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RESUMO

Proteinas e peptideos que inibem o-amilase vém sendo isolados de plantas e microrganismos. Estes
inibidores podem ter um importante papel no controle da atividade o-amilésica endogena ou na defesa
contra 0 ataque de pragas e patdgenos. Alguns destes inibidores sé@o relatados por seus fatores
antinutricionais. Sete familias de inibidores protéicos de o-amilase sdo encontrados na natureza,
definidos por sua similaridade de seqtiéncia e estrutura tridimensional. Neste trabalho alguns peptideos
de sementes de Ricinus communis foram extraidos com etanol 50%. Um destes peptideos, designado
Rc-knottin, com massa molecular de 3400 Da, foi purificado em coluna de filtragdo em gel (Sephadex
G-50), seguida de cromatografia de fase reversa (coluna C18) em sistema HPLC. O peptideo purificado
inibe a atividade a-amilasica de larvas dos insetos Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus
e a o-amilase salivar humana, mas ndo inibe a o-amilase das larvas do inseto Tenebrio molitor.

INTRODUGAO

Desde tempos mais remotos o ataque de pragas e patdgenos tem causado inimeros prejuizos
a agricultura. Esta batalha persistira, pois homem, pragas e patégenos tém em comum um principio
basico de busca: o alimento, sem o qual ndo sobrevivem. As plantas sofrem constantes agressdes,
pelo ataque de pragas e patdgenos e pelas mudangas ocorridas no meio onde vivem, entre elas,
variagdes de temperatura, umidade, teor aquoso, salino, pH do solo, radiagdes, lesbes mecénicas,
poluentes como metais pesados, 0 que acarreta reagoes fisioldgicas em suas células (Bowles, 1990).
Adaptagéo e resisténcia traduzem-se por profundas alteragdes no metabolismo da célula vegetal. Entre
elas ocorre a sintese de proteinas de defesa, expressas por genes especificos, 0s quais sao ativados
através de mecanismos complexos. Diversas proteinas e peptideos sdo sintetizados, dentro do
programa de desenvolvimento da planta, fazendo parte da chamada defesa constitutiva. Tais proteinas
e peptideos exercem varios papéis na resisténcia e sobrevivéncia da planta, agindo de forma direta,
combatendo o agente agressor, ou indireta, mantendo a estrutura e as fungdes celulares (Shewry &
Lucas, 1997). Entre os compostos de defesa produzidos pelas plantas estdo os inibidores de o-
amilase. Os inibidores de o-amilase vém sendo isolados de plantas, animais e microrganismos,

podendo ser de natureza protéica ou ndo. Os inibidores de a-amilase protéicos estdo divididos em 7
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familias, de acordo com sua similaridade de seqUéncia priméria e estrutura tridimensional (Payan,
2004). Estes inibidores sdo encontrados em cereais (Feng et al., 1996; Franco et al., 2000),
leguminosas (Ishimoto et al., 1996), tubérculos e em outros organismos, podendo apresentar massa
molecular de 4 KDa, 5 kDa, 13 kDa, 26 kDa e 50 kDa. Estes inibidores apresentam especificidade pela
enzima alvo, desta forma, alguns inibidores apresentam alta afinidade por a-amilase de insetos e
mamiferos (Franco et al., 2002), enquanto outros inibidores agem especificamente sobre a enzima de
alguns insetos (Chagolla-Lopez, et al., 1994). Neste trabalho isolamos de sementes de Ricinus

communis um peptideo inibidor de a-amilase, denominado RC-knottin.

MATERIAL E METODOS
Extragdo de polipeptideos das sementes de Ricinus communis - Os polipeptideos foram extraidos
baseando-se na solubilidade dos mesmos em etanol 50%, empregando uma metodologia descrita por
Claeson et al., 1998 com algumas modificagdes. As sementes (30 g), apds a retirada do tegumento,
foram maceradas e os lipideos extraidos com 150 mL de hexano. Apds agitacdo por duas horas o
material foi centrifugado por 15 minutos a 2500 g. O sobrenadante foi descartado e o procedimento de
extracdo repetido até que ndo observamos mais a presencga de lipideos (2 ou 3 vezes). Ao precipitado
isento de gorduras foram adicionados 80 mL de etanol 50%, e mantidos sob agitagdo por 30 min.
Centrifugamos, reservamos o sobrenadante, e repetimos o processo com o preciptado. Separagao dos
polipeptideos por filtragao em gel - O extrato protéico das sementes de R. communis foi submetido a
filtracdo em gel. A resina utilizada foi sephadex G-50, e o eluente &cido trifluoracetico (TFA) 0,1 %.
Isolamento do peptideo Rc-knottin por cromatografia de fase reversa em sistema HPLC - A
fracdo de baixo peso molecular, rica em polipeptideos, obtida por filtragdo em gel, foi submetida a
cromatografia liquida de fase reversa empregando a coluna C18, com fluxo de 0,7 mL/min, sendo o
solvente A composto por acido trifluoracético (TFA) 0,1 % e o solvente B por acetonitrila 80 % contendo
TFA 0,1 %. Desnaturagao, redugao e alquilagao - O peptideo Rc-knottin, inibidor de o-amilase, foi
desnaturado com uréia 6 M em tampéo Tris /HCI 0,1 M pH 8,3 contendo EDTA 1 mM, a 50 °C por 2
horas em banho-maria, foi reduzido com DTT 30 %, a 50 °C por 2 horas, € alquilado com vinil-piridina a
50 °C por 1 hora (Waxdal et al., 1968). Hidrélise enzimatica — O peptideo Rc-knottin desnaturado,
reduzido e alquilado foi incubado com as enzimas tripsina, quimotripsina e endoglutamase
separadamente, em tampéo tampéo Tris-HCI 100mM pH 7,0, por 18 horas a 37 °C. Hidrélise quimica
— O peptideo Rc-knottin desnaturado, reduzido e alquilado foi submetido a hidrélise quimica nos

residuos de triptofano. Seqlienciamento — Os peptideos resultantes das hidrélises enzimaticas e
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quimica foram submetidos ao sequienciamento automatico utilizando a metodologia de Edman (Edman,
1950) e ao seqiienciamento por espectrometria de massas.

Determinagéo da inibi¢ao da atividade de a-amilase salivar e dos insetos Zabrotes subfasciatus,
Callosobruchus maculatus e Tenebrio molitor - Quantidades crescentes do peptideo isolado (1 a 50
pmoles) foram dissolvidas em agua ultrapura e incubados com 25 ulL de a-amilase salivar e 10 pL de
o-amilase dos insetos Z. subfasciatus, C. maculatus e T. molitor (quais as concetragdes das enzimas
usadas no ensaio de inibicdo?) em banho-maria a 30 °C por 30 min. Ap6s este periodo, adicionamos
25 ulL de solugao de amido 1 %, e o meio foi incubado a 30 °C por 15 min, para a a-amilase salivar, e
por 30 min para as enzimas dos insetos. Apds o resfriamento do meio reacional, 400 puL de DNS foram
adicionados e o material foi fervido por 5 min. Adicionamos entéo, 400 uL de agua em cada amostra, e
a hidrélise do substrato pela enzima foi determinada apds leitura da absorvancia a 540nm (Bernfeld,
1955). Avaliagdao da estabilidade térmica do peptideo Rc-knottin - Quantidades crescentes do
peptideo isolado (1,0; 2,0; 3,0; 5,0 pmols) previamente fervido por 40min foram incubados com 25uL

de a-amilase salivar e posteriormente submetidos a ensaios de inibicéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento dos polipeptideos das sementes de R. communis por filtragdo em gel - O extrato
protéico das sementes de R. communis foi submetido a filtragdo em gel em resina Sephadex G-50 e o
perfil cromatogréfico do fracionamento é apresentado na figura 1, onde pode-se observar trés fragdes:
Fragéo |, ricina; Fragéo Il, “pool de albuminas 2S”; Fragéo I, fragdo de baixo peso molecular. Este
trabalho concentrou-se na fragéo de baixo peso molecular. Isolamento do peptideo Rc-knottin por
cromatografia de fase reversa em coluna C18 (HPLC-C18) - A fracdo de baixo peso molecular foi
submetida a cromatografia de fase reversa em sistema HPLC utilizando coluna C18 e o perfil
cromatografico do fracionamento é apresentado na figura 2. A fragdo destacada com uma seta foi
utilizada como material de estudo neste trabalho. Esta fragéo foi desnaturada, reduzida e alquilada (fig.
2). Os espectros de absorgao das fragdes nativas e desnaturadas sao apresentados na fig. 2 (“inset”).
Seqiienciamento — O peptideo Re-knottin desnaturado, reduzido e alquilado, mostrou-se resistente a
hidrélise pelas enzimas tripsina, quimotripsina e endoglutamase. A hidrélise quimica nos residuos de
triptofano gerou 5 peptideos. Dois destes foram seqlenciados por espectrometria de massas e as
sequéncias obtidas foram: KLFD, WRVA.
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Figura 1- Perfil cromatogréfico do extrato protéico das

sementes de R. communis ap6s cromatografia de gel
filtragao utilizando resina Sephadex G-50
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Figura 2- Cromatografia de fase reversa em coluna C18. Perfil da
Rc-knottin obtido por cromatografia em

coluna C18 e o perfil cromatografico da desnaturagéo, reducéo e

alquilagéo .

Inset - Espectro de absorcdo de Rc-knottin e do Rc-knottin
desnaturado,reduzido e alquilado (254 nm).

Ensaio de inibicao da atividade da a-amilase salivar e dos insetos Z. subfasciatus C. maculatus

e T. molitor - O peptideo isolado mostrou-se um potente inibidor da atividade da o-amilase salivar

humana e da c-amilase dos insetos Z. subfasciatus e C. maculatus, mas ndo inibiu a atividade da o-

amilase do inseto T. molitor, como mostra a tabela 1. Esta especificidade de inibigdo € comum entre os

inibidores de o-amilase (Chagolla-Lopez, et al., 1994; Berre-anton et al., 2000). O peptideo isolado

apds desnaturagéo térmica (aquecimento a 100°C por 40 minutos) deixa de inibir a a-amilse salivar

humana. Como o aquecimento mimetiza uma situagéo de cozimento, normalmente empregado nas

sementes antes do consumo, acreditamos no possivel emprego deste peptideo na construgao de

plantas geneticamente modificadas com este peptideo, tornando estas resistentes ao ataque de alguns

insetos predadores de sementes ricas em amido.

Tabela 1 - Inibi¢do da atividade a-amilasica pelo peptideo RC-knottin.

o-amilase pmols do peptideo % de inibigao
Salivar humana 4 100
Zabrotes subfasciatus 25 100
Callosobruchus maculatus 25 100
Tenebrio molitor 50 2
Salivar humana fervida 5 0
CONCLUSOES

As sementes de R. communis apresentam um peptideo inibidor de alfa-amilase, sollvel em

etanol 50 % resistente a clivagem por diversas enzimas e com caracteristicas de peptideos com

dominio “knottin”. O peptideo Rc-knottin inibe a atividade enzimética da a-amilase salivar humana e da
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o-amilase dos insetos Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus, mas € inativo contra a a-
amilase do inseto Tenebrio Molitor. Em fungao das caracteristicas apresentadas o peptideo RC-knottin
é um candidato em potencial para transformacdo de sementes suscetiveis ao ataque de predadores

que utilizam amido como nutriente.
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