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RESUMO 

RIOS-DÍEZ, Juan Diego, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2018. 
Sistema Imune de Insetos: Caracterização de Inibidores de Proteases do Tipo 
SERPIN e Análise Proteômica da Hemolinfa de Lagarta da Soja (Anticarsia 
gemmatalis). Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadores: 
Humberto Josue de Oliveira Ramos, Jose Eduardo Serrao, Tiago Antonio de Oliveira 
Mendes e Carolina Rocha da Silva. 

  

Anticarsia gemmatalis, Hübner, 1818 (lepidóptera Noctuidae) em condições de 

estresse, gera três fenótipos com diferentes níveis de melanização na cutícula 

acompanhada da diminuição da imunidade. Seu sistema imune inato está composto 

por diversas proteínas responsáveis por ativar e executar a resposta imunológica. 

Entre estas proteínas, encontram-se proteases e inibidores de proteases, que 

coordenam tal resposta. Os inibidores encontram-se livremente na hemolinfa ou 

associados com o corpo gorduroso. Em A. gemmatalis ainda não foi determinado 

como o estresse afeta as proteínas que circulam na hemolinfa, tampouco sobre a 

presença ou a função dos inibidores de proteases presentes nela. Por isso o intuito 

deste trabalho foi perceber o efeito do estresse populacional e do dano mecânico nas 

proteínas secretadas na hemolinfa das lagartas de A. gemmatalis e identificar 

inibidores de serino e cisteíno proteases presentes.  Em lagartas com e sem estresse 

abiótico, foi obtida as proteínas da hemolinfa e analisadas em géis 2-DE. Foram 

feitas duas cromatografias (afinidade e troca iônica), caracterizando e determinando 

a atividade inibitória. Foi observada uma diminuição de proteínas na hemolinfa das 

lagartas com ou sem estresse por população após do ferimento. Mas não 

apresentaram diferenças os perfis dos mapas das proteínas. Também foi encontrado 

pelo menos dois inibidores de proteases de aproximadamente 38±2 kDa e 90±9 kDa, 

com uma afinidade de 29,4 vezes maior para as proteases intestinais do próprio 

inseto do que para as proteases de mamíferos. O mecanismo de inibição foi 

competitivo e imcompetitivo para as serino e as cisteíno proteases respectivamente. 

Estes resultados abrem uma nova alternativa na procura de peptídeos para ser 

utilizados como ferramentas para o controle deste inseto. 
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RESUMEN 

RIOS-DÍEZ, Juan Diego, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2018. 
Sistema Inmune de Insectos: Caracterización de Inhibidores de Proteasas de 
Tipo SERPIN y Análisis Proteómico de la Hemolinfa de la larva de la Soya 
(Anticarsia gemmatalis). Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. 
Coorientadores: Humberto Josué de Oliveira Ramos, Jose Eduardo Serrão, Tiago 
Antonio de Oliveira Mendes y Carolina Rocha da Silva.  

 

Anticarsia gemmatalis, Hübner, 1818 (Lepidóptera Noctuidae) en condiciones de 

estrés, presenta tres fenotipos con diferentes grados de melanización en su cutícula, 

acompañada de disminución de la inmunidad. Su sistema inmune innato está 

compuesto por diversas proteínas responsables por activar e ejecutar la respuesta 

inmunológica. Entre estas proteínas, se encuentran proteasas e inhibidores de 

proteasas. Los inhibidores se encuentran libremente en la hemolinfa o asociados al 

cuerpo graso. En A. gemmatalis no fue determinada aún como el estrés afecta las 

proteínas que circulan en la hemolinfa ni la presencia o la función de los inhibidores 

de proteasas. Por eso el propósito de este trabajo fue identificar el efecto del estrés 

poblacional y del daño mecánico en las proteínas secretadas en la hemolinfa de estas 

larvas, así como, identificar inhibidores de serína y cisteína proteasas. Las proteínas 

de la hemolinfa de larvas con y sin estrés abiótico, fueron analizadas en geles 2-DE. 

Se realizaron dos cromatografías (una de afinidad e otra de troca iónica), para 

caracterizar y determinar la actividad inhibitoria. Se observó una disminución de 

proteínas en la hemolinfa de las larvas con y sin estrés por súper población después 

de ser heridas, mas los mapas de los perfiles de las proteínas no tuvieron diferencias. 

También fue encontrado por lo menos dos inhibidores de proteasas de 

aproximadamente 38±2 kDa y 90±9 kDa, con una afinidad de 29,4 veces mayor para 

las proteasas intestinales del propio insecto que para las proteasas de mamíferos. El 

mecanismo de inhibición fue competitivo e incopetitivo para serina y cisteína 

proteasas respectivamente. Estos resultados abren una alternativa en la búsqueda de 

péptidos para ser utilizados como herramienta para el control de este insecto. 
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ABSTRACT 

RIOS-DÍEZ, Juan Diego, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April, 2018. 
Immune System of Insects: Characterization of Proteases Inhibitors Like 
SERPIN and Proteomic Analyses from Hemolymph of Soybean Caterpillar 
(Anticarsia gemmatalis). Advisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisors: 
Humberto Josué de Oliveira Ramos, Jose Eduardo Serrão and Tiago Antonio de 
Oliveira Mendes and Carolina Rocha da Silva.  

 

Anticarsia gemmatalis, Hübner, 1818 (Lepidóptera Noctuidae) in stress conditions,  

they generates three phenotypes with different levels on cuticle melanization follow 

by loss immunity. Your innate immune system is composed of various proteins 

responsible for enable and run the immune response. Between these proteins, are 

proteases and proteases inhibitors that coordinate it response. The inhibitors are free 

in hemolymph or associate whit fab body. In A. gemmatalis has not yet been 

determined how of stress affect the proteins that circulate in the hemolymph, nor on 

the presence or the function of protease inhibitors present in it. The aim of this study 

was understand the effect of population stress and the mechanical damage in the 

secreted proteins in hemolymph of caterpillars of A. gemmatalis and identify present 

inhibitors of serino and cisteíno proteases. In caterpillars with and without abiotic 

stress, hemolymph proteins was obtained and analyzed in 2-DE gels. Were made two 

chromatograms (affinity and ionic changes), characterizing and determining the 

inhibitory activity. Was see loss of protein in hemolymph from caterpillars with and 

without population stress after injury. But don’t have changes the profiles from 

proteins maps. It has also been found at least two protease inhibitors of 

approximately 38±2 kDa e 90±9, with 29,4 more affinity intestinal proteases self 

than mammalian proteases. The mechanism inhibition was competitive and 

incompetitive for serine and cysteine proteases respectively. These results open a 

new alternative in the search for peptides to be used as tools for this insect control. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Anticarsia gemmatalis Hübner, 1818 (Lepidoptera, Noctuidae), lagarta-da-

soja, é uma praga desfolhadora de ocorrência tropical e subtropical, importante em 

várias culturas, principalmente na soja. Restrita ao continente americano é 

considerada praga chave da soja nos EUA, México, Colômbia, Venezuela e 

Argentina; e no Brasil é uma das principais (UEDA et al., 2016).  

A lagarta-da-soja é uma espécie oligófaga, que pode consumir de 85 a 150 

cm2 da área foliar da soja, até completar a fase larval. Alimentam-se de toda a 

superfície foliar, inclusive das nervuras, dos pecíolos e hastes mais finas 

(HOFFMAN-CAMPO et al., 2013; UEDA et al., 2016). Ela apresenta normalmente 

comportamento solitário, porém podem ocorrer surtos de alta densidade 

populacional. Quando há esta situação, as lagartas podem apresentar características 

de polifenismo, devido ao estresse gerado pelo ambiente. Este estresse pode 

comprometer seu sistema imunológico, tornando-as mais vulneráveis a patógenos 

(SILVA et al., 2013; WOJDA, 2017). 

O estresse refere-se ao estado de um organismo gerado por mudanças nas 

condições ambientais que de uma ou de outra forma pode afetar o fitness em curto ou 

longo prazo (KOEHN & BAYNE, 1989). Estas mudanças, ou estressores, podem 

trazer os organismos para a borda de seu nicho ecológico específico, o que descreve 

a gama de condições ambientais sobre os quais o organismo pode sobreviver e se 

reproduzir (VAN STRAALEN, 2003). O estresse usualmente é um período 

transitório, pelo qual os organismos podem sobreviver pela indução de mecanismos 

que neutralizam as consequências do estresse, o que é chamado de resposta ao 

estresse. Por exemplo, quando é gerado pelo número de indivíduos em uma área 

determinada é denominada "polifenismo de fase dependente da densidade" 

(WILSON et al., 2002; WHITMAN & AGRAWAL, 2009). As respostas ao estresse 

geralmente involucram a plasticidade da fisiologia, bioquímica, comportamento e às 

vezes, morfologia do organismo (YAMPOLSKY et al., 2014). A resposta ao estresse 

pode gerar algumas alterações no organismo para voltar ao seu estado ideal, no 

entanto, uma mudança permanente do nicho ecológico por adaptação genética 
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também é possível, as variações induzidas pelo estresse, são um fator importante na 

evolução adaptativa (BADYAEV, 2005). 

Assim como os demais insetos, A. gemmatalis necessita de um eficiente 

mecanismo de defesa para desenvolver-se em ambientes repletos de estressores, 

como os patógenos, escassez de recursos, sustâncias tóxicas ou condições climáticas 

desfavoráveis (HOFFMAN & REICHHART, 2002). Os patógenos atuam como 

agentes estressores porque os seus ataques têm uma ampla gama de estratégias para 

colonizar o corpo do inseto, demandando deste um forte sistema imune (GHOSH et 

al., 2011). Os patógenos são uma importante força seletiva, atuando direta ou 

indiretamente não só no individuo como também na população (RAFALUK et al 

2017; WILSON et al., 2002). Os estressores como a falta de recursos alimentares, a 

exposição a sustâncias tóxicas e condições climáticas como altas ou baixas 

temperaturas, geram no corpo dos insetos uma produção de diferentes substâncias 

como os radicais livres que atingindo a níveis críticos podem ser letais (Liu et al., 

2017). 

Como mecanismo para diminuir os efeitos nocivos destes estressores, 

encontra-se o sistema imune. O sistema imune está constituído por dois tipos de 

barreiras: as físicas e a resposta fisiológica (WANG TAN et al., 2006; CHAPMAN, 

2009). A primeira barreira é formada pela cutícula e pela matriz peritrófica 

(VINCENT and WEGST, 2004). No momento que a primeira barreira falha, começa 

a atuar a segunda barreira (a fisiológica), constituída por dois componentes presentes 

na hemolinfa, a resposta celular e a resposta humoral ou inata (KLOWDEN, 2013). 

Os hemócitos que constituí a defesa celular estão envolvidos no reconhecimento dos 

microorganismos e dos corpos estranhos para o organismo. Essas células fazem o seu 

trabalho por meio da fagocitose, da encapsulação, na indução de peptídeos 

antibacterianos (AMP) e pela ativação de vias enzimáticas como a da fenoloxidase 

(LITTLE et al., 2005; CHAPMAN. 2009; KLOWDEN. 2013; NAKATSUJI; 

GALLO, 2012). 

O sistema imune inato dos insetos está constituído por uma série de proteínas 

que circulam constante e livremente no hemocele e são encarregadas da sinalização e 

orientação dos hemócitos e ativação dos alarmes da invasão de corpos ou sustâncias 

estranhas para o organismo (CHAPMAN, 2009; GUNDAPPA et al., 2014). Entre as 
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proteínas da imunidade humoral são encontradas diversas proteases e inibidores de 

proteases que juntas coordenam o reconhecimento e a eliminação de patógenos 

(HILLYER, 2016) 

Os inibidores de proteases estão presentes em todos os eucariotos e têm uma 

importe função na regulação de processos biológicos. Dentre essa sua principal 

função é de limitar a atuação das proteases, podendo ter ampla ação inibitória sobre 

diferentes enzimas, tais como, as proteases digestivas e as de fatores de virulência a 

patógenos. Esses inibidores também podem ser de substratos específicos como os 

componentes de uma cascada enzimática de sinalização (JIANG et al., 2009; GUBB 

et al., 2010).  

Os inibidores podem ser encontrados livremente no plasma como em cadeias 

polipeptídicas únicas de baixa massa molecular. Entretanto, também podem 

apresentar alta massa formada por vários domínios de capacidade inibitória múltipla, 

na mesma cadeia polipeptídica (KANOST, 1999; RAWLINGS et al., 2004). Mas em 

geral, os domínios encarregados especificamente da inibição são conservados para 

cada classe, enquanto as sequências de reconhecimento não são, pois frequentemente 

é encontrado “splicing” alternativo nos genes que codificam estas proteínas (ZOU et 

al., 2009).  

Deste modo, é gerada uma especificidade alta para cada tipo de proteases a 

ser inibida. Algumas exceções têm sido observadas, como por exemplo, para o 

artrópode Amblyomma americanum que possui a proteína AamS6 (pertencente à 

família das SERPIN). Esta proteína pertence a uma classe cruzada de inibidor de 

serino e cisteíno proteases. Outro exemplo é o inibidor isolado da seda do casulo da 

lagarta de Bombyx mori, que apresenta uma atividade inibitória de amplo espectro 

contra a proteinase K, a tripsina, a quimiotripsina, a elastase, a subtilisina e a papaína 

(MULENGA et al., 2013; PENG-CHAO et al., 2015). 

Os insetos apresentam inibidores com mecanismos variáveis, mas em geral 

podem ser classificados em: irreversível (reação armadilha), ou reversível. Pode ser 

estabelecido o tipo de inibição reversível, pelo cálculo da proporção Ki’/Ki 

denominado alfa (α). É um parâmetro bastante útil para determinar o tipo de inibição 

de um inibidor reversível.  Os inibidores reversíveis que apresentando o α 

estatisticamente igual a 1,0 são considerados não competitivos, enquanto que para os 
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valores menores de 1,0 são denomindados incompetitivos e os que são maiores de 

1,0 serão os competitivos (STRELOW et al., 2012).  

Sabe-se que os insetos desenvolvem resistência aos inibidores da planta, 

mas, a estratégia de usar os próprios inibidores contra a lagarta surge pelo fato que 

estas proteínas não são produzidas no intestino, mas sim em outros diferentes tecidos 

(RAI et al., 2010). Possivelmente esta estratégia seja mais segura que o uso de 

inibidores de origem vegetal ou artificial, uma vez que seja pouco provável que o 

inseto desenvolva resistência contra seus próprios inibidores. 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil de expressão 

de proteínas em larvas com estresse abiótico e inibidores de serino e cisteíno 

proteases isoladas da hemolinfa da hemolinfa de A. gemmatalis. 

 

2. OBJETIVOS 

 
2.1.  Objetivos Gerais.  

- Analisar o perfil das proteínas expressadas na hemolinfa em lagartas de Anticarsia 

gemmatalis sometidas a estresse abiótico 

- Caracterizar o inibidor de serino e cisteíno proteases isoladas da hemolinfa de 

lagardas de A. gemmatalis desenvolvidas em condições de estresse 

 

2.2.  Objetivos Específicos.  

- Caracterizar o perfil das proteínas expressadas na hemolinfa em lagartas com e sem 

estresse 

- Avaliar o efeito do estresse por alta densidade populacional no perfil das proteínas 

expressadas na hemolinfa de lagartas sometidas a dano mecânico 

- Analisar o tipo de inibição dos inibidores isolados da hemolinfa de lagartas de A. 

gemmatalis 

- Determinar o Ki para os inibidores de serino e cisteíno proteases 

- Avaliar a estabilidade do extrato enriquecido da hemolinfa em diferentes 

temperaturas e pH’s 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Anticarsia gemmatalis 

A soja (Glycine max), como qualquer monocultura, está sujeita durante todo o 

seu ciclo á infestação de diferentes patógenos e herbívoros que podem causar danos 

consideráveis a plantação (HOFFMAN-CAMPO et al., 2013). Entretanto, em 

ecossistemas naturais as populações de muitos insetos praga geralmente se 

encontram em equilíbrio, seja por meio de predação, parasitoides, doenças ou por 

variáveis fisiológicas das próprias plantas. Desta forma, tronar-se necessário a 

aplicação de métodos de controle, tais como, a aplicação de agrotóxicos, a 

introdução de inimigos naturais ou por meio do controle mecânico das populações 

dos insetos.  

Nas regiões brasileiras onde é cultivada a soja, de novembro até abril e em 

anos mais secos, é abundante a presença do herbívoro conhecido como a lagarta-da-

soja, Anticarsia gemmatalis (A. gemmatalis) Hübner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae). 

Para o controle biológico deste inseto tem sido recomendado o uso de fungos, vírus, 

bactérias entomopatogenicas, depredadores e parasitoides como: Noumorea rileyi, 

Baculovirus anticarsia, Bacillus thuringiensis, Calosoma granulatum Weber, 1801 

(Coleoptera: Carabidae), Microcharops anticarsiae Gupta, 1987 (Hymenoptera: 

Ichneumonidae), respectivamente (HOFFMAN-CAMPO et al., 2013). Também tem 

sido recomendado o uso de agrotóxicos com triflumuron, cromafenozida, acéfalos, 

clorpirifos, endossulfam, lamdacialotrina e tiametoxam (HOFFMAN-CAMPO et al., 

2013, UEDA et al., 2016). Por outro lado, a eficiência destes métodos pode ser 

questionada em termos de níveis de controle alcançados, por ser de amplo espectro 

de atuação e pelos impactos ambientais ocasionados. 
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3.2. Características gerais do Inseto 

Anticarsia gemmatalis é uma espécie oligófaga de leguminosas, em que cada 

lagarta inicialmente, apenas raspa pequenas áreas na folha da planta deixando 

somente uma membrana translúcida, assim podendo consumir de 85 a 150 cm2 da 

área foliar de soja, até completar a fase larval. (UEDA et al., 2016). Quando estão 

maiores, alimentam-se de toda a superfície foliar, inclusive de nervuras, pecíolos e 

hastes mais finas. O ciclo completo de desenvolvimento do inseto, de ovo até adulto, 

dura em média de 25 a 30 dias, passando por cinco a sete instares dependendo das 

condições ambientais (BORTOLI et al., 2005; SILVA 2013).  

As mariposas apresentam um hábito noturno e abrigam-se em áreas 

sombreadas durante o dia, geralmente entre as folhas ou abaixo delas (COSTA & 

DAMASCENO; 2009). A envergadura das asas é de 30 a 38 cm com uma linha 

diagonal unindo as pontas do primeiro par de asas (HOFFMAN-CAMPO et al., 

2013). Como a maioria dos noctuídeos, possuem frénulo nas asas posteriores, 

abdômen conóide e na base encontra-se o tímpano, pupa obtecta, antenas filiformes 

em ambos os sexos, probóscide bem desenvolvida, tíbias com esporões, olhos não 

ciliados, M2 nas asas posteriores bem desenvolvida e aproximada do ângulo inferior 

da célula, e no ponto de origem, mais ou menos aproximada de M3 (MELO et al., 

2012). 

 

3.3. Polifenismo de fase dependente da densidade 

Muitos insetos tem a habilidade de se desenvolver de forma isolada ou em 

grupos (gregários) modificando assim, a sua aparência. Quando o fenótipo de um 

indivíduo é alterado em resposta à variação percebida na densidade populacional 

local, é conhecido como "polifenismo de fase dependente da densidade" (WILSON 

et al., 2002; WHITMAN & AGRAWAL, 2009). A maioria dos polifenismos são 

controlados pelo hormônio juvenil e outros neurormônios, provocando diferenças nas 

formas do corpo, da fisiologia e do desenvolvimento do indivíduo. É importante 

ressaltar que tal variabilidade da forma e função não é o resultado de diferenças 

genéticas entre indivíduos, o qual seria classificado com polimorfismo. Sendo assim, 
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os insetos têm enorme potencial para mudar seus fenótipos em resposta às condições 

ambientais (RESH & CARDÉ, 2003).  

O polifenismo de fase é um fenômeno generalizado em insetos, tendo sido 

registrado em Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera e Hemiptera (GUO et al 2016; 

WILSON et al., 2002). No entanto, a Anticarsia gemmatalis é um inseto 

principalmente solitário, mas que passa por surtos de alta densidade populacional 

ocasionalmente. As lagartas possuem a plasticidade fenotípica relacionada à 

densidade populacional, mas não é considerada por alguns pesquisadores como 

polifenismo de fase dependente da densidade propriamente dito como S. Gregaria. 

(SILVA et al., 2013). Entretanto, durante este período de alta densidade, as lagartas 

podem apresentar características polifenisticas por ser um ambiente estressante para 

o inseto, comprometendo seu sistema imunológico e tornando-o mais vulnerável a 

patógenos (SILVA et al., 2013; WOJDA, 2017). 

Nos indivíduos que vivem em aglomeração, conhecidos como "gregários", é 

característico a presença de uma cutícula mais melanizada do que em indivíduos 

"solitários" (SILVA et al., 2013). Dentre os insetos que presentam estas 

características estão: Spodoptera littoralis, S. exempta e Anticarsia gemmatalis 

(Lepidoptera: Noctuidae), Porthetria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) e 

Schistocerca gregaria (Orthoptera: Acrididae). Estes insetos, além da mudança (ou 

alteração da cor), apresentam diferenças na morfologia, na fisiologia, no seu 

desenvolvimento e principalmente nos seus sistemas imunes (SIMPSON et al., 1999; 

ELLIOT et al., 2002; LEE et al., 2004; SILVA et al., 2013) 

Os organismos que moram em altas densidades populacionais, sociais e 

gregários, são mais propensos que os solitários, em geral, à transmissão de patógenos 

pelo contato (RAFALUK et al., 2017). Há evidencias de quatro espécies de 

lepidópteros que o risco de transmissão de doenças aumenta diretamente com a 

densidade da população é o caso da lagarta-do-sobreirol ou lagarta cigana Lymantria 

díspar (Lepidóptera, Lymantriidae) (STEINHAUS, 1958; ANDERSON & MAY, 

1981; REESON et al., 1998).  Como o sistema imune é altamente caro 

(energeticamente falando), alguns organismos têm desenvolvido estratégias como a 

plasticidade da imunidade como por exemplo o fenômeno conhecido como a 

hipóteses dependente da densidade (WILSON & REESON, 1998). Este modelo 
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propõe que na maioria nas relações parasita-hospedeiro, o risco de transmissão é 

dependente da densidade, ou seja, aumenta linearmente com a densidade de 

população (Boots. 2000; WILSON & REESON, 1998). Pelo fato que a alta 

densidade populacional é estressante para o inseto, comprometendo seu sistema 

imunológico e tornando-o mais vulnerável aos agentes patogénicos (WOJDA, 2017). 

 

3.4.  Sistema Imune dos Insetos 

Anticarsia gemmatalis como todos os outros insetos, para desenvolver-se em 

ambientes repletos de agentes potencialmente nocivos, precisam de uma grande 

eficiência dos seus mecanismos de defesa. Estes podem ser divididos em três 

categorias: as barreiras passivas ou físicas (tegumento, trato digestivo e glândulas 

salivais), a resposta celular (mediada pelos hemócitos) e a resposta imune inata 

(imunidade humoral). Alguns componentes do sistema imune inato dos vertebrados 

apresentam homologia com as moléculas imunes dos insetos (HOFFMAN & 

REICHHART 2002; ZHU et al 2005; WANG TAN, et al. 2006). 

Segundo Chapman (2009), o exoesqueleto dos insetos, fornece proteção 

contra a desidratação, à abrasão por fatores químicos ou físicos e, para a 

movimentação destes com um mínimo de músculos ativos (comparado com os 

organismos com esqueleto interno). Além disso, este ajuda ainda na percepção do 

meio ambiente e é a primeira barreira do sistema imune do organismo. Constituído 

por um polímero de quitina, o exoesqueleto é um tipo de defesa passiva assim como 

no intestino que delimitam o ingresso de agentes patógenos dentro do hemocele 

(SNODGRASS, 1993). 

As células imunes dos invertebrados são conhecidas como hemócitos, as 

quais possuem diferentes formas e composição proteica de acordo com a sua função. 

Os hemócitos que descarregam substâncias químicas produzidas no seu interior sobre 

a superfície dos corpos estranhos que invadem o hemocele são conhecidos como 

granulócitos. Já os plasmatócitos são as células responsáveis pela fagocitose de 

pequenos corpos estranhos e enquanto os lamelócitos podem tanto fagocitar como 

isolar por encapsulação os corpos estranhos maiores (KLOWDEN, 2013).  
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A terceira etapa do sistema imune dos insetos (imunidade humoral) é 

constituída por diferentes cascatas enzimáticas que coordenam e unificam as outras 

duas etapas mencionadas anteriormente. Essa cascata de sinalização permite 

reconhecer os patógenos por diferentes vias, como a via Toll, Imd, Jak/Stat, JNK e a 

via da Insulina (HILLYER, 2016). 

A resposta imune está centrada nas vias Toll e Imd, cujas cascatas resultam 

na translocação de fatores de transcrição, tais como o fator nuclear kappa B (Nf-kb), 

para o núcleo da célula, os quais iniciam a ativação da expressão de genes associados 

com a imunidade (Figura 1) (PALMER & JIGGINS. 2015).  

A via Imd é ativada quando padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMP pela sua sigla no inglês) se ligam a receptores extracelulares PGPR-LC, o 

que gera uma sinalização intracelular via receptores Imd, Fadd, Dredd e outros, que 

levam à translocação nuclear de fatores como NF-kb, Relish e Rel2. 

Consequentemente acontece a transcrição de peptídeos antimicrobianos ativos e 

outros genes efetores imunes (Figura 1). Esta via é ativada principalmente para 

combater bactéria Gram negativas, vírus e no caso dos mosquitos, alguns 

protozoários (PALMER & JIGGINS. 2015). 

A via Jak/Stat, está envolvida na imunidade e no desenvolvimento do inseto. 

A sua ativação inicia quando as citoquinas extracelulares são unidas com os 

receptores celulares, desencadeando uma cascata que culmina na transcrição de 

genes antimicrobianos e nas sínteses de óxido nítrico (Figura 1) (HILLYER. 2016).  

A via JNK é uma via importante para a ativação da imunidade celular e a 

resposta ao estresse, com os sinais adequados, indicam à célula condições de 

infecção ou mudanças adversas no ambiente, o que induz a ativação de algumas 

proteínas associadas ao estreses. Mesmo sem estar completamente esclarecido como 

é que funcionam todos os componentes desta via, é sabido que as JKN participam no 

desenvolvimento dos insetos (SILVERMAN et al., 2003; Bordenstein Lab, NSF 

DEB-1046149). 
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Figura 1. Principais cascatas enzimáticas na resposta imune inata 

(Bordenstein Lab, NSF DEB-1046149) 

 

3.5. Enzimas proteolíticas 

A lagarta-da soja A. gemmatalis tem sido alvo de pesquisas em função dos 

impactos provocados na produtividade da cultua da soja e também como proposta de 

modelo para estudos de controle de insetos praga. Um dos alvos para pesquisas são 

as proteases presentes no tanto seu trato digestivo, como em glândulas salivais, na 

hemolinfa e entre outros tecidos. Nestas pesquisas têm sido avaliados alguns 

aspectos como a interação no desenvolvimento do inseto, o efeito no processo 

digestivo, na fisiologia do inseto e além de qual é a relação com a resistência contra 

patógenos (OLIVEIRA et al., 2005; ALVAREZ-ALFAGEME et al., 2011; 

MOREIRA et al., 2011; GOMES et al., 2011; BODE et al., 2013).  

As principais enzimas encarregadas da digestão nos intestinos das lagartas 

de lepidóptera são do tipo serino proteases, tais como tripsinas e quimiotripsina 

(SWATHI et al., 2016). Os intestinos são ambientes alcalinos com pH entre 8 e 11,5 
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em que também são encontradas enzimas como as cisteino (thiol) e aspartil 

(carboxyl) proteases, algumas metaloproteases e amino peptidases, responsáveis pela 

degradação das proteínas fornecidas pela dieta (SNODGRASS, 1993; JONGSMA & 

BOLTER, 1997).  

As proteases também participam em outros processos da homeostase do 

organismo relacionadas com o sistema imune. Como já foi dito acima, diferentes 

enzimas participam na produção de peptídeos antimicrobianos importantes na 

resposta imune, também ajudam na coagulação da hemolinfa e na sua melanização 

para encapsular os patógenos (HILLYER, 2016; AN et al., 2011).  

A melanina também é importante para manter a saúde e a dureza da 

cutícula, e é produzida quando o zimogênio inativo da profenoloxidase (PPO) é 

quebrado na forma ativa, fenoloxidase (PO), pela cascata da serina proteases (Figura 

2). A PO oxida fenóis que levam à produção de quinonas, as quais são moléculas 

tóxicas e muito importantes para defesa contra os patógenos (XU et al., 2015; 

PALMER e JIGGINS, 2015). 

  

 

Figura 2. Modelo da ativação do sistema da proPO na hemolinfa de 
Manduca sexta. (KANOST et al., 2004). 

 

Entre as principais enzimas das vias de reconhecimento e neutralização de 

patógenos encontra-se as serino proteases, assim. Na via Imd participa a tirosina 

quinase; enquanto nas vias da Insulina, a JNK, Jak/Stat, fagocitosis, formação de 

nódulos, apoptose, geração de RNAi, lises e a autofagia, as principais enzimas 



 

12 
 

envolvidas além de algumas serino proteases, também participam caspasas, 

ribonucleases, lisozimas e quinases (HILLYER. 2016). 

 

3.6. Inibidores de proteases nos insetos. 

Os Inibidores de proteases estão relacionados com os diferentes processos 

fisiológicos, tais como as vias morfogênicas, a espermatogêneses, o transporte 

aniônico, o transporte de hormônios, a necroses celular, a apoptose, a longevidade e 

principalmente nos diversos aspectos da imunidade (JIANG et al., 2009). Estes estão 

também associados a tecidos como o tegumento, as gónadas, as glândulas salivais, o 

corpo gorduroso e a hemolinfa; assim como também na produção de seda. Estas 

proteínas são necessárias para impedir a proteólise excessiva sejam as enzimas alvo 

de origem exógena ou endógena (CHERQUI et al., 2001; RIPHANITCHAYAKIT & 

TASSANAKAJON, 2010; MEEKINS et al., 2017). 

Os inibidores podem ajudar tanto na proteção contra uma ampla faixa de 

patógenos como no caso de ataque de bactérias entomopatogênicas específicas. Tem 

sido observado estes inibidores atuando contra diferentes proteinases extracelulares 

bacterianas. Essas proteases são importantes durante o processo de infecção, e, 

portanto, a presença de inibidores diminui a capacidade patogênica (bacteriostático). 

Mas em alguns casos, como em parasitoides, os inibidores têm a função de proteger 

o indivíduo da digestão enzimática do hospedeiro (RIPHANITCHAYAKIT and 

TASSANAKAJON, 2010; COLINET et al., 2014).  

Em alguns lepidópteros, tais como Manduca sexta, Gallera mellonella e 

Bombyx mori, têm sido identificados inibidores incorporados nas fibras da seda do 

casulo, os quais evitam a degradação gerada pelas proteases de bactérias e fungos 

(GUBB et al., 2010; RIPHANITCHAYAKIT & TASSANAKAJON, 2010; PENG-

CHAO et al., 2015). 

Outra função atribuída a estes tipos de proteínas é a ação anti-hemostática; 

nos insetos hematófagos, como culicídeos e em artrópodos, como Amblyomma 

americanum, nos quais evitam a formação de coágulos durante a ingestão do sangue 

ou em seus estômagos. Estes anticoagulantes são secretados na saliva ou no suco 



 

13 
 

gástrico (RIPHANITCHAYAKIT and TASSANAKAJON, 2010; MULENGA et al., 

2013; GULLEY et al., 2013). 

Estudos demostraram que os inibidores são importantes também para os 

processos fisiológicos como os neuro-secretórios, a reprodução, o desenvolvimento 

de ovários, a ativação enzimática das diferentes cascatas enzimáticas envolvidas nos 

processos imunes e em particular com a via do fenol oxidase (KELLENBERGER & 

ROUSSEL, 2005; GUBB et al., 2010; CHRISTEN et al., 2012).  

Pela grande quantidade de proteases que participam nas vias das respostas 

imunes (como foi exposto brevemente acima), a regulação destas vias imunes precisa 

igualmente de uma ampla variedade de inibidores para ativar ou inibir uma 

determinada via em um determinado momento. É sabido que os inibidores regulam 

essas cascatas enzimáticas por inibição seletiva de proteases, assim, por exemplo, as 

serino proteases da via Toll são reguladas por inibidores tipo Kunitz e SERPIN, 

enquanto que na via da Jak/Stat e do fenol oxidase participam outros inibidores como 

os Pacifastin ou SERPINs (SHI & PASKEWITZ 2006; AN et al., 2011; CHRISTEN 

et al., 2012; HAN et al., 2014; HILLYER 2016). 

 

3.7. Classificação dos Inibidores 

Os inibidores são classificados em função de algumas características: 1- Uma 

unidade inibitória pode ser até bem menos do que 7 % do total dos resíduos de 

aminoácidos (a.a.) da cadeia polipeptídica completa. 2- Os resíduos dos sítios ativos 

na unidade inibitória (RCL) são geralmente conservados, mas às vezes a sequência 

muda, por isso é possível ter sequências com ou sem atividade inibitória. 3- O tipo de 

interação com suas enzimas alvo, mesmo que variem, em geral, pode atuar de duas 

formas, como irreversível com formação de ligação covalente (reação armadilha) e 

reversível ou “tight-binding” (reação de ligação apertada) (RAWLINGS et al. 2004). 

A maior dificuldade na classificação dos peptídeos inibidores são suas 

sequências de a.a., pelo fato de uma proteína poder conter múltiplos domínios 

inibidores homólogos na mesma cadeia polipeptídica. Estes domínios podem ter 

sequências que são variáveis de uma proteína para outra, mas sem perder sua 

capacidade inibitória. Esta diversidade gera uma grande variedade de inibidores 
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distribuídos em muitas espécies de insetos, desta forma sendo necessário o 

agrupamento em diferentes famílias com diferentes mecanismos inibitórios. Os mais 

estudados nos insetos são as SERPIN, 2-Macroglobinas, Pacifastin, Kazal e Kunitz, 

(RAWLINGS et al. 2004; ZHAO et al. 2012; GUBB et al., 2010, XU et al., 2015). 

 

3.7.1. SERPIN 

Os inibidores I4 ou SERPIN (do inglês SERine Protease INhibitors) são 

inibidores de distribuição ampla entre os seres vivos. Aproximadamente há 500 

Serpins identificados nos 4 reinos (Archae, Bacteria, Eukarya e Virus) (GENT et al., 

2003; RAWLINGS, 2004; GULLEY, 2013). Eles podem apresentar, em geral, 

proteínas de baixa massa molecular (10 kDa média), com uma alta homologia aos 

inibidores do tipo Kunitz ou também pode ter proteínas de massa molecular maior 

(média de 45 kDa) sendo estes os mais frequentes (SCHOOFS & SALZET, 2002; 

RAWLINGS, 2010).  

Geralmente formam uma cadeia entre 350 a 400 resíduos de a.a., em que os 

resíduos do RCL são compostos por aproximadamente 20 a.a. perto da região C 

terminal. O RCL fica exposto em forma de isca interagindo com o sítio ativo da 

protease alvo, formando enlace covalente com o sítio, sendo também conhecidos 

como inibidores suicídas (Figura 3) (GUBB et al., 2010).  

 

Figura 3. Interações SERPIN com tripsina (GUBB et al., 2010). 
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A duplicação dos genes SERPIN é muito frequente nos insetos, o que 

possivelmente permite obter novas funções ou podem apresentar funções 

redundantes ou sobrepostas (OCHIENG et al., 2013). Além disso, Zou e 

colaboradores (2009) utilizaram esta característica para organizar esta superfamília 

em 6 grupos; A, B, C, D, E e F. 

 

3.7.2. 2-Macroglobinas 

As macroglobulinas são proteínas de alta massa molecular (até 600 kDa 

aproximadamente) nomeadas como I39 pelo sistema MEROPS. Sua origem é ainda 

incerta, visto que a família I17 (WAB) está filogeneticamente relacionada às α2-

Macroglobinas, isto é devido provavelmente ao resultado de uma evolução 

estocástica de nascimento-e-morte sem uma divergência funcional relevante. As 

famílias I51, I87 e I93 (também emparentados evolutivamente com I39), apareceram 

pelas duplicações de um gene ancestral dando origem a diferentes mecanismos 

inibidores, conservados na maioria dos clados de artrópodes (RAWLINGS, 2010; 

ALFONSO & MARTINEZ, 2017).  

Cada subunidade de uma -Macroglobina contém um RCL, que no momento 

que a enzima cliva um desses sítios gera uma mudança conformacional e a protease 

torna-se ligada ao inibidor através das lisinas e argininas na superfície. Esse processo 

permite a captura da proteinase na cavidade formada pelo tetrâmero (em vertebrados) 

ou pelo dímeros (em invertebrados) das subunidades (FARADY & CRAIK, 2010). 

Esta mudança conformacional leva a formar uma ligação covalente entre a região 

tiol-éster da -macroglobina e a lisina da cadeia polipeptídica da enzima. Como a 

interação com o centro catalítico da enzima não é persistente, o complexo continua 

hidrolisando substratos artificiais ou moléculas pequenas que conseguem acessar na 

região catalítica da enzima, porém os substratos como proteínas não são mais 

hidrolisados (KANOST, 1999; RAWLINGS et al., 2004; RAWLINGS, 2010) 

Estes inibidores participam da defesa nos insetos contra a infecção por 

patógenos, atuando sobre as proteases. Têm uma faixa ampla de proteases que 

inibem, mesmo que geralmente a sua atuação ocorra sobre as endopeotidases e 

oligopeptidases, embora os exemplos sejam poucos (RAWLINGS, 2010). 
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3.7.3. Pacifastin 

Dentro da classe insecta, estes inibidores, identificados como I19, estão 

presentes em todos as ordens (RAWLINGS, 2010). Análises in silico de 3 phyla de 

Metazoa permitiu a identificação de diferentes membros de pacifastin, assim como 

nos phyla Artropoda, Onychopora e no “primitivo” Placozoa. Isso indica que 

possivelmente o gene ancestral de pacifastin surgiu depois da aparição de animais 

bilaterados, embora não é descartada a possibilidade de uma convergência entre estes 

genes (BREUGELMANS et al., 2009b). 

No inseto Locusta migratoria foi isolado inibidores pacifastin do corpo 

gorduroso, de células neurossecretoras e da hemolinfa. Assim como também foram 

detectados nos tecidos hematopoiéticos, no músculo, nos testículos, nos ovários e em 

epidermes (BREUGELMANS et al., 2009b). Estas proteínas são geradas no cérebro 

e transportadas à hemolinfa e pode ter participação na regulação da proPO, nos 

processos neurofisiológicos, na muda, na reprodução, no desenvolvimento ovárico e 

possivelmente na regulação do sistema imune. Também um inibidor desta família foi 

isolado do veneno da vespa Pimpla hipocondriaca, que é conhecida pela sua 

influência no sistema imune nos organismos (BREUGELMANS et al., 2009a).  

Todos os pacifastin estão organizados com uma sequência N terminal 

sinalizadora seguida de uma enorme variabilidade de domínios inibidores, que são 

denominados PLDs (Pacifastin Light Chain Domain). Cada um destes domínios é 

composto pelo RCL que interage com a protease formando três pontes bissulfeto 

(Cys1-4, Cys 2-6. Cys 3 -5) (KELLENBERGER & ROUSSEL, 2005; RAWLINGS 

et al., 2004). 

Os I19 têm sítios de clivagem difásico, o que indica processamento pós-

transcricional e “splicing” alternativo dentro de numerosos peptídeos inibidores. Os 

diferentes processamentos destes peptídeos originam uma alta variabilidades do 

núcleo interno, onde as interações contribuem para uma ampla diversificação 

funcional (BREUGELMANS et al., 2009a). Pela estrutura das proteínas, os 

Pacifastin são organizados em dois grupos (I e II), apesar de apresentarem poucas 

diferenças entre os inibidores dos grupos, principalmente na volta P6-P10 que tem 
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duas configurações diferentes discriminatórias (KELLENBERGER and ROUSSEL, 

2005). Apresentam uma baixa atividade para tripsina de mamíferos, embora, nos 

crustáceos e nos insetos seja observado uma alta seletividade para as tripsinas deles. 

Por outro lado, são fortes inibidores para as enzimas do intestino médio dos 

invertebrados (KELLENBERGER & ROUSSEL, 2005; DE MARCO et al., 2010). 

 

3.7.4. Kazal 

A família I1 Kazal ou KPIs (inibidores de proteases tipo Kazal) (RAWLINGS, 

2010) encontra-se distribuídos em mamíferos, nas aves, nos invertebrados e nos 

insetos. Estes estão também amplamente presente na maioria das classes dos 

artrópodes, nos quais possuem diferentes funções como anticoagulante em 

hematófagos, como defensa contra os predadores e patógenos em diferentes espécies 

(ALFONSO & MARTINEZ 2017). 

GUBB e colaboradores (2010) tem reportado que em Drosophila estas 

sequências foram encontradas na matriz extracelular com função sinalizadora. Além 

disso, eles relataram sobre a participação de peptídeos em processos como receptores 

de sinal em proteínas de fluido seminal, na indução da ecdysona, nucleotídeos 

cíclicos, longevidade, transporte de ânions orgânicos, sinalização Dpp e na 

morfogênese das veias das asas. 

Em invertebrados, como em Hydra magnipapillata, estes inibidores evitam a 

auto degradação excessiva nas células das glândulas e digestivas endodermais, 

quando envolvidos nos processos de degradação celular e reciclagem dos 

componentes utilizados nos lisossomos (CHERA et al., 2006 reportado por 

RIPHANITCHAYAKIT & TASSANAKAJON, 2010) 

Todos os domínios Kazal dos invertebrados tem entre 40 a 60 a.a. com 

estrutura similar, apresentando seis resíduos de cisteína muito conservados, que 

formam três domínios internos com pontes bissulfeto. As sequências inibitórias 

características da família podem estar associadas em uma mesma cadeia proteica 

com várias famílias diferentes como Kunitz (é pouco frequente, mas, estas proteínas 

são conhecidas como complexos inibidores). Já foram isoladas proteínas com 2 e até 

com 15 sequências inibidoras (GUBB et al. 2010).  
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Os KPIs dos insetos são inibidores muito fortes, com um mecanismo 

canônico de inibição e com uma constante de associação de 107-1013 M-1, pelo que os 

Ki estão na faixa de nanomolar. Eles, atuam como substrato análogo que se une 

estequiométricamente por união competitiva do RCL e o sítio ativo da proteinase 

formando um complexo estável proteinase-inibidor. (RIPHANITCHAYAKIT AND 

TASSANAKAJON, 2010; FARADY & CRAIK, 2010). 

 

3.7.5. Kunitz 

Estas proteínas, classificadas na família I2 (RAWLINGS, 2010), têm um 

domínio simples de aproximadamente 60 a.a. com capacidade de inibir a tripsina e a 

quimiotripsina (GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 2015). Também em alguns 

invertebrados bloqueiam os canais de K+ sensíveis à voltagem. Podem também ter 

atividade inibitória para outras enzimas diferentes das serino proteases, como as 

cisteíno proteases como a papaína, as aspártico proteases (pepsina) e algumas metalo 

proteases (GARCÍA-FERNÁNDEZ et al., 2015). 

Algumas proteínas Kuniyz têm sido encontradas na hemolinfa, nas fibras dos 

casulos e nas secreções das glândulas salivares para a formação da pupa de alguns 

insetos e são de aproximadamente 10 a 20 kDa (RAI et al., 2010; GUBB et al., 

2010). Em Drosophila, a maioria destes inibidores encontrados formam peptídeos 

simples, mas é possível que em uma mesma cadeia polipeptídica esteja contida mais 

de um sequencia inibitória (domínios) Kunitz, porque já foram identificadas 6 

proteínas com até 13 sequências inibitórias (GUBB et al. 2010). 

As proteínas desta família incluem inibidores com mecanismo canônico e 

com estruturas similares ao inibidor de tripsina pancreática bovina BPTI (pelas suas 

siglas no inglês). Apresentam uma forte interação com as proteases alvo (GARCÍA-

FERNÁNDEZ et al., 2015). O mecanismo padrão de inibição, ou canônico, no qual o 

inibidor acopla seu RCL e os resíduos reativos nas regiões complementares da 

protease (FARADY & CRAIK, 2010).  

Estes inibidores de protease apresentam uma atividade flutuante durante o 

desenvolvimento do inseto, principalmente durante a etapa de lagarta (estado de 

maior atividade proteica da metamorfose). A inibição está envolvida na degradação e 
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reconstrução de tecidos (ARATAKE et al., 1990; LIU. et al., 2018). A partir de 

análises de cDNA foram identificadas sequências inibitórias em proteína da matriz 

extracelular. Lacunin, em M. sexta com 11 domínios Kunitz e aparentemente tem a 

função na dobragem das camadas epiteliais no desenvolvimento embrionário e no 

desenvolvimento da metamorfose (KANOST, 1999).  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Criação dos insetos 

Os insetos de A. gemmatalis foram obtidos do laboratório de criação do 

departamento de entomologia e do departamento de Bioquímica e Biologia 

Molecular de UFV. Mantidos sob condições controladas de temperatura, umidade 

relativa e fotoperíodo de 24 ± 2° C, 52 ± 5 % e 12:12 h luz-escuridão, 

respectivamente. 

As pupas do inseto foram colocadas em placas de petri no interior de gaiolas 

telada de 50x50 cm, revestida internamente com folhas de papel sulfite A4. As 

fêmeas alimentadas e fertilizadas ovipositaram no papel (Fig. 4). Os ovos foram 

coletados e armazenados em copos de 500 mL, totalmente fechados até a sua 

eclosão. As neonatas foram transferidas, no segundo instar, para copos de plásticos 

limpos e esterilizados contendo dieta artificial, fechados com tampas com um orifício 

de aproximadamente 2 cm de diâmetro, onde foi acoplada uma tela de filó. Depois de 

quatro dias, as lagartas foram transferidas em grupos menores para copos plásticos 

com deita suficiente até a pupação (Fig. 4).  Essa quantidade de indivíduos que 

normalmente foi utilizada na criação massal variou de 15 a 30 larvas por pote. 

Os adultos foram alimentados com solução nutritiva composta de mel (20 g), 

cerveja (350 mL), sacarose (50 g), ácido ascórbico (1,05 g), nipagim (1,05 g) e água 

(650 mL). A mistura foi embebida em um chumaço de algodão colocado no fundo da 

gaiola (Fig. 4A) sobre uma placa de Petri (80x15 mm) e trocado todos os dias. 

As lagartas foram alimentadas com dieta artificial baseada na metodologia de 

Hoffman-Campo et al. (1985). Tal dieta foi composta por: feijão mulatinho (250 g) 

cozido, levedo de cerveja (125 g), germe de trigo (200 g), proteína de soja (100 g), 

caseína (100 g), ágar (75 g) e água (4 L). O ágar e 1 L de água foram auto clavados 

por 15 min à pressão de 1,5 kgf/cm2. A essa mistura adicionaram-se os outros 

ingredientes e 2 L de água, com o auxílio de um liquidificador industrial. Em 

seguida, adicionou ácido ascórbico (13,2 g), ácido sórbico (6,6 g), nipagin 

(metilparabeno) (11 g), formol 40 % (14 mL) e 33 mL de solução vitamínica 

(composta por niacinamida (1 mg), pantotenato de cálcio (1 mg), tiamina (0,25 mg), 

riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), ácido fólico (0,25 mg), biotina (0,02 
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mg), inositol (20 mg)) e água (1 L), até formar uma pasta homogênea que foi 

transferida, ainda quente para um recipiente. A pasta obtida foi resfriada em câmara 

germicida sob luz ultravioleta e conservada a 4 °C. 

 

A                                               .  B 

 

                                                                            

 

 

C ... D  

 

 

 

 

Figura 4. Criação de Anticarsia gemmatalis. (A) Gaiola para acasalamento em que 
as fêmeas adultas foram dispostas para deixar os ovos; (B) Adultos com posturas; 
(C) Folhas com ovos; (D) Lagartas no quarto instar. 

 

4.2. Grupos de lagartas experimentais. 

 

4.2.1. Lagartas estressadas por alta densidade populacional. 

Os imaturos de A. gemmatalis expressam diferentes cores na sua cutícula de 

acordo com a densidade populacional, assim, a maior densidade populacional maior 

a melanização no corpo do inseto. Baseados nesta característica o fenótipo foi 

determinado de acordo com a cor da capsula cefálica e do corpo segundo Silva et al 

(2013). As lagartas que foram mantidas desde o primeiro até o último instar larval 

em baixa densidade populacional (2 larvas por pote de 500 mL) foi determinada 
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como a população não estressada de insetos. Seu fenótipo característico é apresentar 

corpo verde-oliva com proeminentes linhas laterais pretas e a capsula cefálica verde-

amarela. As lagartas em que seu desenvolvimento larvar foi em alta densidade de 

populacional (30 lagartas por pote de 500 mL) foram os indivíduos considerados 

como insetos estressados. Para estes indivíduos seu fenótipo característico é 

apresentar corpo preto e com a capsula cefálica entre amarela e laranja. 

 

4.2.2. Lagartas com e sem estresse por dano mecânico. 

Das lagartas com e sem estresse por alta densidade populacional foram 

divididas em dois subgrupos. Assim, grupo um e dois (G1 e G2), população sem 

estresse; grupos três e quatro (G3 e G4) populações com estresse. As larvas dos G2 e 

G4 receberam dano mecânico no momento que foi feito um pequeno orifício com 

alfinete entomológico número 2, no segundo esclerito entre a primeira e a segunda 

perna torácica. Os grupos G1 e G3 foram os imaturos controles sem estresse por 

dano mecânico.  

 

4.3. Obtenção da hemolinfa livre de hemócitos (HLH) e extração das proteínas 

A HLH foi coletada das lagartas sem estresse por dano mecânico após os insetos 

atingirem o segundo dia do último instar larval. Para as lagartas que receberam o 

tratamento do dano mecânico, a HLH foi coletada 24 horas após do ferimento com o 

alfinete. A HLH foi obtida cortando a falsas pernas anais, e coletada em eppendorfs 

frios contendo 0.2 % de uma solução de fenil tioureia em tampão Tris HCl 50 mM 

pH 8,5. A hemolinfa foi centrifugada a 15000 g por 15 minuto a 4 °C e o 

sobrenadante, hemolinfa livre de hemócitos (HLH) foi guardada -80 °C até seu uso. 

Aproximadamente 650 μg de proteínas foram obtidas de cada um dos grupos, 

precipitadas com 100 % de acetona e incubadas a -20 °C por 60 minutos, logo 

centrifugada a 12000 g por 15 minutos. O precipitado foi lavado três vezes com 1 

mL de acetona fria, centrifugando 12000 g por 10 minutos. O objetivo foi tirar os 

carboidratos, gorduras e outros possíveis interferentes da amostra. 
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4.4. Eletroforeses bidimensional de poliacrilamida (2DE) 

As proteínas das amostras foram levadas a focalização isoelétrica (IEF) em fitas de 

24 cm IPG pH 3-10 (GE Healthcare). Inicialmente as fitas foram reidratadas entre 14 

– 20 horas em 450 μL de tampão de reidratação (ureia 7 M, tioureia 2 M, CHAPS 2 

%, azul de bromofenol 0,002 %, tampão IPG 1 % e DTT 0.2 %) com 3 µL de 50 % 

de DeStreak (GE Healthcare). As proteínas da HLH foram separadas na primeira 

dimensão a 20 °C usando um sistema de IEF IPGphor3 (GE Healthcare), a voltagem 

da corrida foi 500 V por uma hora; seguida por 1000 V por oito horas; o gradiente 

linear foi de 8000 V sobre quatro horas e finalmente 8000 V para um total de 80,000 

V.h.  Após a IEF, as fitas foram transferidas ao tampão de equilíbrio (ureia 6 M, 

tampão Tris HCl 50 mM pH 8,8, glicerol 30 % e SDS 4 %) contendo inicialmente 1 

% (m/v) de DTT e depois com 2,5 % (m/v) iodoacetamida, ambos incubados por 15 

minutos a temperatura ambiente. As fitas de IPG foram colocadas em gel de 

poliacrilamida 12 % e sobrepostas com 0,5 % de agarosa em SDS-PAGE. A 

eletroforeses no gel foi corrida a 20 °C no SE 600 Ruby systems (GE Healthcare) a 

40 mA/Gel por 5 horas. Os géis foram corados com solução de azul de Coomassie G-

250 (sulfato de amônio 8 % (v/v), ácido fosfórico 0.8 % (v/v), azul Coomassie G-250 

0.08 % (v/v) e metanol 20 % (v/v)). Após de tirar o excesso do corante os géis foram 

digitalizados usando o Scanner Image III (GE Healthcare), calibrado com o software 

Labscan (GE Healthcare). O perfil das proteínas da HLH dos 4 grupos dos 

tratamentos (G1, G2, G3 e G4), foram comparados usando o software 

ImageMaster2D Platinum 7 (GE healthcare). Como o limiar, considerou-se como 

proteínas diferencialmente expressas aquelas que apresentaram valores de proporção 

acima de 1,5 (normalização do rádio), com uma ANOVA com um P-valor igual ou 

menor de 0,05 presente nos géis das réplicas biológicas. Assim foram identificadas 

dois possibilidades; spots compartilhados nos géis que estavam sendo comparados, 

mas com um P≤0,05; spots que foram identificados só em um dos dois géis 

comparados. As duplas das análises foram: análises A, foi a comparação dos géis dos 

insetos dos G1 e G2; a análise B foi a comparação dos géis dos insetos dos G1 e G3 

e a análise C foi a comparação dos géis dos insetos dos G3 e G4. 
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4.5. Processo de purificação dos inibidores 

4.5.1. Obtenção da hemolinfa livre de hemócitos (HLH) 

A partir da criação massal foram selecionados os indivíduos no segundo dia 

do último instar larval, com o intuito de obter indivíduos com estresse por 

superpopulação, estes foram os insetos mantidos nas condições descritas no item 

4.2.1. Suas caracterizadas mais predominantes foram apresentar a cutícula do corpo 

escuro e uma cápsula cefálica amarelo-laranja (SILVA et al., 2013). Estas foram 

anestesiadas por refrigeração a -20 °C, por 10 minutos. Em seguida, foram 

rapidamente desinfetadas com álcool 70 %. Com o auxílio de uma tesoura para 

dissecação de insetos, foram cortados os últimos pares de pernas falsas, para permitir 

a coleta do fluído (hemolinfa). Com o auxílio de uma micropipeta com ponteira de 

200 µL, foi sugada a hemolinfa do inseto e adicionada em tubos de centrifuga 

previamente tratados com 20 µL de uma solução saturada de feniltiureira (PTU) em 

tampão Tris HCl, 50 mM pH 8,5, para prevenir a melanização da amostra. A 

hemolinfa foi levada a centrifugação a 9500 g por 15 minutos a 4 °C. O precipitado 

foi descartado, para a retirada de qualquer contaminante macroscópico da hemolinfa, 

tais como restos de tecidos e células do animal. O sobrenadante, denominado de 

hemolinfa livre de hemócitos (HLH), foi armazenado a -80 °C para análises 

posteriores (CHERQUI et al., 2011; CHRISTENA et al., 2012). 

 

4.5.2. Quantificação das proteínas 

Os teores proteicos das amostras foram determinados pelo método de 

Bradford (1976) utilizando o corante Comassie Blue G-250 e a albumina de soro 

bovino (BSA) como padrão. Com as amostras que tiveram os valores de densidade 

ótica baixos, foi utilizado o método de linearização para quantificação das 

concentrações de proteínas (ERNEST & ZOR, 2010). 

As leituras foram realizadas por triplicata em microplacas de polietileno de 

96 poços após 10 minutos de reação, a temperatura ambiente, e leituras de 

absorbância no comprimento de onda de 595 nm e na linearização a 590 e 450 nm. 
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4.5.3. Cromatografias 

Para cada cromatografia foi aplicada 5 mL HLH na coluna HiTrapTM 

benzamidine Fast Flow (high sub) (1x5 mL) para remoção das tripsinas like, 

acoplada ao sistema de FPLC Amersham modelo UPC-900. A coluna foi equilibrada 

com 25 mL de tampão Tris HCl 50 mM, NaCl 0,5 M pH 8,2 em cada cromatografia 

foram aplicados 65 mg de proteínas totais, previamente filtrada em membrana de 

0,45 µm (Chromafil® 0,45 µm/15 mm). As proteínas foram eluídas com fluxo 

isocrático de 1,0 mL/min do tampão Glicina-HCl 50 mM, pH 3,0 e monitoradas por 

leituras de absorbância a 214 nm. As frações foram coletadas a cada 1,0 mL no modo 

automático, utilizando um coletor de frações Amersham FRAC-920. 

As frações obtidas foram agrupadas em pools de acordo com a concentração 

das proteínas (µg/µL), o perfil proteico e sua atividade inibitória. O pool (A) 

compreendia as frações com conteúdo proteico até 1,5 µg/µL e uma inibição menor 

de 20 %. Os pools (B), (C), (D) e (E) comrresponderam às frações com uma inibição 

igual ou maior de 30 %, mas a concentração de proteínas foram de aproximadamente 

entre 2,0 e 3,0 µg/µL para (B) e (C), entanto que (D) e (E) tiveram uma concentração 

aproximada de 1,0 µg/µL. Volumes de aproximadamente 45 mL de cada pool foram 

liofilizado. Em seguida 500 mg do liofilizado foram ressuspendidos em 4 mL de 

água ultrapura (Milli Q) e filtrado com membrana de 0,45 µm (Chromafil® 0,45 

µm/15 mm). Uma coluna HiTrap® Desalting foi utilizada para dessalinização. 

Alíquotas de 2,5 mL foram aplicadas de modo automático em uma coluna de troca 

aniônica BIO-RAD MT-20 de 15 x 113 mm, previamente equilibrada com 10 

volumes do tampão Tris HCl 50 mM pH 8,2.  

Para eluição foram utilizados os tampões A (Tris HCl 50 mM pH 8,2) e B 

(Tris HCl 50 mM + NaCl 1,0 M pH 8,2) com o seguinte gradiente: 0-30 % B em 20 

minutos; 30-80 % B em 10 minutos; 80-0 % B em seis minutos (SHRIVASTAVA & 

GHOSH, 2003). As proteínas eluídas foram monitoradas por 214 nm e foram 

coletadas em frações de 1 mL. 
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Finalmente, as frações com atividade inibitória igual ou maior de 30% foram 

fracionadas utilizando um filtro Amicon Ultra de 50 kDa para garantir a exclusão das 

proteínas de alta abundância apresentando massa superiores de 50 kDa. 

Para cada etapa além da concentração das proteínas, foram calculadas as 

unidades inibitórias (UI), a atividade específica (A.E) e a recuperação da inibição. 

 

4.5.4. Eletroforeses.  

A análise das proteínas foi realizada por SDS-PAGE baseado na metodologia 

de Cherqui et al. (2001), Oliveira et al. (2005) e Mehrkhou et al. (2012). Todas as 

amostras foram desnaturadas por calor durante um minuto a 100 °C, em uma solução 

tris HCl 0,06 M pH 6,8 contendo azul de bromofenol 0,005 %, SDS 10 %, glicerol 

10 %, β-mercaptoetanol 0,5 %. Alíquotas de 20µL (contendo aproximadamente 30 

µg de proteína) foram aplicadas em cada canaleta e foi utilizado o padrão de massa 

molecular da BIO-RAD (200; 116,25; 97,4; 66,2; 45; 31; 21,5; 14,4 e 6,5 kDa). Os 

géis foram submetidos a uma voltagem constante de 20 mA/gel durante 45 a 60 

minutos até que a frente do corante atingir 1,0 cm do final do gel. 

Após a corrida eletroforética os géis foram fixados em metanol 50 %, ácido 

acético 12 % por 90 minutos, seguido por três lavagens por 20 minutos de uma 

mistura de etanol 10 % e ácido acético 5 %, e depois por duas vezes por 10 minutos 

com água destilada esterilizada. 

Depois de fixado e lavado, os géis foram submersos numa solução de 

Comassie blue 0,1 %, sulfato de amônio 10 %, ácido fosfórico 2 % e metanol 20 % 

tudo em água ultrapura. Os géis foram deixados corando por 16 horas. Finamente 

foram descorados e digitalizados utilizando o ImageScanner III (GE Healthcare) e as 

imagens calibradas com o Labscan software (GE Healthcare). 
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4.6. Cinética 

4.6.1. Avaliação da atividade inibitória 

Para avaliar a atividade enzimática na presença e ausência dos inibidores 

foram utilizados três modelos. Um modelo com cisteíno proteases, purificado de 

papaína comercial do mamão (EC3.4.22.2), Carica papaya (SIGMA-ALDRICH de 

11,4 U/mg) e os outros dois modelos de serino proteases, tripsina comercial 

purificada de pâncreas bovino (EC3.4.21.4) (SIGMA-ALDRICH 9949 U/mg) e 

serino proteases semipurificada do intestino de A. gemmatalis (tripsina-like). 

Para avaliar o efeito de inibidores purificados na atividade de cisteíno 

protease foi utilizada a papaína, de acordo com GUO et al., (2015) com algumas 

modificações: uma solução estoque de papaína 0,1 mg/mL foi preparada em tampão 

fosfato 250 mM pH 6,0. Foram combinados 50 µL desta solução com 20 µL do 

tampão de ativação (fosfato de sódio 250 mM, DTT 3 mM, EDTA 2 mM pH 6,0). Os 

tubos foram incubados por cinco minutos a 37 °C e, imediatamente foi acrescentado 

130 µL de uma mistura da amostra purificada e tampão fosfato de sódio 250 mM 

para um volume final de reação igual a 200 µL. Os tubos foram incubados por mais 

10 minutos a 37°C. Foi adicionado 100 µL de uma solução de azocaseína 10 %. 

Finalmente a mistura foi incubada por mais 20 minutos a 37 °C. A reação foi parada 

acrescentado 500 µL de TCA 10 % (p/v), em seguida foi centrifugado a 13000 g por 

10 minutos. O sobrenadante foi recuperado e misturado com 200 µL de NaOH 2 M. 

Alíquotas foram utilizadas para análises espectrométricas a 440 nm, e posterior 

quantificação utilizando o coeficiente de extinção molar de 98 M-1.cm-1 para o 

produto. 

O percentual de inibição foi determinado a partir das leituras do produto da 

reação enzimática do controle e da reação das enzimas com as amostras, baseado na 

equação 1. 

%𝑖 = 100 − 𝐴𝐸𝑖100𝐴𝐸c   (1) 

 

Onde 𝐴𝐸𝑖  é a atividade enzimática da mistura enzima, tampão ativador e 

substrato com o inibidor; AEc é a atividade enzimática controle ou a atividade 
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enzimática da mistura enzima, substrato, tampão de ativação sem o inibidor.  A 

atividade enzimática foi calculada em µmol/sg baseada na seguinte equação: 

 

𝐴𝐸 = 𝛥𝑎𝑏𝑠ε∗𝑇∗𝐿  (2) 

 

Onde Δabs é a diferença da absorvência final e inicial do produto gerado na 

hidrólise do substrato; ε é o coeficiente de extinção molar; T o tempo total da reação; 

e L caminho ótico (caminho recorrido pela luz dentro da mistura de reação = 1cm). 

Como substrato sintético para os dois modelos de serino proteases utilizou-se 

o L-BApNA (SIGMA-ALDRICH) numa concentração de 1,2 mM. A concentração 

do produto ρ-nitroanilina, liberado na hidrólise enzimática do BApNA, foi avaliado 

em espectrofotômetro (Hitachi U-5100) a 410 nm ao longo do tempo (150 

segundos). Para os cálculos, usou-se 88000 M-1cm-1 como o coeficiente de extinção 

molar específico para ρ-nitroanilina. No branco foi utilizado o substrato com o 

tampão de ativação sem proteases (PAIXÃO et al., 2013). A mistura da reação está 

descrita na Tabela 1, baseada nas metodologias descritas por Cherqui et al. (2001), 

Rai et al. (2010), Aspan & Söderhäll (1987) e Sugumaran et al. (1985) o teste 

consistiu em: alíquotas da tripsina pré-incubadas com as amostras purificadas e o 

tampão de ativação por cinco minutos. Após esse período a reação foi iniciada 

adicionando-se o substrato enzimático (BApNA). A reação foi mantida a temperatura 

ambiente por 2,5 minutos, a liberação do produto foi monitorada a cada 30 segundos 

no espectrofotômetro a 410 nm. 

As tripsinas-like foram obtidas a partir do intestino de A. gemmatalis. Para 

avaliar a atividade destas proteases foram extraídos 20 intestinos de indivíduos no 

último instar larval, homogeinizados com HCl 10-3 M pH 3,0 a 4 °C (cinco intestinos 

para 1 mL de HCl). O extrato enzimático foi obtido por rompimento celular dos 

intestinos por maceração em cadinho com nitrogênio líquido e em seguida foi 

centrifugado a 15.000 g por 10 minutos a 4 °C (OLIVEIRA et al., 2005). O 

sobrenadante contendo o material solúvel foi filtrado com Millex® GV de 0,22 µm e 

subsequentemente aplicados em coluna de afinidade sefarose-benzamidina de acordo 

com as condições descritas no subtítulo 4.5.3, exceto as alíquotas coletadas foram 
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aquelas que saíram logo depois de aplicar o tampão de eluição (Glicina HCl pH 3,0) 

no FPLC (PATARROYO et al., 2017). As frações com atividade enzimática foram 

as utilizadas como as enzimas no teste descrito acima. 

O tampão de ativação consistiu em HCl 0,1 mol.L-1, CaCl2 20 mmol.L-1 pH 

8,2. Foi realizado o controle de pro-fenol oxidase (PPO), para garantir que a mostra 

avaliada não tivesse enzimas com capacidade de degradar o substrato e assim 

mascarar a atividade das tripsinas testadas ou sua inibição. 

 

Tabela 1. Teste de atividade enzimática para serino proteases. 

Reagentes Branco 
Controle 

Positivo 

Controle 

de PPO 
Teste 

Tampão 

de 

ativação 

700µL 640µL 700µL – 

(X µL) 

640µL 

– 

(XµL) 

Enzima - 60µL - 60µL 

Substrato 300µL 300µL 300µL 300µL 

Amostra - - XµL XµL 

Volume 

Final 

1000µL 1000µL 1000µL 1000µL 

 

O percentual de inibição foi determinado a partir das leituras do produto da 

reação enzimática controle e da reação das enzimas com as amostras, baseado nas 

equações 1 e 2.  
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4.6.2. Constante de inibição 

Para a determinação da constante de inibição foi calculada a velocidade 

inicial da hidrólise do substrato a fim de estimar o valor do Ki.  Foram realizados 

ensaios de acordo com cada modelo. Para o modelo de cisteíno proteases, os ensaios 

foram conduzidos com concentrações finais de azocaseína de 0,08; 0,17; 0,42; 0,7 e 

1,4 mM e utilizou-se 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 µg do inibidor.  

Para o modelo de serino proteases, tanto para a tripsina bovina como para a 

tripsina-like do intestino de A. gemmatalis, foram baseados na metodologia de 

Erlanyer et al. (1961). A mudança da atividade amidásica foi determinada utilizando-

se o substrato cromogênico L-BApNA (N-α-12 Benzoil-L-arginine4-nitroanilide 

hydrochloride) 60 mM diluído em tampão Tris-HCl 0,1M, pH 8,2 com CaCl2 20 mM 

a 25 °C, obtendo-se uma concentração final de substrato de 1,2 mM. A mistura 

reacional consistiu de 640 μL de tampão Tris-HCl 0,1M pH 8,0 (menos o volume da 

amostra testada); 300 μL de substrato e 60 μL da tripsina bovina, para uma 

quantidade final de 72 µg enzimas na reação. Para as tripsinas-like foram utilizados 

aproximadamente 7 µl para uma quantidade meia final de 60 µg de enzimas.  

As concentrações do substrato para a cinética foram de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 

mM. As quantidades testadas dos inibidores foram de 1,12; 2,25; 4,5; 6,0 e 9,0 µg 

para os ensaios com a tripsina bovina; 3,32; 13,29 e 16,6 e 24,92 µg para o ensaio 

com as tripsina-like. As velocidades iniciais foram determinadas pela formação do 

produto ρ-nitroanilina. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas e de acordo 

com a descrição do subtítulo 3.6. 

 

4.6.3. Análise cinética 

Os parâmetros cinéticos foram calculados pelas medidas da absorbância do 

produto gerado nas reações substrato-enzima na ausência e na presença de diferentes 

concentrações do inibidor. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 5 para a 

regressão linear e não-linear. O método linear usado foi o gráfico do duplo recíproco 

de Lineweaver-Burk, a equação geral da velocidade para esse modelo é: 

𝑣 = 𝑉𝑚á𝑥.[𝑆]𝐾𝑀+ [𝑆]    (3) 
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A equação 3 dá como resultado um gráfico não linear e baseado no rearranjo 

desta equação pode se obter a equação 4 que representa esta linearização dos dados: 

 

1𝑉𝑚á𝑥 =  𝐾𝑀𝑉𝑚á𝑥  . 1[𝑆] +  1𝑉𝑚á𝑥  (4) 

Para verificar o modelo de inibição foram utilizados o gráfico do duplo 

recíproco de Lineweaver-Burk e o gráfico das inclinações obtido a partir dos dados 

dos gráficos dos recíprocos versus a concentração do inibidor. As equações 5 e 6 

representam respectivamente os modelos gráficos do duplo recíproco e o gráfico das 

inclinações. 

 

1𝑣 = 𝐾𝑀𝑉𝑚á𝑥  . (1 + [𝐼]𝐾𝑖) . 1[𝑆] + 1𝑉𝑚á𝑥  (5) 

 

𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜1𝑆 = 𝐾𝑀𝑉𝑚á𝑥.𝐾𝑖 . [𝐼] + 𝐾𝑀𝑉𝑚á𝑥 (6) 

 

A utilização de mais de um tipo de gráfico se deve ao fato que podemos ter 

modelos cinéticos diferentes apresentando o mesmo perfil de um dado gráfico.  

 

4.7. Estabilidade dos inibidores  

4.7.1. Temperatura 

A metodologia para determinar a estabilidade térmica dos inibidores foi 

baseada em Sugumaram et al. (1985), com algumas modificações. Um volume da 

mistura inibidor-tampão (Tris HCl 50 mM pH 8,2), contendo as quantidades em µg 

do equivalente ao Ki, foi incubada a 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C. 

Decorrido este tempo as amostras foram centrifugadas a 9500 g por 10 minutos a 4 

°C. Em seguida, alíquotas do sobrenadante foram utilizadas nos ensaios de atividade 
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inibitória sobre a tripsina. Os ensaios foram realizados com triplicata e os testes em 

branco foram também realizados. Para determinar a significância das diferenças das 

médias foi determinada a ANOVA das médias das velocidades enzimáticas das 

enzimas com as temperaturas. 

 

4.7.2. pH 

Para avaliar a estabilidade dos inibidores em variação do pH seguiu-se a 

metodologia de Gomes et al. (2005a), com algumas modificações. Uma quantidade 

em µg equivalente ao Ki do inibidor foram misturados com 100 µL do tampão com o 

pH desejado, os quais foram glicina HCl pH 6,3; 7,2; 7,8 e Tris HCl pH 8,2; 8,7 e 

9,2. Após 60 minutos de incubação em temperatura ambiente foi utilizada a metade 

do volume para o teste de inibição, os testes em branco foram também realizados. 

Para determinar a significância das diferenças das médias utilizou-se a ANOVA das 

médias das velocidades enzimáticas das enzimas com os diferentes pH. 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1.  Perfil proteico bidimensional das proteínas expressadas na hemolinfa das 

lagartas de A. gemmatalis.  

Depois da extração das proteínas da HLH foram feitos os géis bidimensionais 

com as fitas de IPG de pH 3,0 a 11,0 e a massa molecular variou desde 14 a 200 kDa. 

Os mapas da distribuição das proteínas foram obtidos de três repetições 

independentes, digitalizadas e comparadas com o software ImageMaster Platinum 

dando como resultado uma alta reprodutibilidade (Fig. 5). 

As imagens obtidas dos géis foram analisadas pelo software ImageMaster 

(GE Healthcrade), os spots com uma boa resolução foram os escolhidos para as 

análises. Cada tratamento foi analisado por triplicata e os géis amostraram uma 

correlação maior de 0,9 (Fig. 5). As análises dos géis 2D dos grupos de insetos do 
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tratamento G1 apresentaram 357 spots; do tratamento G2, 244 spots; do tratamento 

G3, 326 spots e do tratamento G4 foram 268 spots distribuídos pelo gel (Fig. 6). 

 

A.  B.  

Figura 5. Reprodutibilidade das imagens dos géis dos tratamentos. (A) 
Gráfico da correlação dos tratamentos do grupo 1. (B) Gráfico da correlação dos 
tratamentos do grupo 4. 

 

Comparando os spots, e seus pIs e as massas moleculares foi identificado que 

obtinham uma distribuição diferente dependendo do tratamento como é mostrado na 

Fig. 6, e na tabela 2. 

Na análise A, comparação feita entre os indivíduos com e sem dano mecânico 

que tiveram seu desenvolvimento em baixa densidade populacional. Deu como 

resultado 85 proteínas com abundancia diferencial entre ambos grupos (G1 e G2) 

(Fig. 6). Foi observada uma tendência dos spots ficar concentrados em duas faixas, 

uma entre os pI’s 4,4 até 6,2 com 63,5 % das proteínas. Outra faixa de pI em que 

ficaram o 25,9 % das proteínas foi entre o 6,3 e 7,7 de pI. Analisando a massa, 

obteve uma concentração de 82 % dos spots entre 11,7 e 80 kDa. Foram 

identificados 148 spots exclusivamente no G1, estes ficaram distribuídos em duas 

faixas de pI; O 67 % ficaram entre 4,3 até 6,4 e o 23 % ficaram entre 6,8 até 9,6. 

Para a massa molecular foram identificadas 96,6 % das proteínas entre 7,0 e 65 kDa. 

No G2 foram identificados 52 spots exclusivos dele, as proteínas ficaram distribuídas 
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homogeneamente entre o pH 4,2 até 7,5, com uma massa molecular de entre 15 e 83 

kDa (Tabela 2). 

 

 

Figura 6. Número de Spots com abundância diferencial em cada 
tratamento por cada comparação. As barras claras representam a media dos 
números de spots por gel, as barras mais escuras representam os spots 
diferencialmente abundantes com um ANOVA ≤ 5.0. As cores vermelha, azul e 
laranja são as análises A (comparação feita entre os tratamentos G1 e G2), B 
(comparação feita entre os tratamentos G1 e G3) e C (comparação feita entre os 
tratamentos G3 e G4) respectivamente.  

 

Na análise B, comparação feita entre os indivíduos que tiveram seu 

desenvolvimento em baixa densidade populacional e os que tiveram seu 

desenvolvimento em alta densidade populacional, mas, as duas populações não 

receberam dano mecânico. Foram observados 69 spots com uma abundancia 

diferencial entre ambos os grupos do que, 87 % deles ficaram distribuídas na faixa de 

pH de 4,2 até 6,9 (Fig. 6 e na tabela 2). O 98,6 % dos 69 spots exclusivos do G3 

ficaram na faixa de 9,5 até 66 kDa e no pH de 3,6 até 7,3. Entanto que para os 130 

spots com abundância diferencial exclusivos do grupo G1, o 90 % ficaram na faixa 

de 4,2 até 7,6 de pH e entre 7,3 e 39,7 kDa (Fig. 6 e na Tabela 2).  
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Tabela 2. Faixas de Massas moleculares e pI’s 

Análise Experimento 
Faixa 
Massa 

Molecular 

 

% 

Faixa 
pI % 

(A) 

SFx2-Fx2 11,7 - 80 82,4 
4.4 - 6.2 63.5 

6.3 - 7.7 25.9 

Fx2 15 - 83 100 

4.2 - 4.7 25.0 

5.0 - 6.1 38.5 

6.2 - 7.5 30.8 

SFx2 7,0 – 65,0 96,6 
4.3 -6.4 67.6 

6.8 - 9.6 23.0 

(B) 

SFx2-SFx30 9,5 – 66,3 98,6 4.8 - 6.9 87.0 

SFx2 7,3 – 39,7 90 4.2 - 7.6 89.2 

SFx30 19,3 – 64,7 95,7 3.6 - 7.3 98.6 

(C) 

SFx30-Fx30 56,2 – 66 97,1 4.0 - 7.9 98.6 

SFx30 20 – 64,7 95,7 3.6 - 7.0 97.1 

Fx30 13,7 – 92,7 90,6 5.5 - 8.0 88.7 

 

Na análise C, foram 69 spots com uma abundancia diferencial entre ambos 

grupos (G3 e G4), ficou o 98 % deles na faixa 4,0 até 7,9 de pH e o 97 % destes 

spots ficaram entre 56 e 66 kDa. Nesta mesma comparação as 69 proteínas 

exclusivas do grupo G3, 97 % ficaram na faixa de 3,6 até 7,0 de pH com uma massa 

molecular entre 20 e 64,7 kDa, e finalmente das 53 proteínas exclusivas do grupo 

G4, 88,7 % ficaram entre 5,5 e 8,0 de pH com 90 % delas entre 13,7 e 92,7 kDa 

(Tabela 2). 
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5.2.  Processo de purificação 

Nesta etapa foram considerados dois parâmetros para a organização das 

amostras, o primeiro deles foi a concentração das proteínas e o segundo foi a 

atividade inibitória contra tripsina bovina pancreática. Esta protease foi selecionada 

para este fim para a padronização no processo de purificação e por ser uma enzima 

comercial (Sigma-Aldrich) com uma purificação de 90 %.  

A partir da cromatografia de afinidade (coluna de benzamidina) foi obtido um 

total de 60 frações, sendo as primeiras 25 sem proteases e com uma concentração de 

proteínas entre 0,1 a 19 µg/µL, estas frações foram agrupadas em pools (A, B, C, D e 

E).  Das frações 26 até 42 igualmente sem proteases, porém contendo concentração 

entre 0,1 a 0,9 µg/µL de proteínas. Já nas frações 43 a 56 foram obtidas as serino 

proteases da HLH, com uma concentração entre 1,6 a 18,5 µg/µL (Fig. 7A). 

A fração 6 com uma concentração de 14 µg/µL foi a maior em relação à 

concentração de proteínas entre as primeiras frações. Porém esta e as outras 5 frações 

previas, apresentaram inibição abaixo de 20 % e oxidaram após 10 - 20 minutos, 

mesmo quando mantidas -4ºC. Estas frações foram reunidas no pool A, mas, foram 

descartadas. 

As maiores atividades inibitórias foram observadas nas frações 7, 9 e 13 com 

52, 51 e 44 %, respectivamente (Fig. 7A). As frações 7 até a 13 obtiveram uma 

inibição meia igual ou maior a 30 % e uma concentração de proteínas variável (10-18 

µg/µL). Já as frações 14 a 23 obtiveram uma inibição meia próxima de 30 %, mas a 

concentração de proteínas foi baixa, entre 1,9 e 0,6 µg/µL (Fig. 7A). As frações 

acima de 25 por não ter uma atividade inibitória significativa (por volta de 20 %) 

foram descartadas. Assim, pelas anteriores características (% de inibição e 

concentração de proteínas) e pelos perfis dos géis de SDS-PAGE, o pool B foi 

composta das frações 7 a 11, para o pool C com as frações 12 a 15, o pool D das 

frações 16 a 19 e o pool E com das frações 20 a 23. 

As amostras pertencentes ao pool D e E não mantiveram a atividade inibitória 

após o processo de liofilização. 

O perfil cromatográfico da eluição do pool B e C na coluna de troca iônica 

foram similares entre si, diferenciando-se na concentração de proteínas. O pool B 
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apresentou uma concentração levemente maior de proteínas do que no pool C. A 

cromatografia de troca iônica revelou somente um pico majoritário das sub frações 

com atividade inibitória, encontrando-se antes de iniciar o gradiente (frações 9 - 14). 

Para a concentração de proteínas foram detectados três picos: o primeiro das frações 

11 - 13, segundo 24 - 28 e o terceiro de 36 - 40 (Fig. 7B). 

 

 

Figura 7. Perfis de eluição de proteínas do Plasma de A. gemmatalis por 
Cromatografia. As proteínas eluídas foram monitoradas pela absorbância a 280 nm. 
(A) Fracionamento do HLH pela coluna de Benzamidina; (B) Fracionamento pela 
coluna DEAE-Sepharose de troca aniônica das frações eluídas da cromatografia de 
afinidade com atividade inibitória. 
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As frações com maiores atividades inibitórias e concentrações de proteínas 

foram submetidas a filtração por tamanho. Foi utilizado o filtro de cut-of de 50 kDa 

para eliminação de proteínas de alta massas. Foi avaliada a capacidade inibitória das 

proteínas retidas no filtro e daquelas proteínas eluídas (MW menor que 50 kDa). 

Maiores atividades de inibição foram observadas para proteínas de MW menor que 

50 kDa.  

 

Tabela 3. Processo de purificação do inibidor da hemolinfa de Anticarsia 

gemmatalis: Modelo serino proteases 

Etapa 

purificaç

ão 

Prote

ína 

total 

(µg) 

UI A.E. 

(UI/

µg) 

Recuper

ação (%) 

Purifica

ção 

HLH 965,00 808,

64* 

4,11* 100,00 * 

Benzami

dina 

142,76 152,

69 

1,07 25,98 1,95 

Pool 

Benz. 

139,41 135,

16 

0,97 23,55 4,22 

Troca 

Iônica 

44,62 38,2

5 

0,86 20,82 4,32 

Filtro 50 

kDa 

6,75 4,24 0,63 15,25 4,42 

Os resultados são representativos de três experimentos independentes realizados com 
tripsina bovina e as amostras processadas do HLH. UI = Unidades Inibitórias, 
equivalente quantidade do inibidor para inibir 50 % a atividade proteolítica. AE = 
Atividade Específica. * = Valores aproximados. 
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Tabela 4. Processo de Purificação do inibidor da hemolinfa de A. gemmatalis: 

Modelo cisteíno proteases 

Etapa 

purificaç

ão 

Prote

ína 

total 

(µg) 

UI A.E. 

(UI/

µg) 

Recuper

ação (%) 

Purific

ação 

HLH 957,2

1 

914,

42* 

2,00

* 

100,00 * 

Benzami

dina 

518,9

2 

489,

19 

0,94 47,14 1,00 

Pool 

Benz. 

234,8

3 

193,

88 

0,83 43,73 1,33 

Troca 

Iônica 

147,2

4 

112,

03 

0,76 41,28 1,10 

Filtro 50 

kDa 

11,72 10,2

5 

0,87 38,04 2,14 

Os resultados são representativos de 3 experimentos independentes feitos com 
Papaína comercial e as amostras processadas do HLH. UI = Unidades Inibitórias, 
equivalente quantidade do inibidor para inibir 50 % a atividade proteolítica. AE = 
Atividade Específica. * = Valores aproximados. 

 

Nas Tabelas 3 e 4 pode se observar que tanto para os ensaios com tripsina 

como com a papaína, a concentração das proteínas foi decrescendo de 965 para 6,75 

µg/µL e de 957 para 11,7 µg/µL, respectivamente. Comportamento semelhante foi 

observado para as UI (152 - 4,2 para tripsina e 489 - 10 para papaína), a A.E (1,07 - 

0,63 para tripsina e 0,94 - 0,87 para papaína) e a recuperação (de 100 % no final é 

recuperado 15 % e 38 % para tripsina e papaína respectivamente).  

Em cada etapa da purificação houve um aumento da unidade inibitória. Para 

os ensaios com a tripsina foi observado um aumento de 2,5 unidades (aumentou de 

1,95 até 4,42) e com a papaína 1,14 (aumentou de 1,00 até 2,14) (Tabela 2). 
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A Figura 8 representa a análise da eletroforese em gel de poliacrilamida das 

amostras provenientes de cada etapa de purificação da hemolinfa de A. gemmatalis. 

A massa molecular aparente das bandas de proteínas, responsáveis pela inibição da 

tripsina e da papaína, estão em torno de 38 ± 2 kDa e 90 ± 9 kDa (Figura 8A). A 

outra banda (presente na canaleta referente a amostra depois da filtração) de tamanho 

aproximado 181 ± 10 kDa pode ser desconsiderado como possível inibidor, porque 

em um teste adicional, ela foi degradada pela tripsina (Figura 8B).  

 

A B  

Figura 8. Análise por SDS-PAGE do Processo de Purificação do Inibidor. (A) 
Gel de poliacrilamida 10 % de 7 cm corado com azul de Comassie. 1- Marcador de 
peso molecular em kDa na esquerda. 2- Proteínas da HLH. 3- Proteínas das frações 
da cromatografía de afinidade que obtiveram atividade inibitória (pool B). 4- 
Proteínas das frações da cromatografía de troca iônica. 5- Proteínas eluídas no filtro 
de 50 kDa; (B) Gel de poliacrilamida 10 % de 13cm. 1- MW. 2- Proteínas eluídas na 
cromatografía de troca iônica. 3- Proteínas filtradas (50 kDa). 4- Tripsina Bovina. 5- 
Mistura inibidor com a tripsina bovina. 

 

Durante o processo de purificação diferentes bandas de proteínas foram 

selecionadas ou excluídas em cada etapa com referente á etapa anterior. Assim, após 

a HLH passar pela coluna de benzamidina, nas frações selecionadas, as bandas da 

eletroforese na altura de 77-65, 45-40, 35-30 kDa diminuíram de intensidade em 

relação à HLH bruta. Na segunda cromatografia foi evidenciada uma diminuição das 

bandas de 137, 85 e 32 kDa e finalmente as amostras que passaram pelo filtro de 50 

kDa não foram verificadas as presenças das bandas entre 103 e 44 kDa (Figura 8A). 
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Na última etapa de purificação, foram observadas três bandas de 38 kDa, 90 kDa e 

de 181 kDa. Foi feito um ensaio adicional misturando as amostras eluídas pelo filtro 

de 50 kDa com tripsina bovina em proporção 4:1, assim foi possível determinar que 

a banda de 181 kDa é degradada pela serino protease como indica a seta na figura 

8B. 

 

5.3. Cinética do inibidor 

Após os ensaios utilizando concentrações variáveis do inibidor e do 

substrato cromogênico, foram construídos os gráficos do duplo recíproco de 

Lineweaver-Burk com o objetivo de determinar o modelo de inibição (Figuras 9, 10 

e 11). Os dados indicam que o mecanismo de inibição da amostra para a cisteíno 

protease foi de forma reversível incompetitiva (Figura 9), entanto que para a serino 

proteases foi do tipo competitivo reversível (Figura 10 e 11). 

 

 

Figura 9. Análise da curva de inibição da papaína pelos inibidores obtidos da 
hemolinfa de Anticarsia gemmatalis. Gráfico de Lineaweaver-Burk. Inserção: 
Gráfico de Michaelis-Menten. A atividade inibitória foi determinada usando várias 
concentrações do substrato [S] Azocaseína (0,71; 1,42; 2,36; 5,68 e 11,33 mM), e do 
inibidor (x 0 µg/µL; ■1,56 µg; ▲3,125 µg; ▼6,25 µg; ♦ 12,5 µg). Os pontos são 
leituras experimentais das atividades catalíticas residuais das proteases misturadas 
com o inibidor, utilizou-se a equação de Michaelis-Menten para a obtenção dos 
valores de Ki app e Vmax app. 
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Nos resultados da inibição da papaína com o extrato enriquecido do inibidor, 

a variação do KM foi refletida no intercepto do eixo X, que variou de -8,398 até - 

18,05. A diminuição da Vmax foi evidenciada pelos diferentes interceptos do eixo Y. 

As concentrações do inibidor e a igualdade do coeficiente angular foram 

demonstradas nos valores semelhantes do KM/Vmax. Para I[1,56]; I[3,125]; I[6,25] e 

I[12,5] e I[0], KM/Vmax foi de 0,009782 ± 0,003; 0,01105 ± 0,005; 0,01038 ± 0,005; 

0,01035 ± 0,007 e 0,01178 ± 0,007, respectivamente. Com base nestes valores, a 

inibição foi determinada como incompetitiva. 

 

Para o gráfico com a tripsina bovina (Figura 10), observou-se que o 

intercepto no eixo Y ficou em 1,513 ± 0,4587; o coeficiente angular variou desde 

1,464 ± 0,8887 até 157,7 ± 58,53 e o intercepto no eixo X variou desde -1,033 até 

0,02232.  

 

 

Figura 10. Análise da curva de inibição da tripsina bovina pelos inibidores 
obtidos da hemolinfa de Anticarsia gemmatalis. Gráfico de Lineaweaver-Burk. 
Inserção: Gráfico de Michaelis-Menten. A atividade inibitória foi determinada 
usando várias concentrações do substrato [S] L-BApNA [S] (0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 
e 1,0mM), e do inibidor (x 0 µg/µL; ■ 1,12 µg; ▲ 2,25 µg; ▼4,5 µg; ♦ 6 µg; ●9 µg). 
Os pontos são leituras experimentais das atividades catalíticas residuais das proteases 
misturadas com o inibidor, utilizou-se a equação de Michaelis-Menten para a 
obtenção dos valores de Ki e Vmax. 
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Com os dados analisados no gráfico de Michaelis-Menten (Figuras 9, 10 e 

11), foi possível determinar a afinidade do inibidor pelas proteases; sendo, o Ki de 

2,65 e 0,09 µg/s para a tripsina bovina e a tripsina like do inseto, respectivamente. 

No caso da papaína, o αKi foi de 8,79 µg/s. 

Na primeira concentração do inibidor (I[1,12]) o aumento da inclinação da 

reta em relação à reta controle foi pouco significativo (coeficiente angular de 1,464 ± 

0,89 para o controle e 2,658 ± 1,16 para I), pelo que devido a isso não é considerado 

uma variação na inclinação significativa, sendo que em alguns casos as retas se 

coincidem. Entretanto, nas retas I[2,25]; I[4,5]; I[6] e I[9] a inclinação aumentou 

significativamente com relação ao controle e entre si. 

 

 

 

Figura 11. Análise da curva de inibição da tripsina-like intestinal de Anticarsia 

gemmatalis pelos inibidores obtidos da hemolinfa do mesmo inseto. Gráfico de 
Lineaweaver-Burk. Inserção: Gráfico de Michaelis-Menten. A atividade inibitória foi 
determinada usando várias concentrações do substrato [S] L-BApNA (0,0625; 0,125; 
0,25; 0,5 e 1,0mM), e do inibidor (x 0µg, ■3,32 µg; ▼13,29 µg; ♦16,61 µg; ●29,91 
µg). Os pontos são leituras experimentais das atividades catalíticas residuais das 
proteases misturadas com o inibidor, utilizou-se a equação de Michaelis-Menten para 
a obtenção dos valores de Ki e Vmax.  
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5.4. Estabilidade do inibidor 

Foi avaliada a estabilidade dos inibidores somente com a tripsina bovina, a 

papaína não foi testada. Na faixa de temperatura analisada foi observado que o 

inibidor apresenta alta estabilidade entre 25 e 70 °C, ou seja, mantem uma 

porcentagem de inibição de 50 % (Fig. 12A). Com base no resultado da ANOVA foi 

verificado que a partir dos 80°C a inibição diminui (p ≤ 0,05). Igualmente foi testada 

a estabilidade das proteínas em diferentes pH e observou-se que entre 7,2 e 9,2 a 

amostra conservou sua atividade inibitória entre 35,45 a 62,6 %. A diferença da 

inibição gerada pelas amostras no pH de 6,3 que ficou em torno de 7 % de inibição 

(Fig. 12B). 

 

A   B  

Figura 12. Efeito do pH e a temperatura na atividade inibitória contra tripsina 
bovina, dos inibidores isolados da hemolinfa de Anticarsia gemmatalis, sobre a 
tripsina bovina. (A) Variação da atividade do (s) inibidor (es) no tampão glicina 
HCl (pH 6,3; 7,2 e 7,8) e tampão Tris HCl (pH 8,2; 8,7 e 9,2); (B) Efeito da 
temperatura na atividade inibitória em 25 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 
°C, 90 °C, e 100 °C. 
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6. DISCUSSÃO 

No mapa do perfil das proteínas secretadas na heolinfa das lagartas dos 

quatro grupos analisados no 2-DE de Anticarsia gemmatalis. Foram encontrados que 

mais do 90 %, ficaram na mesma posição entre um gel e outro, indicando que a 

reprodutibilidade entre as replicas e os tratamentos foi alta. Além disso, este 

resultado está indicando que as proteínas das amostras foram corretamente extraídas. 

Depois de obter os mapas 2-DE das proteínas expressadas na hemolinfa pelas 

lagartas no último instar, foi possivel identificar que há diferenças entre os insetos, 

no qual o seu desenvolvimento foi em baixa densidade populacional sem e com o 

estresse por ferimento (G1 e G2, respectivamente). Assim também, nos insetos no 

qual o seu desenvolvimento foi em alta densidade populacional sem e com estresse 

por ferimento (G3 e G4, respectivamente) houve diferenças na abundância proteica. 

Nas comparações de número de spots, sempre foi identificada uma abundância maior 

de proteínas nos tratamentos G1 e G3 comparado com os tratamentos G2 e G4, o que 

significa que foi menor o número de proteínas diferencialmente abundante nas 

lagartas que foram submetidas ao estresse por ferimento independentemente das 

condições da população (Tabela 2). Além das diferenças pelo número de spots (Fig. 

6), também variou as características dos mesmos, referentes às faixas de pI e massa 

molecular em que ficaram concentrados o maior número de proteínas (Tabela 2). 

Estes resultados são importantes porque a diminuição ou o aumento de alguns tipos 

de proteínas podem indicar uma mudança significativa em diferentes processos 

fisiológicos como o sistema imune. Um exemplo destas alterações é o reportado pelo 

Adamo et al (2013) que os predadores com estressores, o gafanhoto Gryllus texensis 

muda sua fisiologia, seu comportamento e inclusive seu fitness pela mudança nos 

receptores de octopamina e consequentemente aumentando a sua concentração na 

hemolinfa deste neurotransmissor do estresse. 

Adicionalmente, na análise A, os spots com abundancia diferencial entre os 

tratamentos G1 e G2 foram interessantes, porque nas faixas em que ficaram 

concentrados os spots (4,2 a 7,7 de pI e entre 12 e 80 kDa de massa molecular), 

segundo a literatura, encontrassem frequentemente proteínas associadas com a 

armazenagem de energia como Arilforinas e pericentrina 2 (FURUSAWA et al., 

2008); metabolismo e desenvolvimento como a esterasa A4 - proteína da diapausa 

(CHEN et al., 2010); do sistema de reconhecimento de odores e feromônios 
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como proteína quimio sensorial 11 (CHEN et al., 2018) e do sistema imune 

como proteínas de reconhecimento de β-1,3-glucanos, lectinas tipo C, inibidores 

de proteases entre 43 e 45 kDa e a serino protease tipo 1 (ZHANG et al., 2013; 

GHOSH et al., 2011). Adicionalmente os spots exclusivos do tratamento G2 ficaram 

em uma faixa de pI’s mais ácido que o do tratamento G1, deste último 67,6 % das 

proteínas ficaram em uma faixa ácida, no entanto, que aproximadamente 23 % das 

proteínas ficaram num pH entre neutro e básico (Tabela 2). Esta diferença entre os pI 

das proteínas possivelmente pode estar associado á resposta que o inseto tem frente a 

uma ameaça, porque no tratamento G1 os spots encontram-se com pI básicos, fato 

que foi reportado pela literatura que frequente proteínas são encontradas nesta faixa 

de pH como a AGAP010319-PA, fator de crescimento do disco imaginal, lisozimas e 

glycerol-3-phosphate dehydrogenase (peptídeos importantes para os processos 

metabólicos e de desenvolvimento) (ZHU et al., 2008). Entre os spots com pI ácido 

encontrados exclusivos no tratamento G2, na literatura tem sido reportada a 

associação desta faixa de pH com proteínas envolvidas na imunidade como: o 

alaserpin, os precursores de antitripsina, a ferritina, os inibidores de serio proteases, 

as proteínas de reconhecimento de β-1,3-glucanos e a sub unidade 2 da pro fenol 

oxidase (proPO-p2) (ZHANG et al., 2013; LI et al., 2014; SNART et al., 2015). 

As análises A e C, indicam que o número de spots exclusivos dos tratamentos 

G2 e G4 foram muito próximos, 52 e 53, respectivamente (Fig. 6). O que pode ser 

um indicativo de que as vias que o inseto ativa para a cicatrização de uma ferida, 

possivelmente, não tem alteração nenhuma pela densidade populacional, em que 

ocorreu o desenvolvimento do individuo.  

Na análise B, também foi encontrado uma diminuição do número de spots no 

tratamento G3 comparado com o tratamento G2, similar como foi encontrado na 

análise A. Na análise C, pode se observar resultados como no grupo G4, pois há um 

aumento das proteínas entre a faixa neutra e a básica (Fig. 6). Este efeito pode ser 

explicado pelo fato de que o inseto no momento da ferida perde proteínas de 

armazenagem acumuladas durante o desenvolvimento como arilforina (CHEN et al., 

2010; GILL et al., 2017) 

Referente ao peso molecular, pode se observar que as proteínas encontradas 

nos tratamentos G2 e G4, obtiveram um maior peso molecular que em G1 e G3 
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(Tabela 2). Assim possivelmente este resultado junto com a mudança de pI, pode ser 

um indicativo indireto do processamento post-transcripcional que pode ter sofrido as 

proteínas pelas condições de estresse, tipo cortes das cadeias polipeptídicas e ou a 

fosforilação de a.a., que são parte de um sistema para controlar o comportamento 

proteico (por exemplo, ativando ou inativando uma enzima). Muitas proteínas depois 

de ser sintetizadas são processadas gerando mudanças no seu tamanho e na carga 

elétrica, dependendo dos sinais que recebe a célula (GUO et al., 2016; GILL et al., 

2017). Como na análise A em que foi evidenciada a mudança da carga elétrica das 

proteínas do tratamento G2 comparada com o tratamento G1, em que 30 % das 

primeiras foram mais básicas que as segundas. Os resultados deste trabalho 

concordaram com Chen et al., (2010) no qual conseguiu determinar que as proteínas 

associadas ao sistema proPO são altamente expressadas na hemolinfa de insetos em 

condições de estresse e, neste trabalho, os spots com maiores variações encontram-se 

nas regiões dos géis onde geralmente estão as proteínas associadas com o sistema 

proPO. 

Manter a imunidade, para os organismos conseguir se defender, é um aspecto 

da fisiologia que é altamente custoso, o que leva a encontrar uma relação de uma boa 

concentração de proteínas associadas com o metabolismo e um sistema imune forte 

(WOJDA, 2017). Por exemplo, a sobrevivência de larvas de Spodoptera exempta, 

infectadas com um vírus, aumenta com uma dieta rica em proteínas, o que indica 

uma associação da nutrição do inseto com a sua resistência (POVEY et al., 2009). 

Obviamente, neste trabalho os indivíduos em alta densidade populacional vão ter 

uma disponibilidade limitada de recursos comparada com aqueles que ficaram em 

baixa densidade, por isso pode explicar o porquê em A. Gemmatalis ocorreu o 

mesmo efeito (SILVA et al., 2013). 

A etapa polifenística é um fenômeno amplamente distribuído entre os insetos, 

reportado em Lepidópteros, Ortopteros, Coleópteros e Hemipteros (WHITMAN, 

2009; WILSON et al., 2002). A etapa na qual o indivíduo vive em condições não 

favoráveis pela densidade populacional, conhecida como agregação, é caracterizada 

pelo fato que os insetos tendem a ser mais escuros, com as cutículas mais 

melanizadas que nos indivíduos solitários (WHITMAN, 2009). Na etapa 

polifenística é característica as mudanças como a cor, a morfologia, a ontologia, o 

desenvolvimento e a resistência às doenças (BOOTS, 2000; WOJDA 2017). Espécies 
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que apresentam etapas polifeníticas como Spodóptera exempta e Spodoptera 

littoralis (Lepidoptera: Noctuidae); Schistocera gragaria, Locusta migratória e 

Nomadacris septemfasciata (Orthopera: Acrididae), sãs as pragas mais conhecidas 

pelo homem. Na etapa polifenística estas espécies tem uma importância crítica, 

porque, o estímulo da população leva a mudanças morfológicas e comportamentais 

que aumentam seu efeito nocivo nas cultivares (WHITMAN. 2009, SILVA et al., 

2013; SNODGRASS, 1993). 

Baseado nos resultados das cromatografias, verificamos que os inibidores 

para tripsina obtiveram um bom rendimento relativo ao processo de purificação, pois 

na última etapa foram recuperados 38 % de sua atividade inibitória, enquanto que 

para papaína foram apenas 15 % (Tabela 3 e 4). Esta porcentagem de recuperação 

pode ser um indicativo que a metodologia utilizada não gerou muitas perdas das 

proteínas de interesse, com a exceção da primeira etapa em que foi observada uma 

perdida de 53 %.  De acordo com Inga et al., (2010) e Castillo-Yáñez et al., (2005), 

quando existe esta diferença entre o rendimento no processo de purificação, pode-se 

definir como uma alta eficiência a metodologia de purificação.  

Na análise dos perfis dos géis SDS-PAGE obteve-se massas moleculares 

cujos valores foram de 38 e 90 kDa (Fig. 8), e este peso molecular coincide com 

alguns inibidores na literatura. É o caso do serpin 1, que apresentam variabilidade no 

tamanho, com isoformas com peso de aproximadamente 35 kDa e tem sido reportado 

em lepidópteras (RAGAN et al., 2010; ARUNPRASANNA et al., 2017). Este 

inibidor foi detectado numa concentração de 0,4 mg/mL em M. sexta, indicativo que 

este inibidor apresenta alta expressão nestes organismos, comparando com outros 

inibidores presentes em lagartas (ZHAO et al. 2012; CHERQUI et al., 2001). Outro 

exemplo é o que Christen e colaboradores (2012) observaram em M. sexta, por meio 

de splicing alternativo, a serpin 3 que apresenta diferentes tamanhos, mas que 

geralmente a proteína é de 40 kDa aproximadamente. Xu et al. (2015) registrou no 

lepidóptero Autographa californica serpin 2 de 44 kDa. Duarte Toubarro e 

colaboradores (2013) reportou a presença de serpin 6 em diversas lagartas, 

apresentando em sua forma nativa uma massa de 35 kDa. A serpin 6 forma um 

complexo com apolipophorin (uma proteína do plasma dos insetos) de 108 kDa. 

Inclusive as proteínas incluídas dentro da família dos serpin podem ter uma variação 
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de tamanho tão grande que entre as características para hierarquizar os membros é 

utilizado a massa molecular como padrão (ZOU et al., 2009).  

Portanto, inibidores do tipo serpin podem apresentar uma grande variação de 

massa e tamanho da cadeia polipeptídica de aproximadamente 35 a 60 kDa 

(CHERQUI et al. 2001; RAI et al 2010; AN et al., 2011; XU et al., 2015), o que está 

de acordo com o que foi observado para A. gemmatalis.  

Além do serpin na hemolinfa dos invertebrados, pode se encontrar outros 

tipos de inibidores, como o pacifastin, em que seu monômero encontra-se entre 35 a 

38 kDa. Também é frequente encontrar estes inibidores formando um heterodímero 

de 105 kDa (KELLENBERGER & ROUSSEL, 2005), estes valores estão muito 

próximos das bandas observadas nos géis (Fig. 8). 

A afinidade dos inibidores aparentemente foi maior para a serino protease do 

que para a cisteíno protease. Esta diferença pode ser devido à baixa afinidade do 

inibidor com a papaína (Fig. 9, 10 e 11). Sabe-se que inibidores apresentam atividade 

para as diversas proteases com os graus de inibição distintos ou não (Nelson & Cox, 

2014; MULENGA et al., 2013; MIYAJI et al., 2007). Têm sido observadas em 

alguns insetos, proteínas apresentando atividade inibitória diferencial para as cisteíno 

e as serino proteases (MIYAJI et al., 2007; ZHAO et al., 2012; MULENGA et al., 

2013; PENG-CHAO et al., 2015). A maior afinidade para serino proteases pode ser 

explicada, também, devido a abundância desta protease que participam nas diferentes 

cascatas enzimáticas no plasma dos insetos (SNODGRASS, 1993).  

O inibidor apresentou uma maior afinidade para a tripsina-like do inseto do 

que para a tripsina bovina. Isto foi evidenciado na cinética, em que a tripsina-like do 

inseto teve o intercepto no eixo Y maior, além da variação da inclinação e o KM 

menores que a tripsina bovina (Figuras 10 e 11). Kellenberger & Roussel (2005) 

identificaram dois inibidores de pacifastin (LMP-1 e LMP-3) no gafanhoto Locusta 

migratoria e verificaram que eles apresentaram baixa atividade para tripsina de 

mamíferos, mas foram fortes inibidores para as enzimas do intestino médio deste 

inseto. Nove inibidores de serino proteases foram purificados de lagartas de 

Antheraea mylitta, tendo uma atividade inibitória para tripsina e quimiotripsina 

bovina menor do que para o intestino do inseto (RAI et al., 2010). Estes trabalhos 

corroboram com o resultado encontrado na presente pesquisa e reforça a hipótese que 
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a utilização de inibidores do próprio inseto pode ser utilizada visando um manejo 

ecologicamente viável.  

No caso dos pacifastin, é conhecido que possuem seis resíduos de cisteína 

formando três pontes dissulfeto (Cys-1-4, Cys 2-6. Cys 3-5), indicando uma notável 

estabilidade sem interferir com o domínio inibitório, localizado próximo ao extremo 

C-terminal da proteína (BREUGELMANS et al., 2009a). Tem sido observado para 

os inibidores purificados de insetos estabilidade para pH entre 4,5 e 9; e em 

temperatura entre 4 a 65°C (RAI et al., 2010). Estes valores estão inseridos no 

intervalo obtidos no presente estudo. Assim, essas características podem também 

estar presente nos inibidores purificados de A. gemmatalis. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Pelos resultados nas análises 2-DE é evidente que há uma alteração 

(diminuição) na expressão de proteínas das lagartas no qual seu desenvolvimento 

ocorreu em condições de estresse por alta densidade populacional ou em outras 

palavras, na etapa polifenística. 

 

O estresse por superpopulação provavelmente não afeta a via da coagulação 

da hemolinfa em lagartas de Anticarsia gemmatalis, porque o número de spots o 

tamanho deles e o pI tem aproximadamente os mesmos perfis. 

 

A hemolinfa de Anticarsia gemmatalis tem pelo menos dois inibidores de 

serino e cisteíno proteases com o tipo de inibição competitiva e imcompetitiva, 

respectivamente. Além de possuir uma afinidade cerca de 100 vezes maior para as 

serino proteases do inseto do que para as cisteíno proteases e 30 vezes maior que 

para serino proteases de mamíferos. 

 

Novas pesquisas são incentivadas para comprovar se os inibidores pacifastins 

realmente estão presentes na hemolinfa da lagarta-da-soja. Além disso, verificar qual 

é a importância deste inibidor na fisiologia desta lagarta e realizar estudos sobre a 

sua utilização no manejo integrado de pragas. 
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