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APRESENTAÇÃO

A obra intitulada “Prospecção de moléculas bioativas em animais e plantas: uma 
visão biotecnológica” consiste em uma coletânea de artigos científicos apresentados em 
9 capítulos, com enfoque em biotecnologia. Na mesma, foram expostos conhecimentos 
sobre bioquímica, microbiologia e bioinformática, com estudos em diferentes espécies, 
abrangendo a biodiversidade brasileira.

Na biotecnologia, os campos de estudos são muito amplos e englobam pesquisas 
complexas envolvendo microrganismos, plantas e animais. Desta forma, a obra 
apresenta pesquisas sobre moléculas bioativas derivadas de aracnídeos, insetos, 
répteis, anfíbios e plantas. Essas moléculas bioativas apresentam uma gama de 
atividades biológicas, e algumas dessas, com potencial antimicrobiano, inibidores de 
peptidases, entre outras, foram apresentadas no decorrer da obra. 

Ademais, moléculas protéicas bioativas provenientes de fontes naturais, podem 
ter sua sequencias primárias caracterizadas e modificada por meio da bioinformática 
(metodologia de desenho racional), que busca melhorar seu potencial terapêutico in 
vitro partindo de estudos in silico. 

As informações geradas nesta obra são de extrema relevância em nível 
acadêmico, pois mostra pesquisas básicas avançando para pesquisas aplicadas, o 
que proporciona o enriquecimento da comunidade científica e formação profissional 
de alunos de graduação e pós graduação.

Regina Meneses Gonçalves
Breno Emanuel Farias Frihling

Ludovico Migliolo
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CAPÍTULO 9

POTENCIAL DE INIBIDORES SERINICOS EM 
FOLHAS DE Croton urucurana (MALPIGHIALES, 

EUPHORBIACEAE) PARA O CONTROLE DE 
Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA, NOCTUIDAE)

Taylla Michelle de Oliveira Flores
Pós-graduação em Biologia Molecular e Celular 

Universidade Federal da Paraíba 
 João Pessoa-PB

Liliam Silvia Cândido
Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais, 

Universidade Federal da Grande Dourados, 
Dourados-MS

Ludovico Migliolo
S-Inova Biotech, Pós-graduação em 

Biotecnologia, Universidade Catolica Dom Bosco, 
Campo Grande-MS

Jannaina Velasques da Costa Pinto
Centro de Formação em Ciências Agroflorestais, 

Universidade Federal do Sul da Bahia Itabuna-BA.

RESUMO: Um dos principais fatores que 
impedem números mais expressivos de 
produtividade na cultura do milho é a alta 
incidência de pragas na lavoura, sobretudo da 
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda, 
Lepidoptera, Noctuidae). Os mecanismos 
adaptativos dessa praga garantem aquisição 
de resistência aos compostos químicos após 
poucas gerações, tornando-a de difícil controle. 
Nos últimos anos, a prospecção de inibidores 
de peptidases vem ganhando destaque graças 
ao seu potencial inseticida, capaz de reduzir 
a disponibilidade de aminoácidos essenciais 
ao desenvolvimento das larvas, levando à 

morte. Neste trabalho, foi utilizado o extrato 
proteico de folhas de Croton urucurana Baillon 
(Euphorbiaceae) com o objetivo de identificar 
a presença de inibidores de peptidases e 
avaliar o seu potencial de uso no controle daS. 
frugiperda. O extrato foipreparado em tampão 
Tris-HCl 50mM pH 8 e submetido à precipitação 
proteica com sulfato de amônio nasaturação 
de 30-60%.. Ensaios enzimáticos preliminares 
foram realizadosutilizandocomo substrato 
Azocaseína (1%) e Tripsina Bovina. Ao constatar 
atividade antitrípticadas amostrasentre as 
concentrações de 1,35 a 5,4 µg.mL-1, estas 
foram submetidas ao ensaio com substrato 
específico BApNA (1,25mM) em Tripsina Bovina 
que resultou ematividade inibitória de até 80% 
para a  concentraçãode 26,95 µg.mL-1.Deu-se 
então prosseguimento ao ensaio com substrato 
BApNA em homogenato intestinal da lagarta S. 
frugiperda, que apresentou atividade inibitória 
de 80% quando utilizados 2,7 µg.mL-1 do extrato. 
Os resultados obtidos determinaram significativo 
potencial inseticida do extrato proteico das 
folhada C. urucuranae para a possibilidade de 
desenvolvimento de um produto biotecnológico 
destinado ao controledesta lepidóptera. Nesse 
sentido, novos estudos de bioprospecção desta 
planta são encorajados.
Palavras chaves:Sangra d’água, proteases, 
inibidores de proteases, mecanismos de defesa 
vegetal.
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ABSTRACT: One of the main factors that prevent more expressive numbers of 
productivity in the maize crop is the high incidence of pests in the crop, especially of the fall 
armyworm (Spodopterafrugiperda, Lepidoptera, Noctuidae).The adaptive mechanisms 
of this pest guarantee the acquisition of resistance to chemical compounds after a few 
generations, making it difficult to control.In recent years, the prospection of inhibitors 
of peptidases has been gaining prominence in relation to the insecticidal potential, 
capable of reducing the availability of essential amino acids to the development of the 
larvae, leading to death.In this work, the leaf protein extract of Croton urucuranaBaillon 
(Euphorbiaceae) were used in order to detect the presence of inhibitors of peptidases 
and to evaluate their potential use in the control of S. frugiperda. The extracts were 
prepared in Tris-HCl buffer (50 mM) and submitted to protein precipitation with 
ammonium sulfate at saturation of 30-60%. Preliminary enzymatic assays were 
performed using the substrate Azocasein (1%) in Trypsin Bovine. When the antitríptic 
activity in the sample between the concentrations of 1.35 and 5.4 μg.mL-1 was verified, 
they were submitted to the BApNA (1.25mM)substrate assay in Trypsin Bovinawhich 
resulted in inhibitory activity up to 80% for the concentration of 26.95 μg.mL-1. The 
assay was then carried out with BApNA substrate in intestinal homogenate of the S. 
frugiperda caterpillar, which showed 80% inhibitory activity when 2.7 μg.mL-1 of the 
extract was used.The results obtained determined a significant insecticidal potential of 
C. urucurana leaf extract and the possibility of developing a biotechnological product 
destined to the control of this lepidoptera. In this sense, new bioprospecting studies of 
this plant are encouraged.
KEYWORDS:Sangrad’água, proteases, protease inhibitors, plant defense mechanisms.

1 | 	INTRODUÇÃO

A cultura do milho (Zeamays, Poales,Poaceae) é segunda mais importante no Brasil, 
perdendo apenas para a soja. A colheita anual de grãos chegou a 91,2 toneladas, na 
safra 2018, ocupando aproximadamente 16 milhões de hectares. Ainda assim, esses 
números são considerados baixos quando comparados aos de países que priorizam 
a agricultura de precisão para produção de grãos, a exemplo dos Estados Unidos 
(CONAB, 2019).

Um dos principais fatores que comprometem a produtividade do milho no Brasil é a 
grande incidência de insetospragas na lavoura. Levando-se em conta que o Brasil está 
inserido numa zona tropical, os fatores climáticos favorecem a colonização, reprodução 
e adaptação de insetospragas, que ocorrem de forma mais acelerada comparado a 
outras zonas do globo (RUBIN, 2009; SANTOS et al., 2004). Dentre as pragas mais 
incidentes, a Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae) (SMITH, 1797), também 
conhecida como lagarta-do-cartucho, é de difícil controle, podendo levar a uma perda 
drástica na produção do milho e de outras culturas de grãos (RUBIN, 2009).

http://www.infoescola.com/plantas/familia-poaceae/
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O controle de pragas através de defensivos químicos é a técnica mais comumente 
usada no manejo, no entanto a resistência a diferentes compostos adquirida 
rapidamente pela S. frugiperda tornou-se um grande problema para a produtividade 
da lavoura. Esta resistência está muitas vezes associada ao manejo inadequado das 
pulverizações, seja pela dosagem  ou pela repetição indiscriminada da prática ao longo 
do ciclo da lavoura (COSTA et al., 2005; LIMA et al., 2012; WAQUIL, 2007).

A tendência em se prospectar compostos originados do metabolismo primário 
das plantas, de natureza proteinácea, utilizados constitutivamente como mecanismo 
de defesa natural a campo, vem ganhando espaço no controleà incidência de insetos 
pragas na lavoura. Um exemplo típico é o uso de inibidores de peptidases serínicas 
(ADDOR, 1995; MACEDO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

Os Inibidores de peptidases (IPs) são compostos proteicos que inibem a atividade 
de peptidases no intestino das lagartas por meio de bloqueios ao sitio ativo destas 
enzimas, resultando na redução da disponibilidade de aminoácidos necessários para o 
crescimento e desenvolvimento da praga, levando-as à morte.Os IPs estão presentes, 
em sua maioria, nos órgãos de reserva, mas podem também ser encontrados em 
outros tecidos vegetais e desempenham importante papel na defesa aos ataques 
de insetos e microrganismos patogênicos em lavouras, podendo ser utilizados como 
potencial bioinseticida (BAYÉ et al., 2005; DUNSE et al., 2010; TREMACOLDI, 2009; 
VELASQUES et al., 2017). 

A Croton urucurana (Malpighiales, Euphorbiaceae), popularmente conhecida 
como sangra d’agua graças ao látex vermelho liberado pelo seu caule, é uma planta 
comumente encontrada no Cerrado e na Mata Atlântica, e é comumente utilizada entre 
as populações indígenas tanto para fins medicinais como para propriedades inseticidas 
(SIMIONATTO et al., 2007). 

A literatura especializada tambémapresenta estudos relacionando o potencial de 
uso da C. urucurana no controle de pragas agrícolas, como as larva de Anagasta 
kuehniella que atacam lavouras de algodão (SILVA et al., 2009). No entanto, não são 
encontrados dados relacionados aos compostos de origem proteica em extratos da 
sangra d’água. Diante disso, neste trabalho foram aplicados métodos de prospecção 
de moléculas proteicas em C. urucurana com intuito de identificar a presença de 
inibidores de peptidase e sua aplicabilidade no controle de lepidóptera, principalmente 
em modelos agrícolas. 

2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Coleta de Material

Folhas de Croton urucurana foram coletadas no Parque das Nações Indígenas, 
localizado na cidade de Campo Grande – Mato Grosso do Sul (20.4555° S, 54.5797° 



Prospecção de moléculas bioativas em animais e plantas: Uma visão Biotecnológica Capítulo 9 110

W). As folhas foram transportadas até o Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular 
S-Inova Biotech da Universidade Católica Dom Bosco – UCDB. As folhas foram 
lavadas, secas e colocadas em estufa de circulação fechada, a 36,5° C por quatro 
dias. Após a secagem das folhas, foi realizada a remoção da nervura central, e o limbo 
foliar foi moído em moinho de facas para obtenção do material totalmente pulverizado.

2.2	Obtenção da Fração 30-60% do Extrato Foliar

Foram homogeneizados 100g de folhas de Croton urucuranapulverizadas com 
adição de 2000 mL de solução tampão de extração Tris-HCl 50 mM pH 8,0 (proporção 
de 1:20 p:v) sob agitação magnética overnight. As amostras foram filtradas e,em 
seguida, centrifugadas a 10000 rpm por 30 min à 4ºC. O pellet foi descartado e o 
sobrenadante foi posteriormente liofilizado.

O extrato obtido do tampão Tris-HCl foi submetido à precipitação por Sulfato de 
Amônio segundo metodologia descrita por BURGESS(2009) empregando a faixa de 
saturação inicial-final de 30-60% de (NH4) 2SO4, utilizada nos bioensaios. 

2.3	Determinação de Proteínas Totais 

A concentração de proteínas totais dos extratos foi estimada pelo método descrito 
por BRADFORD(1976), utilizando a curva de BSA (albumina sérica bovina) como 
padrão. A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro (BioDrop) a 595 
nm.

2.4	Homogenato do Trato Digestivo do Inseto

Larvas de S. frugiperda de 5º instar, obtidas no Laboratório de Controle de Pragas 
da Universidade Católica Dom Bosco, foram dissecadas com auxílio de lupa e pinça, 
os tratos intestinais selecionados foram transferidos para microtubos contendo 200μL 
de tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,5 e mantidos a ± 0,2ºC. O homogenato intestinal foi 
preparado de acordo com a metodologia estabelecida por TERRA e colaboradores 
(1977), seguindo algumasmodificações feitas por AMORIM(2007). O sobrenadante 
foi coletado e quantificado pelo método de BRADFORD(1976) em espectrofotômetro 
(BioDrop) à 595 nm, diluído a 1 μg.μL-1 e a leitura padronizada para cerca de 0,100 
de absorbância.

2.5	Ensaio Enzimático

As atividades inibitórias proteolíticas foram conduzidas por meio de ensaio 
enzimático com tripsina bovina utilizando solução de Azocaseína a 1% e BApNA 
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1,25mM como substratos.
Atividade inibitória realizada com substrato não específico Azocaseína a 

1%: Os testes foram realizados de acordo com a metodologia descrita por IVERSEN 
& JORGENSEN(1995), utilizando diferentes concentrações da amostra (0,084; 0,337; 
0,674; 1,350; 2,700; 5,400; 13,500 e 26,950 µg.mL-1). A absorbância foi medida a 440 
nm.

Atividade inibitória realizada com substrato BApNA (β-N-benzoil-arginina-
p-nitroanilida): Para a detecção da atividade inibitória, diferentes concentrações da 
amostra (0,084; 0,168; 0,337; 0,674; 1,350; 2,700; 5,400; 13,500; 26,950 µg.mL-1) foram 
incubadas com a tripsina e o tampão TrisHCl 50 mM pH 7,5, completando o volume de 
500 µL, durante 10 min a 37 ºC. Decorrido o tempo, adicionou-se o substrato BAPNA 
1,25 mM (benzoil-arginina-paranitroanilida, Sigma), prosseguindo-se a incubação 
durante 15 min a 37 ºC. A reação foi paralisada pela adição de ácido acético 30% 
(v:v) e a hidrólise do substrato pela enzima foi monitorada fotometricamente à 410 nm 
(Multiskan Go – Thermo Scientific).

Outros testes de atividades inibitórias proteolíticas foram conduzidos por meio 
de ensaio enzimático com a amostra nas concentrações de 0,084; 0,168; 0,337; 
0,674; 1,350; 2,700 µg.mL-1, utilizando o homogenato intestinal de S. frugiperda como 
enzima de clivagem e substrato especifico BApNA (1,25 mM). Todos os ensaios foram 
realizados em triplicatas e, nos ensaios em branco, o substrato foi adicionado após a 
reação ter sido parada com adição de ácido acético na concentração final. O cálculo 
da atividade inibitória foi gerado a partir da determinação da atividade residual da 
tripsina no ensaio (ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961).

2.6	Análise Estatística

A ANOVA foi realizada pelo software SPSS ,com os dados dos ensaios de 
inibição, utilizando delineamento inteiramente casualizado, seguido dos testes de 
media Waller-Duncana,b a 5%. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES

A extração de proteínas das áreas foliares tem alguns fatores complicadores, 
devido aos aspectos quantitativos destas biomoléculas nesse tecido vegetal. A 
fitomassa verde chega a 5% nas folhas, enquanto que nos tecidos de reserva 
(tubérculos, sementes,etc,) esse valor pode representar até 40% da massa (FERRI, 
2006; PIRIE, 1978).

Métodos alternativos, como o isolamento de proteínas por precipitações 
com (NH4)2SO4, têm se mostrado mais eficazes, proporcionando resultados mais 
significativos em relação à concentração de proteínas totais, e principalmente para 
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os inibidores de peptidases (BHATTACHARYYA; BABU, 2009; GOMES et al., 2005; 
PANDO et al., 2001). De acordo com a quantificação do extrato de  C. urucurana  
precipitado em (NH4)2SO4 na fração de 30-60%, realizada por Bradford, observou-se 
uma concentração proteica de 540 µg.ml-1.

Figura 1: Porcentagem da atividade inibitória contra enzima tripsina (0,15 mg.mL-1) utilizando os 
substratos azocaseína (1%) e BApNA (1,25 mM) em nove concentrações diferentes da fração 
30-60 em (NH4)2SO4  do extrato bruto das folhas de C. urucurana em tampão Tris-HCl 50 mM 

pH 8. Letras maiúsculas distintas diferem as concentrações entre si, dentro de seus substratos, 
em substrato BApNA (1,25mM), pelo teste Waller-Ducana 5%. Letras minúsculas distintas 

diferem as concentrações entre si, em substrato azocaseína (1%), pelo teste Waller-Duncan a 
5%.

Para confirmar a presença de inibidores de peptidases no extrato de  C. 
urucurana   precipitado em (NH4)2SO4,na fração de 30-60% foram realizados os 
ensaios preliminares da atividade antitríptica utilizando o substrato Azocaseína (1%). 
De acordo comBURGESS(2009), no precipitado 30-60% são esperadas as maiores 
concentrações de inibidores de peptidases, sobretudo da família Kunitz. A azocaseína 
é um substrato não especifico e muito usado preliminarmente nos experimentos para 
avaliar a atividade enzimática dos inibidores mesmo quando não se tem a proteína 
purificada (IVERSEN; JORGENSEN, 1995).

No ensaio de inibição foram testadas as concentrações de 0,084; 0,337; 0,674; 
1,35; 2,7; 5,4; 13,5; 26,95 µg.mL-1 (Figura 1).As maiores médias de inibição em 
contato com o precipitado ocorreram entre as concentrações de 1,35 a 5,4 µg.mL-1, 
estatisticamente não sendo observada diferença  significativa entre elas. ARAÚJO 
e colaboradores (2014) apresentaram resultados para a mesma fração (30-60%), 
utilizando extratos de amendoim (Arachis hypogaea L.) a qual inibiu 100% da atividade 
da enzima quando utilizado uma concentração aproximada de 15 µg.mL-1. Essa 
atividade superior à encontrada para a C. urucurana pode estar relacionada ao fato de 
o amendoim pertencer à família Fabaceae, reconhecida pela presença de inibidores 
de natureza tanto constitutiva como induzida por mecanismos de defesa.

Em função dos resultados obtidos com azocaseína (1%), foram realizados os 
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testes de atividade inibitória utilizando substrato específico BApNA (1,25 mM) com a 
amostra nas mesmas concentrações, e os dados obtidos foram comparados.

Para o substrato BApNA (Figura 1) pode-se observar que entre as concentrações 
de 1,35, 2,7, 5,4 e 26,95 µg.mL-1 não ocorreu diferença estatística significativa, obtendo 
um media de atividade antitríptica de praticamente 80%. Podendo-se notar estabilização 
da atividade, independente das concentrações adicionadas. As concentrações 0,084, 
0,168, 0,337, 0,674 µg.mL-1 demonstraram atividade inibitória mediana, variando de 
50 a 70%. 

Os IPs são onipresentes em tubérculos e sementes leguminosas, mas também 
podem ser encontrados em diferentes tecidos de váriosgrupos sistemáticos de plantas. 
VANDERJAGT et al. (2000) apresentaram resultados com as folhas de Entada africana, 
Senna obtusifolia e Sesbania pachycarpa, nos quais foram detectados uma grande 
concentração de inibidores de tripsina. 

Embora seu papel fisiológico não tenha sido completamente elucidado, há 
evidência de que as plantas acumulam IPs como proteínas de armazenamentos, 
em função da sinalização exógena, em situação de estresse nutricional ou lesão 
mecânica. Por outro lado, os IPs também podem contribuir para a defesa da planta 
contra a herbivoria, inibindo a atividade da protease no organismo.(SOUZA et al., 
2017; VELASQUES et al., 2017).

Dentre os compostos mais bioprospectados, os inibidores de peptidase têm 
sido amplamente reportados como possíveis agentes inseticidas. Esses fatores vêm 
ocasionando a morte dos insetos em todos os estágios fenológicos da planta, assim 
como alteração na morfologia da praga e efeito repelente. Alguns extratos de plantas 
são capazes de interferir no desenvolvimento larval até a fase adulta (KAMIABI; JAAL; 
KENG, 2013).

A S. frugiperda é uma das maiores pragas da ordem Lepidoptera. Essa espécie 
se alimenta de uma vasta gama de culturas, sendo considerado um inseto polífago, 
resultando em perdas severas de rendimentos. De acordo com TERRA & FERREIRA 
(1994) em quase todas as espécies identificadas da ordem Lepidoptera, foi constatada 
a presença em grandes quantidades de serino endopeptidases no intestino médio 
desses insetos.

Nos testes realizados com o homogenato intestinal da S. frugiperda utilizando 
substrato BApNA (1,25 mM) (Figura 2), foi verificado diferença estatística significativa 
de atividade para  as diferentes concentrações do precipitado. Com 2,7 µg.mL-1 obteve-
se a melhor média de inibição das peptidases presentes no homogenato intestinal, 
aproximadamente 80%, e conforme a concentração de extrato diminuía, menor era a 
média de inibição observada, chegando a aproximadamente 45% de atividade inibitória 
em 0,084 µg.mL-1. 

A partir disso observa-se que mesmo em baixíssimas concentrações da amostra, 
ocorria atividade inibitória eficiente, tendo em vista quea média de atividade inibitória 
considerada ideal para o controle de Lepidópteras é entre 50 a 80%, pois quando 
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as lagartas são expostas aos inibidores com taxa alta de atividade, seu organismo 
sofre grande pressão, podendo induzir a polimorfismos ou mutações genéticas, 
desencadeando resistência pela praga ao inibidor e um curto período de tempo 
(SOUZA et al., 2016).

Figura 2: Porcentagem da atividade inibitória contra o homogenatointestinal deS. frugiperda 
utilizando o substrato BApNA (1,25 mM) em cinco concentrações diferentes da amostra 

fracionada em (NH4)2SO4 do extrato bruto das folhas de C. urucurana em tampão Tris-HCl 50 
mM pH 8. Letras maiúsculas distintas diferem as concentrações entre si pelo teste Waller-

Ducana 5%.

A eficiência no controle de insetos pragas ocorre à capacidade de alguns inibidores 
de peptidases de interferir na ação das peptidases presentes no sistema digestivo 
dos insetos, através de ligações competitivas com a peptidase digestiva impedindo 
que ocorra a ligação substrato-peptidase, resultando na deficiência de aminoácidos 
e, consequentemente, prejudicando o crescimento, desenvolvimento, fecundidade e 
sobrevivência dos insetos (AZZOUZ et al., 2005; OPPERT et al., 2003; VELASQUES 
et al., 2017). 

Diante disso há uma busca incessante por alternativas ao uso de compostos 
sintéticos e da crescente bioprospecção de extratos vegetais ricos em proteínas em 
busca de novas moléculas bioativas e eficazes no combate às pragas (KIM et al., 
2010). Devido à sua natureza constitutiva, o papel dos inibidores pode ser ativado 
por um único gene, diante dissovários estudos sobre a expressão de IPs em plantas 
transgênicas vem sendo realizados em um esforço para aumentar a resistência das 
culturas contra esses insetos-pragas que desolam as plantações (MAHESWARAN et 
al., 2007; MEDEIROS et al., 2016; VELASQUES et al., 2017).
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4 | 	CONCLUSÃO

Dessa forma podemos observar que os estudos realizados com o extrato foliar 
obtido da C. urucurana demonstrou ser uma fonte rica de inibidores de peptidases 
serínicas, por meio dos ensaios enzimáticos específicos realizados. Os resultados 
mostraram efeito inibitório significativo sobre a peptidase Tripsina Bovina, em torno de 
80% de inibição de sua atividade.Quando testado com o homogenato intestinal da S. 
frugiperda, a atividade inibitória se manteve dentro da faixa de inibição considerada 
para a prospecção a campo (50% - 80%). Contudo são necessários mais estudos com 
o intuito de comprovar a atividade inseticida tanto in vivo como in situ.
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