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RESUMO

ABSTRACT

Adaptation of the velvetbean caterpillar Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera:
Noctuidae) to the protease inhibitor benzamidine

The serine protease inhibitor benzamidine inhibits hydrolyses of trypsin-like digestive proteases in the midgut of
velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis. In this study, newly-emerged A. gemmatalis caterpillars were fed on
artificial diet containing increasing concentrations of benzamidine (0, 0.25, 0.50 e 0.75% w/w). This inhibitor caused
negative effects in the insect development, by increasing the larval cycle and higher mortality. Nonetheless even at the
highest benzamidine concentration, the insect mortality was low, suggesting that the insect is able to adapt to this
inhibitor. Such adaptation may take place by increasing the amount of protease produced for digestion or changing the
prevailing type of protease.
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Adaptação da lagarta de soja Anticarsia gemmatalis Hübner
(Lepidoptera: Noctuidae) ao inibidor de protease benzamidina

O inibidor de serino protease benzamidina inibe a hidrólise protéica das proteases digestivas do tipo tripsina, no
intestino médio das larvas de Anticarsia gemmatalis. No presente trabalho, lagartas de A. gemmatalis recém-eclodidas
foram alimentadas com o inibidor de tripsina benzamidina nas concentrações 0; 0,25; 0,50; e 0,75% (p/p de dieta
artificial). As diferentes concentrações do inibidor causaram impactos negativos ao desenvolvimento larval do inseto,
como aumento do período larval e maior porcentagem de mortalidade. Entretanto, observou-se que, mesmo nas maio-
res concentrações testadas de benzamidina, o inseto consegue se adaptar ao inibidor por remodelagem na quantidade
e no tipo de enzima presentes durante a digestão da dieta artificial.
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INTRODUÇÃO
Os métodos usuais de controle de pragas para preve-

nir danos às culturas de interesse econômico são basea-
dos principalmente no uso de pesticidas químicos. Uma
forma de limitar os efeitos prejudiciais dessas moléculas
sintéticas tanto no ambiente como para o homem é pela
utilização da engenharia genética como alternativa para
criar plantas resistentes a insetos. Assim, foram criadas
numerosas plantas transgênicas de várias origens expres-
sando proteínas entomotóxicas (Carlini & Grossi-de-Sa,
2002). Entre as proteínas que exibem efeito inseticida pro-
veniente de plantas, os inibidores de proteases apresen-
tam-se como estratégias interessantes para controle de
inseto-praga (Lawrence & Koundal, 2002). Estratégias
baseadas em inibidores de proteases visam, principalmen-
te, insetos que se alimentam de folhas, que utilizam
proteases digestivas para degradar proteínas ingeridas.

Os efeitos inseticidas de inibidores de proteases, es-
pecialmente de serino e de cisteíno proteases, têm sido
estudados por meio da incorporação em dieta artificial ou
por estudos de inibição in vitro. Alguns autores obtive-
ram excelentes resultados com a utilização de inibidores
sintéticos ou provindos de fontes alternativas contra
enzimas-alvo, ocasionando redução do peso e aumento
da mortalidade do besouro Nebria brevicollis (Burgess
et al., 2002) e diminuição da taxa de postura do inseto
Frankliniella occidentalis (Annadana et al., 2002).

Um número crescente de trabalhos tem mostrado que
os insetos são capazes de se adaptarem aos inibidores de
proteases (Michaud, 1997; Jongsma & Bolter, 1997). Os
mecanismos envolvidos nesse processo têm despertado
muito interesse no meio científico e sido tema de traba-
lhos recentes (Brito et al., 2001 & Zhu-Salzaman et al.,
2003). Assim, foi realizado um estudo da digestibilidade
proteica da lagarta da soja após ingestão crônica do
inibidor de serino protease (benzamidina) e sua relação
com possíveis alterações no desenvolvimento do inseto,
a fim de compreender melhor o mecanismo de interação
planta-inseto.

MATERIAL E MÉTODOS
Ovos de A. gemmatalis foram obtidos do Centro Na-

cional de Pesquisa da Soja (Embrapa-Soja), Londrina/PR,
e mantidos em condições controladas a 25 ± 2 °C de tem-
peratura, 70 ± 10% de umidade relativa e fotoperíodo 14:10
(L:D). Após a eclosão dos ovos, iniciou-se a alimentação
das lagartas de A. gemmatalis com dieta artificial descrita
por Hoffmann-Campo et al. (1985). Todos os reagentes
utilizados na confecção da dieta foram obtidos da Sigma-
Aldrich Química Brasil (São Paulo, SP, Brasil), exceto agar,
oriundo da Isofar Ind. Com.(Jacaré, RJ, Brasil), e ácido
ascórbico e niapagin, que foram obtidos a partir da
SynthLabSynth Ltda. (São Paulo, SP, Brasil). Soja, leve-

do, germe de trigo, proteína de soja e vitaminas foram
obtidos no comércio local.

O experimento foi montado em delineamento de blo-
cos ao acaso, sendo cada tratamento composto de cinco
repetições, cada uma constituindo-se de grupos de 10
lagartas individualizadas, que foram colocadas em potes
plásticos individuais, onde receberam dietas artificiais ad
libitum até a fase pré-pupa.

Para determinação da digestibilidade, as lagartas fo-
ram transferidas para potes contendo dietas com as res-
pectivas concentrações do inibidor de protease benzami-
dina. As fezes foram coletadas a partir da introdução da
dieta até a fase pré-pupa e mantidas em recipientes indivi-
duais, sob refrigeração. Ao término do experimento, as
fezes foram secas em estufa com circulação de ar, a 105 0C,
por 24 h. Em seguida, foram resfriadas, pesadas e tritura-
das em multiprocessador, para determinação da concen-
tração de nitrogênio pelo método micro-kjeldahl, com
amostras em triplicata. A digestibilidade foi então calcula-
da medindo a quantidade de nitrogênio ingerido na dieta
e a quantidade excretada nas fezes de acordo com a fórmula:
% digestibilidade (app.) = (PI-PE) x 100 / PI, em que PI
corresponde à proteína ingerida e PE à proteína excretada.

O intestino médio foi extraído por meio da dissecação
de larvas de 1º, 2º, 3º, 4º, 5º e 6º instares, em presença de
HCl 10-3 M a 4 ºC. O extrato enzimático foi obtido por meio
do rompimento celular resultante de nove ciclos de congela-
mento em nitrogênio líquido e descongelamento em banho-
maria a 37 ºC (Oliveira et al., 2005). Após os ciclos, as frações
de 1 mL do extrato foram centrifugadas em tubos plásticos
de 2 mL, com tampas, a 100.000 g por 30 min, a 4 ºC. O
sobrenadante contendo o material solúvel foi retirado e es-
tocado a -18 ºC, para análises posteriores de proteases.

A concentração de proteína foi determinada pelo mé-
todo descrito por (Bradford, 1976), utilizando-se como
padrão uma solução 0,2 mg/mL de albumina do soro bovi-
no (BSA). A atividade proteásica foi determinada, utili-
zando-se caseína como substrato na concentração final
de 1% (p/v). A atividade foi monitorada espectrofotome-
tricamente a 280 nm, utilizando-se o método descrito por
(Kunitz, 1947). A reação foi realizada em tampão Tris-HCl
0,05M, pH 8,0, a 37 °C.

A atividade amidásica foi realizada pelo método des-
crito por (Erlanger et al. (1961), utilizando-se o substrato
cromogênico N-benzoil-L-argininil p-nitroanilida (L-
BApNA) na concentração final de 0,5 mM, a 25 C, em
tampão Tris-HCl 0,1M, pH 8,2, contendo 20 mM de CaCl2
e 1% (v/v) de dimetilformamida (DMF). As velocidades
iniciais foram determinadas pela formação do produto p-
nitroanilida, por meio da medida da absorvância a 410 nm
em função do tempo (2,5 min), utilizando-se para os cálcu-
los o coeficiente de extinção molar de 8.800 M-1cm-1 para o
produto. O experimento foi realizado em uma série de três
repetições.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO
A adição de dieta proteica com inibidores de protease

em baixa concentração 0,25 (% p/p) de benzamidina re-
duziu a digestibilidade proteica de A. gemmatalis. Já nas
concentrações 0,50 e 0,75% de benzamidina há aumento
da digestão proteica, porém, essas duas concentrações
não diferem significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey (dados não apresentados). Logo,
em larvas de A. gemmatalis, a ingestão de inibidores
enzimáticos não eliminou a digestão proteolítica no in-
testino médio dos insetos, em vez disso resultou em au-
mento da digestibilidade em altas concentrações de
benzamidina. Esses resultados sugerem que, possivel-
mente, ocorreu hiperprodução de enzimas proteolíticas
no intestino das lagartas e, consequentemente, grande
parte dos aminoácidos essenciais foram utilizados para
a biossíntese de mais proteases. Como resultado, a
biodisponibilidade desses aminoácidos essenciais para
a síntese de proteínas pode ter sido limitada, afetando o
crescimento e atrasando o desenvolvimento do inseto.
No presente trabalho, observou-se que o aumento da
digestibilidade, devido à presença de benzamidina, cau-
sou aumento da duração do ciclo larval de A. gemmatallis
(Figura 1) e que esse aumento foi altamente relacionado
com a mortalidade (Figura 2).

Bolter & Jongsma (1995) observaram fato semelhante
quando submeteram Leptinotarsa decemlineata (Say) à
alimentação com folhas de batata tratadas com metiljasmo-
nato gasoso, que induziu altos níveis de inibidores proteo-
líticos de cisteína e aspartil protease, ocasionando atraso
significativo no desenvolvimento do inseto. Mesmo quan-
do esse inseto se alimentou em dieta contendo inibidores
de proteases com E64, inibidor sintético de cisteínapro-
tease, verificou-se atraso no crescimento, aumento na

mortalidade dos insetos, além de diminuição da taxa de
fecundidade de adultos (Bolter & Latoszek-Green, 1997).

Ainda a alta correlação entre aumento de ciclo larval
(Figura 1) e a mortalidade (Figura 2) caracteriza-se como
resposta indireta dos inibidores. Assim, as lagartas de A.
gemmatalis alongam o ciclo larval, devido à deficiência
na absorção de aminoácidos essenciais, e morrem sem
completar o seu desenvolvimento.

O aumento da digestibilidade, ao contrário do que se
esperava, ocasionou redução no crescimento (Figura 3).
A ingestão crônica de benzamidina ocasionou redução de
13,5% do peso das larvas de A. gemmatalis na maior
concentração de inibidor. Esse aumento pode ter ocorrido
em consequência do aumento da síntese de proteases.
Assim, a biodisponibilidade de aminoácidos pode ter sido
utilizada para a síntese de mais proteases, em vez da
biossíntese de outras proteínas necessárias ao crescimen-
to e desenvolvimento do inseto.

A incorporação do inibidor de protease pode causar
efeitos negativos na taxa de crescimento não somente em
lepidópteras, como ocorreu com A. gemmatalis, neste tra-
balho, ou com Heliothis zea e Spodoptera exigua alimen-
tadas de dieta contendo tripsina de soja (SBTI) e inibidor
de protease ÉÉ de batata (Broadway & Duffey, 1986), mas
também em outros insetos, como o coleóptero Tribolium
castaneum. Este inseto teve o seu crescimento retardado
quando oryzacistatina Ι foi adicionada a sua dieta
(Michaud et al., 1995).

O questionamento sobre a produção de outras
proteases foi feito, e na tentativa de responder essa per-
gunta viu-se a necessidade de verificar a correlação da
atividade geral versus atividade tríptica (Figura 4). Ob-
servou-se que não houve diferença significativa na cor-
relação de atividade proteolítica versus amidásica para os
diferentes instares (p > 0,05), por análise de covariância,

Figura 1. Correlação entre a duração do período larval e a
digestibilidade aparente (%) de Anticarsia gemmatalis, quando
alimentada com dieta artificial contendo o inibidor de protease
benzamidina.

Figura 2. Correlação entre a mortalidade (%) e a duração do
período larval (d) de Anticarsia gemmatalis, quando alimentada
com dieta artificial contendo o inibidor de protease benzamidina.
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tendo-se instares como covariável. Portanto, foi
estabelecida uma única curva para todos os tratamen-
tos, podendo-se verificar que essa foi uma correlação
positiva; ou seja, à medida que o inseto crescia ele se
alimentava mais e suas atividades amidásica e proteásica
aumentavam conjuntamente, independentemente do tra-
tamento. Como A. gemmatalis respondeu à ingestão crô-
nica de benzamidina com aumento na atividade proteo-
lítica do intestino médio, o substrato específico para
serino protease (BApNa) foi utilizado para averiguar se
esse aumento na atividade proteolítica estava atribuído
à hiperprodução de tripsinas-like. Com essas duas ati-
vidades pode-se diagnosticar que A. gemmatalis pode
responder à ingestão do inibidor benzamidina com uma
hiperprodução de tripsinas-like sensíveis ao inibidor e
sugere apresentar a síntese de formas insensíveis, além

de poder dispor da síntese de outras proteases, o que
possivelmente explica a adaptabilidade dessa praga em
vasta gama de plantas hospedeiras, estando, dessa for-
ma, submissas a uma variedade de inibidores. Isso mos-
tra que A. gemmatalis tem como principais enzimas
proteolíticas na digestão de proteínas as enzimas
tripsinas-like, mesmo com a presença de alta concentra-
ção de benzamidina no trato intestinal. Brodway (1995)
observou que outras espécies de lepidópteras, como P.
rapae, P. napi, P. xylostella, T. ni, L. dispar e H. zea,
também apresentaram atividades de tripsina e quimo-
tripsina, sendo os índices muito maiores de atividade
atribuídos às tripsinas.

Alterações na composição de proteases digestivas
foram observada em lagartas como Heliothis armigera
(Hübner) (Patankar et al., 2001), Agrotis ipsilon (Hufnagel)
e H. zea (Boddie) (Mazumdar-Leighton & Brodway, 2001)
e H. virescens (Frabricius), (Brito et al., 2001). Esses inse-
tos foram capazes de superar os efeitos negativos da
ingestão crônica de vários inibidores de protease de plan-
tas hospedeiras, alterando a composição das enzimas do
trato digestivo.

CONCLUSÕES
O inibidor de protease benzamidina, quando adicio-

nado em dieta da lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis,
promove aumento na sua síntese de enzimas proteolíticas
no intestino médio, aumentado, dessa forma, a digestibili-
dade proteica, o que assegura ao inseto a sua sobrevi-
vência. Por outro lado, a absorção de aminoácidos es-
senciais não seria o suficiente para suprir o que foi gas-
to com o aumento na síntese de enzimas proteolíticas,
comprometendo assim o seu desenvolvimento, pois pro-
longa o ciclo larval e promove maior porcentagem de
mortalidade.
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