas ex-
pressando inibidores de enzimas digestivas tem sido
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considerada como uma medida eficiente no con-
trole de pragas. Ervilhas transgénicas expres-
sando o inibidor de a-amilase a-All foram al-
tamente resistentes as pragas C. maculatus e
C. chinensis (Shade et al., 1994) e a praga Bru-
chus pisorum (Coleoptera: Bruchidae) (Schroe-
der et al., 1995). Utilizando esse mesmo inibi-
dor, Ishimoto et al. (1996) obtiveram feijdes
azuki resistentes a C. chinensis.

Duan et al. (1996) demonstraram que
arroz transgénico, expressando o inibidor de
proteinase Il da batata, € mais resistente a pra-
ga Sesamia inferens (Lepidoptera: Noctuidae)
que o arroz nao transgénico. Cana-de-agUcar
transgénica, contendo os inibidores de protei-
nase da soja (Kunitz; Bowman-Birk), tem sido
resistente & praga Diatraea saccharalis (Lepi-
doptera: Pyralidae), em estudos desenvolvidos
na ESALQ - USP (MEDEIRQS, 2000).

Os insetos, contudo, podem adaptar-
se aos inibidores de enzimas digestivas e nao
serem mais afetados por eles. Dois fatores po-
dem contribuir para essa adaptagdo: a mutagao
que resulta em enzimas insensiveis aos inibi-
dores e a sintese de enzimas capazes de inati-
var ou degradar os inibidores (SILVA-FILHO;
FALCO, 2000).

A proposta dos pesquisadores para
contornar essa adaptagdo é fazer com que as
plantas expressem mais de um tipo de inibidor
de enzimas digestivas e/ou gerarem novas mo-
léculas de inibidores que sejam mais potentes
e especificas contra as enzimas digestivas dos
insetos.

Conclusoes

O uso de plantas, geneticamente mo-
dificadas ou néo, expressando inibidores de en-
zimas digestivas de insetos, podera reduzir o
uso de inseticidas, minimizando, assim, 0S ris-
cos para a saude humana e animal.

Antes, porém, da liberacao dessas plan-
tas em escala comercial, diversas pesquisas ne-
cessitam ser realizadas com o objetivo de avali-
ar 0s possiveis impactos que essa nova tecno-
logia pode causar ao meio ambiente e a saude
do homem e dos animais.
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