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RESUMO

SILVA-JUNIOR, Neilier Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2022.
Transcriptoma, proteoma e cinética das proteases intestinais de lagarta da soja:
caracteristicas da resposta bioquimica a inibidores de proteases de natureza proteica.
Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadores: Humberto Josué de Oliveira
Ramos, Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Yaremis Beatriz Merifio Cabrera.

Os inibidores de protease (IP) produzidos pelos vegetais t€ém um amplo espectro de proteases-
alvo. No entanto, as pragas agricolas encontraram formas de debelar os efeitos negativos dos
IP de suas plantas hospedeiras. Para compreender os mecanismos moleculares e fisiologicos
envolvidos na interacdo inseto-planta, a lagarta da soja (Anmticarsia gemmatalis) e a soja
(Glycine max) foram utilizadas como animal e planta modelo. Por meio de diferentes
abordagens bioquimicas e bioldgicas, este trabalho apresentou as hidrolases intestinais da A.
gemmatalis com elevada cobertura mediante a metodologia de 1DE-LC/MS proposta. Essa
estratégia, apresentada de forma inédita, possibilitou a identificagcdo de 98 hidrolases nao
redundantes, compreendendo isoformas importantes no mecanismo adaptativo do inseto a IP
de plantas. As variacdes ocorridas nesse proteoma foram avaliadas expondo a lagarta a IP. Os
resultados mostraram modulacdes fisioldgicas que foram capazes de driblar os efeitos negativos
dos inibidores. Houve aumento de isoformas responsdveis por atividades proteoliticas bem
como aumento de proteinas relacionadas a processos de estresse. A presenca de IP na dieta
causou respostas nas atividades enzimdticas que revelaram uma melhor adaptagdo da lagarta ao
IP natural da soja quando comparado a inibidores sintéticos. As anélises de docking molecular
mostraram a termodinamica e os sitios de ligacdo envolvidos no complexo enzima-inibidor
(ED), revelando caracteristicas importantes para um IP eficiente. Usando esse conhecimento
como base, um tripeptideo (GORE2) foi racionalmente desenhado para atuar como inibidor de
tripsinas-like de A. gemmatalis. O transcriptoma do intestino da lagarta mostrou que a presenga
do GORE2 e do SKTI, inibidor natural da soja, foram responsdveis por 1474 genes
diferencialmente expressos, revelando importantes enzimas envolvidas na resposta do inseto.
O GORE2 proposto mostrou-se mais eficiente que o SKTI ao provocar danos celulares no
epitélio intestinal. Os danos mais intensos e extensos provocados pelo inibidor peptidico foram
acompanhados por estresse oxidativo e pela baixa efici€ncia na resposta do inseto para se
desintoxicar do estresse oxidativo por meio de enzimas antioxidantes. Esses resultados

permitiram um melhor entendimento sobre o arsenal bioquimico e molecular do herbivoro para



propor um IP potente, abrindo caminho para novas abordagens no desenvolvimento de

defensivos agricolas ambientalmente corretos e eficientes no manejo de pragas.

Palavras-chave: Anticarsia gemmatalis. Enzimologia. Glycine max. Manejo de pragas

agricolas. Protedmica.



ABSTRACT

SILVA-JUNIOR, Neilier Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June 2022.
Transcriptome, proteome and Kinetics of intestinal proteases of soybean caterpillar:
characteristics of the biochemical response to protease inhibitors of protein nature.
Advisers: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisers: Humberto Josué de Oliveira Ramos,
Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Yaremis Beatriz Merifio Cabrera.

Protease inhibitors (PIs) produced by plants have a broad spectrum of target proteases.
However, agricultural pests have overcome the negative effects of PI on their host plants. To
understand the molecular and physiological mechanisms involved in the insect-plant
interaction, the soybean caterpillar (Anticarsia gemmatalis) and soybean (Glycine max) were
used as an animal and plant model. Through different biochemical and biological approaches,
this work presented the intestinal hydrolases of A. gemmatalis with high coverage through the
proposed 1DE-LC/MS method. This strategy, presented unprecedentedly, allowed the
identification of 98 non-redundant hydrolases, comprising important isoforms in the adaptive
mechanism of the insect to plant PI. The variations that occurred in this proteome were
evaluated by challenging the caterpillar with PI. The results showed physiological modulations
that aimed to circumvent the negative effects of inhibitors. There was an increase in isoforms
responsible for proteolytic activities, as well as an increase in proteins related to stress
processes. The presence of PI in the diet caused responses in the enzymatic activities that
revealed a better adaptation of the caterpillar to the natural PI of soybean when compared to
synthetic inhibitors. Molecular docking analyzes showed the thermodynamics and binding sites
involved in the enzyme-inhibitor (EI) complex, shedding light on important features of an
efficient IP. Using this knowledge as a basis, a tripeptide (GORE2) was rationally designed to
act as a trypsin-like inhibitor of A. gemmatalis. The transcriptome of the caterpillar intestine
showed that the GORE2 and SKTI, a natural soybean inhibitor, handled 1474 differentially
expressed genes, revealing important enzymes involved in the insect’s response. The proposed
GORE?2 proved to be more efficient than SKTI, in causing cellular damage to the intestinal
epithelium. The most intense and extensive damage caused by the peptide inhibitor was
accompanied by oxidative stress and the low efficiency in the insect’s response to detoxify itself
from oxidative stress through antioxidant enzymes. These results allowed a better

understanding of the herbivore’s biochemical and molecular arsenal to propose a potent IP,



opening the way for new approaches in the development of environmentally friendly and

efficient pesticides in pest management.

Keywords: Anticarsia gemmatalis. Enzymology. Glycine max. Agricultural pest management.

Proteomics.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os inibidores de protease (IP) sdo componentes fundamentais no controle da atividade
proteolitica em sementes e 6rgaos de reserva de muitas culturas importantes como soja, batatas
e feijdo, podendo representar de 5 a 15% das protefnas totais (MAINKAR et al., 2021;
SULTANA et al., 2022; SWATHI et al., 2021). O papel desses IP na defesa contra herbivoros
e fitopatégenos passou a chamar atencao quando pesquisas mostraram que as concentragoes de
IP aumentavam além dos niveis necessdrios para controlar a hidrélise intracelular. Seria
fisiologicamente desvantajoso a planta ter esse gasto bioenergético elevado para produzir IP
em excesso. De fato, os IP ja eram conhecidos como fatores antinutricionais, causando prejuizo
ao desenvolvimento de herbivoros (HAM et al., 1945; KLLOSE et al., 1946). No entanto, apenas
na década de 1970 a relevancia dos IP contra insetos-praga foi demonstrada por Green & Ryan
(1972), quando evidenciaram que os IP sdo super expressos em folhas de tomateiro e batata
injuriadas por besouros.

Desde entdo, diversos trabalhos t€ém se esforcado para compreender os mecanismos
bioquimicos de sinalizacdo da planta e como os IP sdo produzidos. Alguns avancos nesse
sentido mostraram que, além da sintese local de IP, ocorrem transdugdes de sinais pelo floema
que implicam a sintese de IP de forma sistémica (NELSON et al., 1983). Além disso, alguns
mensageiros foram identificados, como hormdnios vegetais (PENA-CORTES et al., 1994),
oligossacarideos (HAHN et al., 1993), polipeptideos (PEARCE et al., 1991) e sinalizacdo
elétrica (WILDON et al., 1992). Uma vez que a producgdo de IP pela planta frente ao ataque de
insetos ficou evidente, tornou-se fundamental compreender como os insetos respondem a
presenca de IP na dieta.

Ainda na década de 1970, dois modelos ganharam atenc@o por proporem explicagdes
para os efeitos negativos dos IP no desenvolvimento de herbivoros. O primeiro mecanismo
propOs que os IP limitam a disponibilidade de aminodcidos essenciais necessarios para a sintese
de novas proteinas (ALMQUIST; MERRITT, 1951, 1953; NITSAN; ALUMOT, 1964;
PEARCE; MCGINNIS; RYAN, 1979). Porém, o crescimento de animais foi prejudicado em
presenca de IP, mesmo quando aminodcidos livres eram acrescidos a dieta (LIENER et al.,
1949; WESTFALL et al., 2016). Resultados semelhantes também foram observados quando
lagartas de Heliothis zea e Spodoptera exigua expostas a IP tiveram o crescimento
comprometido, mas sem reducdo da atividade de proteases no intestino (BROADWAY;

DUFFEY, 1986). Isso mostrou que a a¢do dos IP vai além da simples inibi¢do das proteases
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intestinais. Foi quando Lyman & Lepkovsky (1957) propuseram um segundo mecanismo no
qual o prejuizo no desenvolvimento resultava do estresse fisioldgico causado pela super
producdo de hidrolases para compensar as enzimas inibidas.

Apesar de muitos trabalhos ja terem sido realizados, os mecanismos adaptativos € como
os insetos percebem os diferentes IP ainda s@o pouco conhecidos. O fato é que muitas pragas
agricolas tém a capacidade de adaptarem-se a ingestdo de IP. Portanto, ¢ fundamental
compreender como se dao esses mecanismos adaptativos para tornar possivel a formulagao de
defensivos agricolas baseados em IP com capacidade de driblar o sistema de defesa do inseto.
Para que isso ocorra, € essencial o conhecimento do proteoma enzimdtico do intestino da
lagarta; ou seja, quais as enzimas alvo de IP.

Além disso, diversos fatores precisam ser considerados para entender a interacao
protease-IP, como a caracterizacdo cinética, a estabilidade dos complexos enzima-inibidor (EI)
e como o proteoma do inseto € modulado na presenca do IP na dieta. Outro fator importante
que deve ser considerado € a susceptibilidade a degradacdo proteolitica sofrida pelos IP no
intestino do inseto, causando diminui¢do na eficiéncia inseticida. Pensando nisso, € importante
que o IP tenha um nimero reduzido de sitios de clivagem. Além de limitar a hidrdlise, um IP
pequeno tem sua sintese menos dispendiosa - tanto sob o ponto de vista bioenergético para
plantas transgénicas quanto para produto de pulverizagao.

As enzimas marcadoras do estresse oxidativo estdo frequentemente associadas a
resisténcia de insetos a pesticidas devido as suas capacidades desintoxicantes (BI; FELTON,
1995; ENAYATI; RANSON; HEMINGWAY, 2005; KODRIK et al., 2015). Portanto, sob o
ponto de vista de adaptabilidade e resposta do inseto, € vantajoso que o desenho racional de um
agroquimico vise causar estresse oxidativo, porém limitando a resposta do sistema de defesa do
artropode em relacio as enzimas antioxidantes.

A maioria dos pesticidas afetam organismos ndo-alvo devido a sua baixa especificidade.
Por isso, o uso intensivo de pesticidas traz consequéncias ambientais, como contaminagdo do
lencol fredtico e comprometimento da biodiversidade local, além dos riscos a satide humana
(RANTIetal., 2021; SILVA et al., 2021; ZHOU; LI, 2021). Nesse sentido, o uso de IP de origem
proteica traz boas expectativas no manejo de pragas agricolas. Além da especificidade entre o
complexo EI, um inibidor de origem proteica tem baixa persisténcia no solo e é biodegradavel,
reduzindo os danos da contaminacdo ambiental (COTABARREN et al., 2020; EREMIA;
LUPESCU; TCACENCO, 2011).

Devido ao interesse crescente em explorar IP com essas caracteristicas para o manejo

de insetos-praga, o foco deste trabalho foi compreender os efeitos bioquimicos e fisiolégicos
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de IP na lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis), uma praga chave na sojicultura e utilizada
como animal modelo. Por fim, apresentamos um IP promissor, racionalmente desenvolvido
para o controle de lepidopteras que supera os desafios encontrados pelos pesticidas

convencionais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar as respostas bioquimicas e fisioldgicas de inibidores de proteases de origem
proteica em Anticarsia gemmatalis e avaliar os efeitos de um inibidor peptidico para

composi¢do de formulagdes bioinseticidas no manejo de pragas agricolas.

2.2. Objetivos especificos

CAPITULO I: sistematizar os avangos nos mecanismos bioquimicos e desafios que envolvem

a interacdo planta-praga, bem como a formulacdo de IP eficientes no manejo de insetos.

CAPITULO II: identificar as sequéncias das proteases pelo mapeamento protedmico do
intestino da Anticarsia gemmatalis e analisar as liga¢Ges entre as enzimas-alvo e inibidores de

protease por docking molecular.

CAPITULO III: avaliar as alteracdes do proteoma intestinal da Anticarsia gemmatalis ¢ os
danos celulares causados quando desafiada com inibidores de protease. Avaliar o efeito dos
inibidores de protease na atividade enzimdtica do intestino da lagarta e compreender as

interacOes proteina-ligante provaveis sob uma abordagem in silico.

CAPITULO 1V: avaliar os efeitos de um tripeptideo inibidor de protease para ser utilizado no
manejo de Lepidoptera; avaliar os efeitos causados pelo tripeptideo e pelo inibidor natural da
soja sobre o transcriptoma, o estresse oxidativo e as alteracdes morfofuncionais causadas no

intestino da Anticarsia gemmatalis.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Soja

A soja, Glycine max (L.) Merrill, pertence a classe das Dicotyledoneae, subclasse
Archichlamydae, ordem Rosales, subordem Leguminosinae, familia Leguminosae, subfamilia
Papilionaceae, tribo Phaseoleae, género Glycine L., subgénero Glycine (Moench) e espécie
Glycine max (L.) Merrill (LI et al., 2018). A planta apresenta um porte que varia entre 60 e 110
cm de altura, dependendo da cultivar e das condi¢des ambientais. Os caules das principais
cultivares sdo pouco ramificados e apresentam hispido, além de raizes com ramifica¢des que
partem de um eixo principal. As vagens contém cerca de cinco graos com tegumento amarelo.
As folhas da soja sdo trifoliadas e suas flores realizam fecundacido autdégama, realizando
fecundacao cruzada numa taxa de aproximadamente 1% (AWASTHI, 2018; TUELHER et al.,
2018).

Ha aproximadamente 5000 anos, a soja selvagem (Gycine soja Sieb. & Zucc.) foi
domesticada na China e a espécie resultante (G. max) se espalhou pelo mundo (WILSON,
2008). A domesticacdo de plantas € tida como um dos aspectos mais importantes para o
desenvolvimento da agricultura (DIAMOND, 2002); esse evento contribuiu para que a soja se
tornasse hoje a oleaginosa de maior importancia no mundo, servindo também como uma
importante fonte de proteina para a alimentagdo animal e humana (HARTMAN; WEST;
HERMAN, 2011; NIWINSKA et al., 2020). Nesse sentido, o melhoramento precoce da soja
baseou-se principalmente na selecdo de sementes com melhores atributos ao longo do tempo.
A partir do inicio do século XX, a hibridizacio artificial foi aplicada (ZHANG et al., 2022). A
primeira cultivar moderna de soja desenvolvida por hibridizac¢ao foi lancada em programas de
melhoramento norte-americanos na década de 1940 (RINCKER et al., 2014; WOLFGANG:;
AN, 2017). Posteriormente, a hibridizacdo artificial passou a ser amplamente incorporada no
melhoramento de soja (ANDERSON et al.,, 2019; LI et al., 2001). Essa estratégia de
manipula¢do da planta expandiu muito a base genética das linhagens desenvolvidas e melhorou
significativamente a adaptagado e a producio da soja (ANDERSON et al., 2019).

Em junho de 2022, 4165 cultivares estavam registradas no Registro Nacional de
Cultivares para a espécie Glycine max (L.) Merrill. As grandes variedades genéticas da soja
implicam diferencas tanto no ciclo vegetativo (periodo entre emergéncia da plantula e a
floragcdo) quanto no ciclo reprodutivo (periodo do inicio da floracao e o fim do ciclo da cultura),

além de resisténcia a fatores bioticos e abidticos (LI et al., 2018). As principais cultivares
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plantadas comercialmente no Brasil t€m os ciclos que podem ser classificados entre precoce,
semiprecoce, médio, semitardio e tardio, que ocorrem entre 60 e 120 dias (HIROSHI;
JOELSIO; LAZZAROTTO, 2014; HUNGRIA et al., 2014).

Diferentes combinagdes de fatores agroecoldgicos influenciam na produtividade da
soja. Fatores abi6ticos como o fotoperiodo, a disponibilidade de d4gua, a temperatura a época de
semeadura e a incidéncia solar podem influenciar a produtividade (BEL et al., 2017; TUELHER
et al., 2018). Por isso, a escolha da cultivar também é de grande importancia. Cultivares
semeadas em épocas inadequadas nao expressam seu potencial de crescimento e,
consequentemente, tém a produtividade limitada (AWASTHI, 2018).

A soja ocupa grandes dreas de plantio que visam os mercados interno e externo, sendo
a principal commodity agricola de importancia econdomica no Brasil (COLUSSI et al., 2022;
HACISALIHOGLU et al., 2016). Os principais paises produtores desse grao sao, em ordem de
produtividade: Brasil, Estados Unidos e Argentina. Juntos, esses paises correspondem a mais
de 80% da oferta mundial (ALGHAMDI et al., 2018; KARGES et al., 2022; LAFLEN;
MOLDENHAUER, 2022). Na safra 2020/2021, a produgao brasileira de soja alcancou 135,409
milhdes de toneladas, com o rendimento de 3517 kg ha'! (Companhia Nacional de
Abastecimento/CONAB, 2021), enquanto a producdo mundial foi 362,947 milhdes de
toneladas (USDA, 2021). Atualmente, os principais estados brasileiros sdo: Mato Grosso,
Parand e Rio Grande do Sul, representando aproximadamente 70% da produ¢ao nacional.

Além disso, a cultura da soja contribui com cerca de 25% da produ¢do mundial de dleo
vegetal. Esse produto possui uma grande diversidade e apelo de mercado, podendo ser utilizada
na alimentacdo humana, inddstria téxtil, fabricacdo de tintas, cosméticos e biocombustiveis
(BORTOLOTTO et al., 2015; CHEN et al., 2012). Segundo o Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA) a industria brasileira transforma anualmente cerca de 30,7
milhdes de toneladas de soja, produzindo 5,8 milhdes de toneladas de 6leo comestivel e 23,5
milhdes de toneladas de farelo proteico. Os residuos provenientes da inddstria do 6leo de soja
sd0 majoritariamente direcionados para o uso na alimentagdo animal como fonte de
aminodcidos por meio do farelo de soja - entrando na composi¢do da racao de aves, caprinos,
ovinos, bovinos entre outros (ALGHAMDI et al., 2018; HACISALIHOGLU et al., 2016). O
grao também € utilizado na fabricagdo de biscoitos, margarina, temperos e chocolates, além da
crescente demanda por leite de soja e suco de frutas enriquecido com soja (DA GRACA et al.,
2016; TUELHER et al., 2018).

Toda essa produtividade e diversidade de aplica¢des redunda da Revolucao Verde - um

dos eventos mais marcantes na agricultura dos séculos XX e XXI (EVENSON; GOLLIN, 2003;
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HEDDEN, 2003; PATEL, 2013). O crescimento populacional associado aos avancgos agricolas
devem impulsionar a produtividade da soja de forma cada vez mais acelerada (AINSWORTH
et al., 2012; RAY et al., 2013). Como a maior parte da producdo de soja ocorre na América do
Sul e América do Norte, a expectativa é de que a Africa possa se tornar outra drea dominante
de producdo de soja. Assim, € preciso desenvolver novas variedades para atender as futuras
mudangas ambientais e criar um sistema agricola mais sustentavel (BISHOP et al., 2015;
KUMAGALI et al., 2015; MOURTZINIS et al., 2015; RUIZ-VERA et al., 2013; TIAN et al.,
2021).

Apesar de a producdo de soja estar aumentando nas ultimas décadas, ela tem sido
limitada por fatores bidticos, como as pragas (ALGHAMDI et al., 2018). A cultura intensiva
da soja associada ao mau uso de agroquimicos vem favorecendo a presenca de diversas pragas

resistentes (BEL et al., 2017).

3.2. Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae)

Diversos insetos sdo encontrados na cultura de soja e a Anticarsia gemmatalis, também
conhecida como a lagarta da soja, se destaca pela grande densidade populacional
(ONGARATTO et al., 2021; PLATA-RUEDA et al., 2020). Devido a isso, ela é considerada
uma das principais pragas da soja e o principal inseto desfolhador da sojicultura, podendo
implicar perda foliar de 100% em periodos de infestag¢do na lavoura (MOSCARDI et al., 2012;
PILON et al., 2017; PLATA-RUEDA et al., 2022; VIANNA et al., 2011). Esses insetos atacam
desde a plantula a fase vegetativa e de floragdo durante a fase larval (LEVY et al., 2004) e esta
presente em todo o territorio brasileiro (BORTOLI et al., 2011; MASSAROLLI et al., 2018).
A A. gemmatalis devora as folhas e provoca sérios danos durante seu desenvolvimento larval.
A herbivoria ocorre tanto no limbo quanto nas nervuras das folhas (MERINO-CABRERA et
al., 2018; PILON et al., 2013). A lagarta pode consumir, em média, 90 cm? de folhas a cada 24
h. Isso equivale ao dobro da propria massa corpdrea por dia, dependendo do instar larval

(MOREIRA et al., 2011; VIANNA et al., 2011).

O desenvolvimento da A. gemmatalis é do tipo holometdbolo e possui picos
populacionais a partir de janeiro (SILVA; COSTA; BOSS, 2003; VARGAS et al., 2017). O
estagio de pupa (Fig. la) € encontrado na superficie do solo, podendo ficar em uma
profundidade de até 2 cm durante sete dias, medindo de 18 a 20 mm de comprimento e de 4 a

6 mm de largura (FUGI; LOURENCAO; PARRA, 2005; SANCHES et al., 2018). A mariposa
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tem de 30 a 38 mm de envergadura (Fig. 1b), sem dimorfismo sexual e atinge um tempo de
vida de aproximadamente quinze dias. Os ovos medem cerca de 1,5 mm de diametro (Fig. 1c)
e sdo postos pela mariposa na face abaxial das folhas. A eclosdo ocorre cerca de trés dias apds

a postura dos ovos (MOSCARDI et al., 2012; SANCHES et al., 2018).

A. de F. Bueno

A.V. Carneiro

Arquivo Embrapa Soja

Figura 1. Pupa (a), adulto (b) e ovo (c) de Anticarsia gemmatalis. Disponivel em Moscardi et
al. (2012).

As lagartas emergentes dos ovos recém eclodidos se desenvolvem até aproximadamente
1 cm com coloragao verde (Fig. 2a), exibindo quatro pares de patas abdominais. A duragdo da
fase larval chega a 25 dias, perpassando por seis instares, alcancando 48 mm de comprimento,
quando apresenta maior voracidade na herbivoria (Fig. 2¢). O fim da fase larval - estdgio pre-
pupa - dura, em média, dois dias, quando a lagarta chega a diminuir seu comprimento para 25

mm (SANCHES et al., 2018; VIANNA et al., 2011).
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A.V. Carneiro
J.J. da Silva

A.V. Carneiro

Figura 2. Lagarta pequena (a) e grande (b) com coloracdo verde e escura (c) de Anticarsia
gemmatalis. Disponivel em Moscardi et al. (2012).

Uma unica fémea de A. gemmatalis deposita cerca de 400 ovos durante sua vida. Esse
numero pode chegar a 1200 ovos em condi¢gdes otimizadas de laboratério, quando alimentada
com folhas de soja (DE QUEIROZ et al., 2020; FOERSTER; BUTNARIU, 2004; GODFREY;
WHITCOMB; STIMAC, 1989). A duracdo de cada instar larval pode variar dependendo da
planta hospedeira e da temperatura (FIAZ et al., 2018; MILANO, 2008), podendo chegar a 33
dias em condi¢des otimizadas. O tempo de vida do ovo ao adulto varia entre 15,1 e 19,4 dias
(Fig. 3), quando alimentado com soja € em condi¢des naturais de campo (MAGRINI;

BOTELHO; SILVEIRA NETO, 1999).
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Figura 3. Ciclo de desenvolvimento da Anticarsia gemmatalis. Disponivel em Moscardi et al.
(2012).

O uso de métodos alternativos para o controle de pragas agricolas como a A. gemmatalis
tem sido uma tendéncia cada vez mais crescente, visando substituir defensivos quimicos por
biopesticidas menos poluentes e mais especificos (DARRAG; ALMUHANNA; HAKAMI,
2022; KRINSKI; FOERSTER; DESCHAMPS, 2018). Apesar disso, os métodos de controle de
pragas como a A. gemmatalis ainda se concentram na utilizacdo de inseticidas nocivos ao meio
ambiente (CHOE et al., 2022). O uso intensivo e indiscriminado de pesticidas tradicionais causa
desequilibrio na populacgdo de predadores naturais e, consequente, de toda a teia alimentar, além
do impacto a saide humana (WALSH et al., 2022). Esses desequilibrios favorecem a selecdo
de pragas resistentes, exigindo cada vez mais o uso de produtos com doses mais elevadas (GUO
et al., 2022; GUZMAN-PLAZOLA et al., 2016; WALSH et al., 2022). Novas estratégias de

protecdo das plantas se concentram em minimizar o uso de pesticidas e aumentar suas
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compatibilidades com agentes de controle ecologicamente corretos (BABIN et al., 2022;
DARRAG; ALMUHANNA; HAKAMI, 2022; MAMUR; GUNDUZER; YAMAN, 2022)

A A. gemmatalis é adaptavel a fatores abidticos como temperatura, fotoperiodo e
alimento, com mecanismos de sobrevivéncia selecionados ao longo do processo evolutivo
(KRINSKI; FOERSTER; DESCHAMPS, 2018). A lagarta da soja também possui alta
plasticidade fisioldgica frente a estressores bidticos. Mudangas qualitativas e quantitativas
ocorrem no intestino do inseto quando submetido a dietas contendo inibidores de proteases (IP)
de plantas (DA SILVA JUNIOR et al., 2020; DE ALMEIDA BARROS et al., 2021; SILVA-
JUNIOR et al., 2021). Esses IP sdo encontrados constitutivamente em vdrias partes da planta e
podem ser proteinas, peptideos ou metabolitos secundarios (JONGSMA; BOLTER, 1997;
PILON et al., 2017). Dentre as respostas mais comuns, pode-se destacar o aumento dos niveis
de proteases especificas a fim de alcancar a taxa ideal da digestdo proteica (PATARROYO-
VARGAS et al., 2018; SILVA-JUNIOR et al., 2022); além de respostas qualitativas como a
sintese de isoformas de proteases insensiveis ao IP ingerido (OLIVEIRA et al., 2005; SILVA-
JUNIOR et al., 2022). Essa tentativa de suprir a deficiéncia de proteases ativas desvia
aminodcidos destinados ao metabolismo celular para a produ¢cdo de novas enzimas, o que
compromete o desenvolvimento larval, podendo levd-la a morte (SILVA-JUNIOR;
OLIVEIRA, 2021).

Com isso, as hidrolases intestinais t€ém sido foco dos programas de controle de pragas.
Foi demonstrado que sua inibi¢do por IP compromete o desenvolvimento e diminui a taxa de
sobrevivéncia dos insetos (DE ALMEIDA BARROS et al., 2021; MOREIRA et al., 2011;
PAIXAO et al., 2013). Mendonga et al. (2011) verificaram que isoformas de cisteino protease
presentes no intestino médio de lagartas de A. gemmatalis auxiliam no processo de digestao
proteica do herbivoro, podendo ser um alvo auxiliar para o controle dessa praga agricola.
Portanto, o conhecimento das enzimas digestivas da lagarta e sua sensibilidade aos inibidores
sdao fundamentais para o desenvolvimento de novos programas mais eficientes e

ecologicamente corretos de controle dessa praga.

3.3. Interagdo planta-praga

As plantas sdo organismos sésseis que desenvolveram estratégias dindmicas de defesa
para melhorar sua sobrevivéncia e reprodugdo. Uma importante via de defesa de plantas a inseto

consiste na producdo de uma ampla variedade de IP, que afetam o desempenho e a resisténcia
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dos insetos fitéfagos (HABIB; FAZILI, 2007; JONGSMA; BOLTER, 1997; KOIWA;
BRESSAN:; HASEGAWA, 1997;: SOUZA CANDIDO et al., 201 1). De uma forma mais ampla,
os mecanismos de defesa das plantas podem ser divididos entre diretos ou indiretos. Na defesa
direta ocorre a producdo de compostos bioquimicos que visam prejudicar o herbivoro. Por outro
lado, a defesa indireta consiste na liberagdo de compostos volateis que atraem predadores
naturais do herbivoro (DE LEO et al., 2002; FARMER; JOHNSON; RYAN, 1992;
LAWRENCE; KOUNDAL, 2002). Para que essa resposta ocorra de forma eficiente e
especifica, é necessario que a planta identifique a lesdo causada por meio de um elicitor (AMIL-
RUIZ et al., 2011; SOUZA CANDIDO et al., 2011).

Sendo assim, a coevolugcdo entre herbivoros e plantas favoreceu vegetais que
reconhecessem o herbivoro agressor € armam uma maquinaria de resposta na tentativa de
debelar a herbivoria. Frequentemente, a planta tem como alvo processos metabodlicos
importantes envolvidos na fisiologia dos insetos, como sistema digestivo, nervoso e enddcrinos
(IQBAL et al., 2021; KUMAR et al., 2020; SILVA-JUNIOR et al., 2022; ZOGLI et al., 2020).
Assim, as plantas produzem moléculas de defesa especializadas contra esses processos
(MALIK; KUMAR; NADARAJAH, 2020; SARMENTO et al., 2011; YADAV et al., 2020).
Uma das formas de os insetos serem percebidos pelas plantas se d4 pela presenca de compostos
especificos em suas secrecOes salivares, intestinais, pelos fluidos de oviposi¢do e por danos
mecanicos (CHEN; MAO, 2020; JONES; FELTON; TUMLINSON, 2021; REYMOND,
2013). Esses candidatos a indutores de resposta imune das plantas incluem conjugados acido
graxo-aminodcido, caeliferinas, proteinas e peptideos (MUSSER et al., 2002; SHEN et al.,
2022; TIAN et al., 2012). Alguns eliciadores ativam a via de sinalizacdo do 4cido jasmonico
(JA), levando a defesas diretas e defesas indiretas (AMENT et al., 2004; MUSSER et al., 2002;
PAUDEL et al., 2020). Devido a isso, pesquisas envolvendo a diversidade e a caracterizagao
de elicitores de insetos tem se mostrado cada vez mais promissoras ao demonstrarem vias
metabolicas chave envolvidas na interacdo planta-praga (MALIK; KUMAR; NADARAJAH,
2020; VENEGAS-MOLINA et al., 2020; ZEHRA et al., 2021).

Uma via de defesa de plantas ao ataque de insetos que merece destaque € a via das
lipoxigenases (FARMER; RY AN, 1990; FEUSSNER; WASTERNACK, 2002; SHIVAJI et al.,
2010). O dano mecanico desencadeia reacdes de hidrélise de lipideos de membrana iniciada
pelas lipoxigenases (LOX) (FEUSSNER; WASTERNACK, 2002; VISWANATH et al., 2020).
As LOX formam hidroperoxidos de acidos graxos, que levam a formacao de acido jasmonico
(JA), associado 2 ativacio de genes que codificam para a sintese de IP (FARMER; RYAN,
1992; MELAN et al., 1993; SINGH et al., 2022). Esses IP comprometem o potencial hidrolitico
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no intestino médio do inseto, diminuindo o aporte de aminodcidos biodisponiveis para a
constru¢do de novas proteinas pelo metabolismo (MECH; CHOUDHURY; BORA, 2021;
MUKHTAROVA et al., 2020; SILVA-JUNIOR et al., 2022). Essa caréncia de aminoacidos
essenciais implica deficiéncia nutritiva com consequente ma formacao do inseto, podendo leva-
lo a morte (DE OLIVEIRA et al., 2020; MENDONCA et al., 2020).

Os 1P tém se mostrado ferramentas promissoras no controle de pragas agricolas
(COTABARREN et al., 2020; SINGH et al., 2020). Os insetos dispdem de uma ampla
diversidade de respostas adaptativas descritas, mas boa parte dos mecanismos bioquimicos e
fisiologicos que envolvem IP e as proteases do inseto necessitam ser elucidados (OPPERT et
al., 2010; PANDEY; YADAYV,; SANYAL, 2022; PETEK et al., 2012). Esse conhecimento é
uma ferramenta estratégica fundamental no controle sustentavel de pragas (MISHRA; REDDY;
PRASAD, 2020; PANDEY; YADAV; SANYAL, 2022; SUBAHARAN et al., 2021). No
entanto, ndo ha caracterizacdo da identidade das proteases envolvidas no complexo protease-
inibidor. Tampouco h4 uma descri¢do do mapeamento do centro ativo ou da estrutura primaria
dessas hidrolases, que € de extrema importancia para que a cinética de inibi¢do dessas proteases
intestinais possa ser entendida frente a inibidores peptidicos das plantas.

As estratégias de controle de praga precisam considerar muitos aspectos da producao
agricola. Cronogramas intensivos de produc¢do e elimina¢do de inimigos naturais por pesticidas
quimicos de amplo espectro em monoculturas de grande escala promovem o aumento
populacional de pragas resistentes (DAVID, 2021; HADDI et al., 2020; HOROWITZ et al.,
2020). Além disso, os ecossistemas agricolas altamente simplificados podem favorecer insetos
generalistas - espécies que podem se alimentar de multiplas culturas -, facilitando o
estabelecimento de espécies invasoras (CHEN et al., 2020; VAN LEEUWEN et al., 2020).

Assim, o estudo de mecanismos de resisténcia endogena das plantas a injdrias
provocadas por insetos € uma tendéncia promissora para o desenvolvimento de ferramenta de
controle de pragas. Embora os métodos de controle de pragas ainda se concentrem na utilizacao
de defensivos agricolas cldssicos, novos métodos de controle populacional de insetos em
cultivares baseados em agroquimicos ecologicamente corretos tem sido explorados (CHEN et
al., 2020; HADDI et al., 2020; HOROWITZ et al., 2020). O elevado custo de desenvolvimento
de novos pesticidas cujas formulagdes devem se adequar as pragas resistentes, aos prejuizos
ambientais causados e a pressio do mercado consumidor contra praticas predatérias, t€m
estimulado uma revolugdo no controle de pragas na agricultura moderna (BUENO et al., 2021;

DEGUINE et al., 2021). Nesse sentido, a busca por compostos de menor custo, mais especificos
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e menos poluentes, como os biopesticidas, ¢ uma pratica cada vez mais frequente entre os
orgdos de pesquisa (FLETCHER et al., 2020; KUMAR et al., 2021; LIU et al., 2021).

A preferéncia de um herbivoro por uma espécie vegetal, assim como sua performance
na herbivoria, € influenciada por caracteristicas da planta alvo, como a concentracdo de
nutrientes, metabdlitos secundarios e barreiras mecéanicas, como tricomas (TREMMEL;
MULLER, 2013). Nesse sentido, insetos selecionam as plantas que lhes possibilitam uma
melhor performance; contudo, compostos de defesas sdo produzidos nas diferentes espécies de
plantas em resposta aos herbivoros (BOTTNER et al., 2021; HOFFMANN-CAMPO et al.,
2006). Estes compostos podem ser constitutivos ou induzidos apds o ataque do inseto (GOMEZ
et al., 2020; MARTEL et al., 2015).

As respostas bioquimicas especificas armadas pela planta requerem o reconhecimento
dos diferentes danos causados pelos herbivoros. Esse recrutamento da maquinaria celular leva
a ativacdo de genes por cascatas de sinalizacdo celular. Muitas vezes, esse reconhecimento
ocorre em poucos minutos (MAFFEI; MITHOFER; BOLAND, 2007). Ao longo do processo
coevolutivo, os insetos desenvolveram estratégias para contornar os mecanismos de defesa da
planta, as quais incluem a metabolizacio e o sequestro de compostos toxicos, mecanismos de
fuga e alteracdo nos padrdes de expressdo génica (SILVA et al., 2001).

A soja € responsiva aos estresses bidticos e abidticos ativando a via das lipoxigenases.
A producdo de IP e metabdlitos secunddrios que ocorre ao final dessa via indica que o uso de
IP no controle de insetos-praga € um alvo promissor (ALGHAMDI et al., 2018; GROVER et
al., 2018). Baseado nisso, pesquisas tém revelado a eficiéncia de inibidores sintéticos de
proteases contra A. gemmatalis. Dietas contendo IP do tipo benzamidinas comprometeram o
desenvolvimento da lagarta da soja, implicando a morte do inseto ainda na fase larval (COURA
et al., 2022; MARTINS PILON et al., 2009; PILON; OLIVEIRA; GUEDES, 2006). Nessa
interacdo entre os IP e as proteases intestinais do artropode, as principais enzimas envolvidas
na digestdo de A. gemmatalis na fase larval sdo as serino-proteases (DA SILVA JUNIOR et al.,
2020). As tripsinas-like estdo entre as principais serino-proteases envolvidas na fase inicial da
digestdo protéica de lepidopteras, clivando a porcdo carboxil de residuos bésicos, como L-
arginina e L-lisina. As tripsinas isoladas do intestino médio de vérios insetos exibem massa
molecular entre 20 e 35 kDa e atividade 6tima em pH alcalino (SILVA-JUNIOR et al., 2022;
TERRA; FERREIRA, 1994).

Estudos com as serino-proteases parcialmente purificadas do intestino médio de A.
gemmatalis mostraram a presenca de enzimas com atividade de tripsinas-like ligadas a

membrana do intestino do inseto (XAVIER et al., 2005) e no extrato solivel do intestino
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(OLIVEIRA et al., 2005; ZHANG; WANG, 2018). Pilon et al. (2017) caracterizaram as serino-
proteases produzidas por bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis e mostraram
que as enzimas bacterianas contribuem significativamente para hidrdlise total que ocorre no
intestino médio da lagarta. O trabalho evidenciou ainda que as proteases produzidas pela
microbiota se assemelharam aquelas presentes na fracao soltivel e na fragcdo insolivel (proteases
ligadas 2 membrana), ambas as fracdes produzidas pelo inseto. No entanto, é necessirio
compreender a cinética de inibicdo enzimdtica destas proteases intestinais do inseto e sua
interacdo com os IP.

Pesquisas sobre a aplicabilidade de IPs em programas de controle visam,
principalmente, a expressdo dessas proteinas em plantas geneticamente modificadas
(CRISTIAN YIZARD LIZARDO CHAVEZ, 2016; DUNAEVSKY et al., 2005; HAQ; ATIF;
KHAN, 2004; LUIZ; SILVA, 2015). Ashouri et al. (2017) realizaram extra¢cdo e purificacdo
de inibidores de cisteino proteases de sementes de girassol e verificaram potencial desse
inibidor frente a protease do intestino do besouro-da-batata, Leptinotarsa decemlineata
(Say,1824) (Chrysomelidae). Silva (2015) verificou que a concentracdo de inibidores de
proteases em cultivares de soja susceptivel (IAC PL1) e resistentes (IAC 17, IAC 18, IAC 19 e
IAC 24) injuriadas por A. gemmatalis aumentou ao longo do tempo. Além destes estudos com
inibidores das plantas estimulados pelos insetos, existem ainda aqueles com aplicacdo de
inibidores sintéticos para avaliar o perfil das enzimas digestivas de diversas pragas (CRISTIAN
YIZARD LIZARDO CHAVEZ, 2016; PAIXAO et al., 2013; PILON et al., 2004, 2017).

Estudos sobre os mecanismos de resisténcia de insetos em resposta a defesa de plantas
levaram a uma valorizacdo da notdvel diversidade e plasticidade das proteases digestivas de
insetos. Além do papel de digerir proteinas dos alimentos, essas proteases desempenham um
papel na defesa contra inibidores de proteases de plantas (AHN; ZHU-SALZMAN, 2009).
Pesquisas relacionadas as respostas de insetos alimentados com dietas contendo IPs de plantas
tém indicado uma resposta bifdsica caracterizada por uma alta regulacdo inicial de proteases
digestivas especificas que precede de uma baixa regulagcao simultanea de proteases sensiveis ao
IP e uma alta regulacdo de proteases insensiveis ao IP. Assim, no trato intestinal do inseto
ocorrem mudancgas quantitativas que incluem o aumento dos niveis de proteases especificas ou
generalistas para alcancgar a taxa ideal da digestdo de proteinas. Ocorrendo, ainda, respostas
qualitativas que incluem a sintese de isoformas de proteases “insensiveis”, que nao sdo capazes
de ligar-se ao IP ou que tenham a possibilidade de se ligar e degradar o IP (BOWN;
WILKINSON; GATEHOUSE, 2004; SRINIVASAN; GIRI; GUPTA, 2006; ZHU-SALZMAN,;
LUTHE; FELTON, 2008). Estes estudos sdo necessarios para a identificacdo de moléculas
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fundamentais, que eventualmente ajudardo na compreensdo de eventos complexos de
sinalizac@o, responsaveis pelo acompanhamento e coordenacdo de absor¢do de nutrientes e
atividade proteolitica intestinal. Verifica-se, assim, um importante mecanismo de adaptacao por
parte dos insetos que deve ser detalhadamente estudada em nivel molecular a fim de se

conseguir desenvolver uma estratégia de controle mais eficaz.

3.4. Proteases

As proteases sdo enzimas responsdveis pela hidrélise de proteinas e sdo classificadas de
acordo com Enzyme Commissionof the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology - IUBMB dentro da classe 3 (hidrolases), subclasse 4 (peptidases). Elas também sao
classificadas de acordo com trés critérios: a) tipo de reacdo catalisada, b) natureza quimica do
sitio catalitico e c¢) relacdo evolutiva de acordo com a estrutura (KUZELA; GOLDBERG,
1994). Essas enzimas sdo subdivididas em dois grupos principais: exopeptidases e
endopeptidases, dependendo do seu sitio de acao.

As exopeptidases clivam as ligagdes peptidicas proximas ao grupamento amino ou
carboxi terminal no substrato, enquanto as endopeptidases clivam ligacdes peptidicas distantes
do grupo terminal do substrato. Com base no grupo funcional presente no sitio ativo, as
proteases sdo classificadas dentro de quatro grupos: a) serino-proteases, b) aspartil-proteases,
¢) cisteino-proteases e (d) metalo-proteases. As serino-proteases possuem um residuo de serina
em seu centro ativo, enquanto as aspartil-proteases t€ém duas unidades de dcido aspartico no seu
centro catalitico. Cisteino-proteases apresentam um residuo de aminodcido cisteina e as metalo-
proteases usam um fon metal no seu mecanismo catalitico (RAO et al., 1998).

Proteases digestivas de insetos sdo caracterizadas em serino, cisteino, aspartil e metalo-
proteases (TERRA; FERREIRA, 1994). Uma espécie de inseto chega a possuir multiplas
proteases digestivas em seu intestino, pertencentes a diferentes ou a0 mesmo grupo mecanicista,
embora normalmente utilize um tipo principal no seu papel digestivo (AHN; ZHU-SALZMAN,
2009; LIU et al., 2004; ZHU-SALZMAN; LUTHE; FELTON, 2008).

As serino-proteases sao a principal classe de enzimas digestivas de proteinas, presentes
no intestino médio de muitas espécies de lepidopteras (TERRA; FERREIRA, 1994). Entre elas,
tripsina e quimotripsina sdo as mais estudadas e participam de uma grande diversidade de
processos fisiolégicos que incluem além da digestio, ativagc@o de proteinas especificas - como

nas cascatas de coagulacdo, no sistema imune de insetos e plantas, no desenvolvimento e
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producdo de peptideos biologicamente ativos, na transdu¢do de sinais, ativacdo de

hormonios e desenvolvimento (PAGE; DI CERA, 2008).

3.5. Inibidores de proteases

Estudos sobre inibidores de proteases presentes em plantas iniciaram-se a partirda década
de 40, quando Kneen & Sandstedt (2002) encontraram um inibidor de a-amilase em graos de
vdrios cereais e, posteriormente, Kunitz (1945) purificou uma proteina termoestdvel da soja
capaz de inibir a tripsina.

Os inibidores das serino-proteases sdo o tipo mais abundante e amplamente distribuido
nas plantas (LAWRENCE; KOUNDAL, 2002). O papel fisiologico desses inibidores nas
plantas inclui: a) regulacdo das proteinases enddgenas durante a dorméncia das sementes,
b) imobilizagdo das proteinas de reserva, c¢) protecdo contra as enzimas proteoliticas de
parasitas e insetos e d) proteinas de reserva (HAQ; ATIF; KHAN, 2004). Sdo proteinas
relativamente pequenas (ou dominios de proteinas, no caso de inibidores multidominios) de
29 a 190 residuos de aminodcidos e podem ser agrupadas em familias diferentes baseando-se
na similaridade de sequéncia, similaridade topolégica e mecanismo de ligacdo a enzima. Os IPs
inibem as proteases do intestino do inseto, ligando fortemente ao centro ativo formando um
complexo essencialmente irreversivel. A incapacidade de utilizar a proteina ingerida e reciclar
as enzimas digestivas resulta numa deficiéncia de aminodcido critico, o que afeta o
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia do herbivoro (MACEDO et al., 2011).

O mecanismo de acdo de um inibidor de proteases de planta baseia-se na inibicao
competitiva de uma proteases via bloqueio de sua atividade proteolitica (MACEDO et al.,
2011). A especificidade é uma caracteristica marcante nos estudos das interagdes entre enzima-
inibidor, sendo determinada pela dindmica das interacdes envolvidas e pela estrutura nativa do
inibidor e da enzima.

A seletividade da inibi¢do normalmente ocorre através da utilizacdo de sitios de
reconhecimento do substrato pela enzima. O complexo EI formado € termodinamicamente e
cineticamente muito estdvel, apresentando constante de dissociacdo muito baixa (107 a 1071
M), de maneira que a inibi¢do estequiométrica da enzima € alcancada (LAWRENCE;
KOUNDAL, 2002).

As duas familias melhor caracterizadas de inibidores de serino-proteases sao 0s

inibidores de tripsina da soja, dos tipos Kunitz (SKTI) e Bowman-Birk (SBBI). Nos graos de
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soja, os inibidores de tripsina correspondem a 6% do total de proteina (BRANDON; BATES;
FRIEDMAN, 1989), sendo que cerca de 80% da inibi¢do da atividade triptica nos graos é
causada pela acdo do KTI e 20% pela acao do BBI (BRANDON; FRIEDMAN, 2002).

Os inibidores da familia Bowman-Birk s@o proteinas globulares soldveis, caracterizadas
por suas pequenas massas moleculares que variam de 8 a 10 kDa, com alto contetdo de cisteina
podendo apresentar sete pontes dissulfeto, o que confere grande estabilidade a sua estrutura,
distribuidas em cerca de 70 a 90 residuos de aminoacidos (KENNEDY, 1998; QI; SONG; CHI,
2005).

O primeiro inibidor que deu origem a familia Bowman-Birk foi purificado de sementes
de soja constituido de uma cadeia polipeptidica com dois sitios reativos, um para tripsina e
outro para quimotripsina e formado de 71 residuos de aminodcidos (ODANI; IKENAKA,
1973). No caso da tripsina ha presenca de Lys ou Arg na posi¢do P1 e para a quimotripsina ha
presenca de um grupo aromatico ou um grupo hidrofébico de cadeia longa (Lin et al., 1993).
Os inibidores da familia Kunitz sdo proteinas que apresentam uma ou duas cadeias
polipeptidicas, em geral, com apenas um sitio reativo e massa molecular entre 18 e 24 kDa,
correspondendo cerca de 180 residuos de aminoécidos. Eles possuem, geralmente, quatro
residuos de cisteina, que formam duas pontes dissulfeto proporcionando estabilidade a estrutura
protéica. A estrutura tridimensional desses inibidores ¢ conhecida como familia folha 3 sendo
composta por 12 conformagdes beta anti-paralelas conectadas por longas al¢as. O inibidor pode
ser dividido em trés subdominios, cada um contendo cerca de 60 residuos de aminoacidos.

Cada subdominio consiste de quatro folhas B conectadas por longas algas,
estruturalmente organizadas como A-fi-A-B2-A-B3-A-Bs, em que “A” refere-se as alcasque
conectam as folhas 3. A estabilidade da estrutura tridimensional de muitos inibidoresda familia
Kunitz € dada pela presenca de inumeras pontes de hidrogénio em conjunto com as pontes
dissulfeto presentes na estrutura do inibidor. Os IPs da familia Kunitz apresentam
estruturalmente uma al¢a de ligacao exposta, que € conservada em todos os representantes. Essa
estrutura € denominada de conformacdo candnica. Esses inibidores que apresentam a
conformagdo candnica formam complexos estdveis com as proteinases alvo, os quais se
dissociam lentamente. A al¢a de ligacdo, embora frequentemente hidrofébica, € estabilizada
por interacdes adicionais entre os residuos que flanqueiam o local do sitio reativo e o nicleo do
inibidor.

Dentre os principais inibidores sintéticos de serino-proteases estdo a benzamidina e a
bis-benzamidina. A primeira € uma amina aromatica, inibidor sintético competitivo da tripsina.

Esta, quando presente no meio reacional em baixas concentragdes, posiciona-se no sitio de
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especificidade, sitio S1 da tripsina, onde € estabilizada por interagdes hidrofébicas no bolso
hidrofébico e por interagdes eletrostiticas entre seu grupamento amidina e um residuo
carboxilico pertencente a umdcido aspartico localizado no fundo do bolso do sitio S1,
apresentando K; de 16,6 uM.

A benzamidina é uma molécula modelo para os estudos de interagdes intermoleculares,
por apresentar algumas caracteristicas estruturais similares aos aminodcidos Arg e Lys. E
totalmente protonada no pH fisiolégico e também apresenta possibilidade de interacdes
lipofilicas e um grupo amidina equivalente. Derivados da benzamidina sdo amplamente
aplicados em estudos de afinidade de associacdes enzima-ligante, interacdes estéricas e,
principalmente, eficiéncia catalitica. Por exemplo, é comprovada a influéncia de substituintes
indutores de elétrons na posicao para (1,4) do anel benzénico, com os doadores incrementando
a associacao do inibidor a tripsina e os grupos atraentes agindo em sentido contrario. Um desses
derivados da benzamidina € o berenil, uma bis-benzamidina (PEREIRA, 2005).

O berenil é formado por duas moléculas de benzamidina ligadas por meio de uma
ligacdo triazeno na posicdo 4 de cada anel. A ligacdo triazeno € susceptivel a clivagem
resultando na formac¢do de 4-aminobenzamidina e um sal 4-amidinofenildiazonio (PEREIRA,
2005). O berenil comporta-se como um inibidor parcialmente competitivo parabdlico da
tripsina, apresentando K; de 1,79 uM (JUNQUEIRA; SILVA; MARES-GUIA, 1992;
OLIVEIRA et al., 1993).

Dois novos tipos de inibidores de proteases foram descobertos em sementes, os quais sao
pequenos peptideos ciclicos, e foram denominados como “cyclic knottins”. Eles pertencem a
uma familia diversa de peptideos ciclicos que se encontram nas plantas das familias Rubiaceae,
Violaceae e Cucurbitaceae (CONNERS et al., 2007).

A sequéncia peptidica mais promissora ¢ a denominada VhTI isolada a partir da
Veronica hederofolia. De acordo com Conners et al. (2007), ela é uma potente inibidora de
tripsina e tem uma estrutura “helix-turn-helix” o que permitiria modificacdes para desenhar
inibidores especificos de proteases. A sequéncia da parte ativa da VhTI é composta de 27
residuos de aminodcidos e contem quatro cisteinas, o que permite, rapidamente, sua

polimerizacdo formando pontes de dissulfeto.
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3.6. Estresse oxidativo em insetos

O oxigénio € essencial para os processos da vida aerébica, mas cerca de 1% a 3% ou
mais do oxigénio utilizado para fins respiratdrios é convertido em espécies reativas de oxigénio
(ROS), como O2*, HxO> ¢ *OH por redugao univalente de oxigénio (FRIDOVICH, 2004).
Assim, as ROS sdo geradas por organismos vivos aerébicos durante o curso do metabolismo
celular normal. As ROS, quando geradas em concentra¢des baixas a moderadas, funcionam em
vdrios processos celulares fisioldgicos, mas em altas concentragdes podem levar a efeitos
adversos nos componentes celulares, como modificagdes de lipidios, proteinas e DNA
(BARRY HALLIWELL; JOHN M. C. GUTTERIDGE, 1985).

Os efeitos citotoxicos das ROS sdo geralmente neutralizados por um conjunto complexo
de mecanismos de eliminacao e desintoxica¢do enzimadticas € ndo enzimadticas, que evoluiram
para combater os efeitos deletérios das ROS. Como tal, hd sempre um equilibrio dindmico entre
a producdo de ROS e sua remocdo por sistemas antioxidantes. No entanto, quando o equilibrio
entre a producdo de ROS e as defesas antioxidantes muda a favor dos oxidantes, ocorre o
fendmeno do “estresse oxidativo”, que contribui para muitas condigdes patologicas nos
organismos aerobicos.

Assim, ROS pode ser definido como um estado em que a oxidag¢do excede os sistemas
antioxidantes no organismo, secunddria a uma perda de equilibrio entre eles. Como mencionado
anteriormente, tal desregulacdo da homeostase celular resulta em eventos como peroxidacao
lipidica, dano proteico, dano oxidativo ao DNA, e também fendmenos de adaptacao fisioldgica
e desregulacdo da transdugdo de sinal intracelular.

As ROS podem ser categorizadas em dois grupos: radicais livres e ndo radicais. Os
radicais livres sdo gerados quando as moléculas acabam tendo um ou mais elétrons
desemparelhados que as tornam reativas em um esforco para obter estabilidade. Por outro lado,
formas ndo radicais sdo geradas quando dois radicais livres compartilham seus elétrons
desemparelhados.

O principal local para a produgdo do radical anion superéxido é a mitocondria. Durante
arespiracao aerobica para geracao de trifosfato de adenosina (ATP), os elétrons sdo transferidos
através da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial para reduc¢do do oxigénio a dgua. No
entanto, durante esse processo, 1% a 3% de todos os elétrons vazam do sistema e produzem
radicais de anion superéxido (FRIDOVICH, 2004). Os radicais de anion superéxido também
sdo gerados durante a atividade fagocitica por leucdcitos, mondcitos e macréfagos que t€m

atividade microbicida. As enzimas superoxido dismutases (SOD) convertem o radical anion
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superdxido (Oz*) em peroxido de hidrogénio (H20:). O peréxido de hidrogénio gerado pode se
difundir facilmente através da membrana plasmdtica. O per6xido de hidrogénio também ¢é
gerado endogenamente pela xantina oxidase, aminodcido oxidase e NADPH oxidase (DUPUY
etal., 1991; GRANGER, 1988) em peroxissomos. As reacdes de Haber-Weiss (1) e Fenton (2)
também resultam na quebra de H»O, em OH na presenga de Fe>* ou Cux* (THOMAS;
DIONYSIOU; PILLAL 2021):

(1) Fes*+ 02~ — Fex' + Oz

2) Fex* + HoO2 — Fest + OH™ + «OH

Além disso, Oz * por si s6 também pode reagir com H>O; e gerar OH (HABER et al., 1934;
LIOCHEV; FRIDOVICH, 2002).

Existem varios oxidantes exdgenos que impactam um organismo e levam a geragdo de
ROS dentro de suas células. Um deles € a radiacdo ionizante. Na presenca de oxigénio, a
radiagdo ionizante pode converter radicais hidroxila, radicais anion superéxido e outros radicais
organicos em peroxido de hidrogénio e organoperdxidos. A reacdo dessas espécies de
hidroperéxidos com ions metélicos redox ativos, como Fe e Cu via reacdes de Fenton, leva a
inducdo de ROS (BIAGLOW; MITCHELL; HELD, 1992; CHIU et al., 1993).

A exposicdo ao 0zdnio pode levar a peroxidacao lipidica, uma vez que a exposicao de
curto prazo causa liberacdo de mediadores inflamatérios como mieloperoxidase, proteinas
catiOnicas eosinofilicas e também lactato desidrogenase e albumina (HILTERMANN et al.,
1999). fons de metais pesados como ferro, cobre, cidmio, mercirio, niquel, chumbo e arsénico
também podem induzir a geracdo de ROS e levar a danos celulares.

Um importante mecanismo de geracdo de radicais livres catalisada por metal € através
das reacOes do tipo Fenton descritas acima. Além das reacOes de Fenton e Haber-Weiss, certos
fons metalicos podem interagir diretamente com moléculas celulares para gerar radicais livres,
como radicais tiol, ou induzir vias de sinalizag@o celular. Esses radicais também podem reagir
com outras moléculas de tiol para gerar Oy *. Além disso, Oy ¢ € convertido em H>O», o que
causa geracdo adicional de radicais de oxigénio. Por fim e mais importante para 0o nosso
proposito, os pesticidas. A extensa literatura sugere que as ROS sdo continuamente geradas a
partir da exposi¢cao a contaminantes ambientais, como herbicidas e inseticidas (BAGCHI et al.,
1995; LEDIRAC et al., 2005).

Os insetos estdo expostos a varios estressores ambientais em uma variedade de habitats
devido a sua capacidade de colonizar varios nichos ecoldgicos. Assim, 0s insetos, como outros

organismos, estao sujeitos a ROS quando expostos a herbicidas e inseticidas (AHMAD, 1995)
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e também durante a alimentacdo (especialmente insetos fit6fagos e hematéfagos) (BI;
FELTON, 1995; SOUZA et al., 1997). Além disso, flutuacdes térmicas de baixa temperatura e
exposi¢do a UV também promovem ROS e levam a ROS em insetos (KARTHI; SANKARI;
SHIVAKUMAR, 2014; LALOUETTE et al., 2011; MENG et al., 2009). Para combater os
efeitos das ROS, os insetos desenvolveram um conjunto de mecanismos de defesa antioxidantes
que envolvem componentes enzimdticos € ndo enzimdticos. No entanto, os mecanismos
regulatérios por trds do desencadeamento e atividade sustentada dos sistemas antioxidantes sao
pouco conhecidos. Os neuro-hormodnios de insetos sdo um dos principais candidatos que
poderiam desempenhar tais papéis reguladores (PERIC-MATARUGA; NENADOVIC;
IVANOVIC, 2006).
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Uso de inibidores de protease como alternativa promissora no controle de pragas
RESUMO

As proteases sao responsaveis por diversos processos essenciais a vida e controlar sua atividade
¢ naturalmente importante em muitos eventos metabdlicos especificos. Quando um inseto
fit6fago se alimenta, a maquinaria de resposta da planta leva a producdo de inibidores de
protease (IPs), que pode ocorrer local ou sistemicamente. Ao atingir o intestino do inseto, os
IPs se ligam a proteases especificas e comprometem a digestibilidade do herbivoro, reduzindo
a absor¢do de aminodcidos da dieta. O equilibrio nutricional prejudicado afeta o
desenvolvimento do inseto e pode levar a morte. Nesse sentido, os IPs t€m ganhado destaque
como alternativas no controle de insetos-praga, minimizando os efeitos toxicos sobre outros
animais € o meio ambiente. Por outro lado, os insetos expressam multiplas isoformas de
importantes enzimas digestivas para contornar o efeito toxico dos IPs vegetais. Nosso grupo de
pesquisa se dedica a compreender os mecanismos bioquimicos envolvidos na interacdo planta-
praga do ponto de vista enzimdtico, protedmico e da biologia molecular. Por conta desses
esforcos, dezenas de artigos foram gerados, além de um IP patenteado para uso como defensivo
agricola ecologicamente correto. Este capitulo fornece uma visao geral atualizada dos avangos

na pesquisa de IP aplicada ao controle de pragas de insetos.

Palavras-chave: controle de insetos-praga, inibidores de peptideos, interacdo planta-praga,

proteina
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Use of protease inhibitors as a promising alternative for pest control
ABSTRACT

Proteases are responsible for several processes essential to life and controlling their activity is
naturally important in many specific metabolic events. When a phytophagous insect feeds, the
response machinery of the plant leads to the production of protease inhibitors (PIs), which can
occur locally or systemically. Upon reaching the insect’s intestine, PIs bind to specific proteases
and compromise the insect’s digestibility, reducing the absorption of dietary amino acids. The
impaired nutritional balance affects the insect’s development and can lead to death. In this
sense, PIs have gained prominence as alternatives in the control of pest insects, minimizing the
toxic effects on other animals and the environment. On the other hand, insects express multiple
isoforms of important digestive enzymes to circumvent the toxic effect of plant Pls. Our
research group is dedicated to understanding the biochemical mechanisms involved in plant-
pest interaction from an enzymatic, proteomic and molecular biology point of view. Because
of these efforts, dozens of articles were generated, besides PI patented for use as ecologically
correct agricultural defensives. This chapter provides an updated overview of advances in PI

research applied to insect pest control.

Key-words: insect pest control, peptides inhibitors, plant pest interaction, protein
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1. INTRODUCAO

As proteases lidam com vérios processos essenciais a vida. Este grupo diversificado de
enzimas pode clivar ligagdes peptidicas para controlar finamente o catabolismo de proteinas,
degradar seletivamente proteinas danificadas ou promover a hidrélise em massa de proteinas
da dieta. Avangcos em enzimologia e proteOmica nas udltimas décadas mostraram que as
proteases sdo essenciais ndo apenas para fornecer aminodcidos livres a célula, mas também para
modular processos importantes, como a remog¢do de segmentos especificos em zimogénios
(DONEPUDI; GRUTTER, 2002; GORELICK; OTANI, 1999; PLAINKUM et al., 2003;
STROUD; KOSSIAKOFF; CHAMBERS, 1977) e proteinas imaturas (PENG et al. 1989;
MURAMATSU et al., 1993; KHAN et al., 1998) ou a remog¢do de um peptideo sinal quando a
proteina ja estd no compartimento celular apropriado (HUSSAIN et al., 1982; NOVAK et al.,
1988; FRIEDMANN et al., 2004; LEMBERG 2011).

A atividade proteolitica também estd ligada a necessidade de controlar eventos
metabodlicos especificos, como o processamento final das proteinas antes que elas
desempenhem seu papel na célula (GRAU et al., 2005; GUTTENTAG et al., 2003; LUM;
BLOBEL, 1997; MANOLARIDIS et al., 2013), removendo seletivamente proteinas quando
elas ndo sdo mais uteis ou reciclando aminodcidos necessdrios para sintetizar novas cadeias
polipeptidicas (BOCHTLER et al., 1999; CIECHANOVER, 1994). Além dos processos intra e
intercelulares, as proteases mediam vdrias interagdes moleculares que ocorrem entre diferentes
organismos em um determinado ambiente. Parasitos intracelulares, por exemplo, secretam
proteases que auxiliam suas interacOes e sobrevivéncia na célula hospedeira (ALVES; COLLI,
2007; KNOX, 2007; LALIBERTE; CARRUTHERS, 2008). Da mesma forma, a hidrdlise de
proteinas vegetais no intestino de insetos herbivoros sdo processos extracelulares que visam

fornecer aminodacidos livres que serdo absorvidos para posteriormente compor novas proteinas

(DA SILVA JUNIOR et al., 2020).

Durante o processo evolutivo, os insetos ganharam sistemas complexos de proteases,
um processo essencial para obter um melhor beneficio nutricional (SILVA-JUNIOR et al.,
2021). Se, por um lado, um arsenal de proteases favorece a herbivoria, a coevolugdo selecionou
plantas com estratégias para superar os efeitos adversos das proteases de insetos (MERINO-
CABRERA et al., 2018; PILON et al., 2017a; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Plantas
desafiadas por um patégeno ou predador, por exemplo, produzem inibidores de protease (IP)

que se ligam a enzimas proteoliticas e previnem ou limitam sua atividade (HABIB; FAZILI,
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2007; RYAN, 1990); essa deficiéncia digestiva implica em menor quantidade de aminoacidos
livres para serem absorvidos e utilizados como matéria-prima na sintese de proteinas
necessdrias ao bom desenvolvimento do inseto. J4 estd bem estabelecido que uma grande
variedade de organismos usa IPs ndo apenas para controlar funcdes proteoliticas endégenas,
mas também para garantir sua protecao contra herbivoria ou infec¢ido. Nesse sentido, os IPs
atuam pelo complexo conjunto de interacdes moleculares que ocorrem entre diferentes
organismos em um ecossistema, atuando como reguladores de eventos proteoliticos. Portanto,
nao surpreende que os IPs estejam sendo propostos como ferramenta para o controle de

herbivoros e patégenos (CLEMENTE et al., 2019).

Com base nisso, estratégias de controle de pragas usando IPs foram desenvolvidas para
controlar nematoides (TURRA et al., 2009), virus (MASOUD et al., 1993), bactérias
(MISHRA; REDDY; PRASAD, 2020) e insetos fit6fagos (SENTHILKUMAR; CHENG; YEH,
2010). Os efeitos dos IPs dietéticos sobre a fecundidade e crescimento de insetos herbivoros
tém sido descritos para vérias espécies (DANTZGER et al., 2015; JAMAL et al., 2015; SINGH
et al., 2020; TELANG et al., 2003; THOMAS et al., 1995), e a implicacdo de proteases
extracelulares em processos patogénicos tem sido documentada em vérios casos
(ARMSTRONG, 2006; DUNAEVSKY et al., 2005; SANTOS; BRAGA-SILVA, 2012). Para
isso, foi proposto o uso de IPs de origem proteica para serem expressos por meio de
transgénicos para proteger plantas de pragas agricolas (DE LEO et al., 2002; GATEHOUSE et
al., 1993; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Hoje, a expressao de IPs por plantas geneticamente
modificadas € uma realidade no controle de herbivoros e parasitas de plantas (KHALF et al.,
2010; RAHBE et al, 2003; RIGLIETTI; RUGGIERO; CRECCHIO, 2008;
SENTHILKUMAR; CHENG; YEH, 2010). Portanto, essa protecdo adicional concedida a
plantas economicamente importantes tem um forte apelo da industria alimenticia, de

biocombustiveis, téxtil e de toda a cadeia produtiva que as envolve.
2. SERINO-PROTEASES E INIBIDORES DE PROTEASE VEGETAL

De acordo com o sistema de classificacdo enzimatica criado em 1956 (KNIGHT, 1962),
as serino-proteases (EC 3.4.21) pertencem a classe das hidrolases, uma subclasse de hidrolases
que atuam nas ligacOes peptidicas. O nome da familia deriva do residuo nucleofilico Ser no
sitio ativo da enzima, que ataca o grupo peptideo carbonila do substrato para formar um
intermediario tetraédrico acil-enzima (COX; NELSON, 2008; HEDSTROM, 2002). Ao final

da hidrdlise da ligacdo peptidica, o mecanismo de reacdo organica completo das serino-
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proteases envolve a triade catalitica composta por Ser, His e Asp (BLOW; BIRKTOFT;
HARTLEY, 1969; HENDERSON, 1971; MATTHEWS et al., 1967).

As serino-proteases sao as peptidases mais bem estudadas e sdo consideradas as
principais responsaveis pela digestdo de proteinas no intestino de importantes insetos-praga,
como os pertencentes as ordens Lepidoptera (DA SILVA JUNIOR et al., 2020; MERINO-
CABRERA et al., 2018; PILON et al., 2017b; ZHAO et al., 2019; ZHAO; EE, 2018) e
Coleoptera (ALARCON et al., 2002; MARSHALL et al., 2008; MOCHIZUKI, 1998). Neste
ponto, as enzimas das familias tripsina-/ike, quimotripsina-/ike e elastase-like se destacam como
principais representantes. Devido a esta importancia, varios inibidores de serina protease de

plantas tém sido descritos e caracterizados.

Os inibidores de proteases de origem proteica sdo classificados em 99 familias de acordo
com a homologia existente na sequéncia de aminodcidos de seus representantes, pelo menos na
unidade inibitéria. Também pode haver subfamilias quando h4 evidéncia de uma divergéncia
evolutiva muito antiga dentro da familia. Os IPs também sdo agrupados em clds, que
representam um grupo de inibidores em uma ou mais familias que mostram evidéncias de uma

relagcdo evolutiva de suas estruturas tercidrias semelhantes (RAWLINGS et al., 2018).

Nesse contexto, os inibidores de protease de planta (IPP) sdo geralmente pequenas
proteinas encontradas nos tecidos de armazenamento das plantas, como a raiz, mas também nas
folhas (DE LEO et al., 2002). Em sementes, tubérculos e outros tecidos de armazenamento de
plantas, os inibidores de tripsina representam cerca de 10% do conteudo total de proteinas
(MANDAL et al., 2002). Esses altos niveis de IPP estdo associados a resisténcia das plantas a
insetos e patogenos (DUNSE et al., 2010; KIM et al., 2009). Embora altos niveis de IPP sejam
frequentemente encontrados em Leguminosae, Solanaceae e Gramineae (BRZIN; KIDRIC,
1996; SIN; CHYE, 2004; XU et al., 2001), a expressdo desses IPP depende do estigio de
desenvolvimento da planta, tecido, presenca de estressores, € pode apresentar diferentes

isoformas em um mesmo tecido (SELS et al., 2008).

Duas familias de IP de plantas muito bem estudadas sao Kunitz e Bowman-Birk. Os
membros da familia Kunitz t€m em sua estrutura priméria alguns residuos conservados, como
os quatro residuos de cisteina que formam as duas ligagdes dissulfeto intracadeia (POUVREAU
et al., 2003), além de serem proteinas monoméricas contendo de 150 a 200 residuos de

aminoécidos e aproximadamente 20 kDa (NORIOKA et al., 1988). Cada molécula contém um
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sitio de ligacdo tnico que interage fortemente com a protease contra a qual o inibidor é

direcionado (SALIER, 1990).

Por outro lado, os IP de plantas Bowman-Birk sdo cadeias polipeptidicas de
aproximadamente 8 kDa que podem formar oligdmeros, variando de 54 a 133 residuos de
aminoacidos (BIRK 1985; KENNEDY 1998). Uma unidade basica Bowman-Birk contém uma
alta propor¢ao de residuos de cisteina e forma varias ligacdes dissulfeto intracadeia, levando a
uma conformacao rigidamente dobrada (LOSSO, 2008). A unidade monomérica contém duas
alcas de ligagdo com sitios reativos na enzima. Portanto, cada inibidor pode inibir até duas

proteases com diferentes especificidades inibitérias (QI; SONG; CHI, 2005).

Embora os IP de plantas sejam muito bem documentados como compostos defensivos,
os danos causados a insetos e patdgenos vao muito além de apenas diminuir a atividade das
proteases digestivas. Os mecanismos moleculares nao sao totalmente conhecidos, mas estudos
de metaboloma, transcriptoma, proteoma e histologia t€ém demonstrado diversos efeitos sobre
a fisiologia de insetos submetidos a IPP (BAYES et al., 2006; BOBBARALA, 2009; CINGEL
et al., 2017; QUILIS et al., 2007, 2014; RADANOVIC; ANAUATE, 2013; SABOTIC; KOS,
2012; SHAMSI et al., 2018; SHAO et al., 2016; VALUEVA; MOSOLOV, 2004).

3. CONTRIBUICOES DO NOSSO GRUPO DE PESQUISA

O uso de IPs como defensivos agricolas foi sugerido ja em 1947, quando Mikel and
Standish (1947) observaram que uma dieta a base de soja limitou o desenvolvimento de alguns
insetos. Apenas 25 anos depois, Green and Ryan (1972) demonstraram que danos as folhas de
beladona induzem a sintese de IP, sugerindo o papel protetor desse composto. Nas décadas
seguintes, a importancia econdmica e ambiental do desenvolvimento de estratégias alternativas
para o controle ecologicamente correto de pragas agricolas aumentou o interesse no
desenvolvimento de IP para esse fim. No entanto, os mecanismos bioquimicos envolvidos na

interacdo entre a fisiologia do inseto e os IPs ndo eram bem conhecidos.

Diante desse cendrio, nosso grupo de pesquisa se concentrou em compreender os
mecanismos bioquimicos envolvidos na intera¢io planta-praga do ponto de vista da bioquimica
e da biologia molecular, explorando técnicas de enzimologia, protedmica, metaboldomica e
transcriptomica. Para validar o mecanismo bioquimico de resposta da planta a insetos-praga
pela via da Lipoxigenase (figura 1), utilizamos como modelo a interagdo soja (Glycine max) e

lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis). A soja foi escolhida por sua importancia na producao
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agricola no Brasil, e A. gemmatalis foi escolhida porque, além de ser uma praga-chave da soja,
¢ um inseto de fécil reproducdo e bom rendimento de material biolégico para estudos
envolvendo andlises bioquimicas que requerem purificacdo e caracterizacdo das enzimas

envolvidas no inseto. processo de interagdo da planta.
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Figura 1. Via da lipoxigenase. O dano mecanico causado pela herbivoria ativa uma cascata de
mensageiros intracelulares e leva a formacao de 4cido jasmonico. Esse hormdnio vegetal ativa
fatores de transcricdio que terminam com a producdo de inibidores de proteases,
comprometendo a digestibilidade do inseto.

O estudo da interac@o planta-inseto requer uma compreensdo completa do artrépode e
da planta sob condi¢cdes devidamente controladas. Nesse sentido, a determinacdo do perfil
enzimdtico nos diferentes instares larvais de A. gemmatalis foi um passo importante para
determinar as proteases responsdveis pelo processo digestivo da lagarta ao longo de seu
desenvolvimento. Por isso, da Silva Junior et al. (2020) mostraram que o perfil proteolitico no
intestino de A. gemmatalis se altera durante o desenvolvimento larval, com predominancia da
atividade da cisteina protease no terceiro instar e da serina protease no quarto e quinto instares,
sugerindo modulacdo na expressdo génica acompanhada por diferentes demandas de nutrientes
ao longo deste estagio. Estudos anteriores envolvendo Lepidoptera focaram na fisiologia e

bioquimica do inseto apenas no quinto instar, pois este € o momento de maior voracidade da
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lagarta. No entanto, alguns estudos mostram alteracdes no perfil morfolégico no intestino de
alguns insetos durante o desenvolvimento (CHOUGULE et al., 2005; KIPGEN; AGGARWAL,
2014; ZHAO et al., 2019). Este conjunto de dados sugere que tanto cisteina quanto serina
proteases sdo alvos importantes para o desenvolvimento de IPs, visando comprometer o

desenvolvimento larval em diferentes instares.

Os insetos expressam um arsenal de isoformas para enzimas digestivas, tendo como
importante consequéncia a tentativa de contornar os efeitos negativos dos IPs (CRAVA et al.,
2013; KOTKAR et al., 2009; LOMATE; HIVRALE, 2011). Portanto, o conhecimento das
estruturas primdrias e tercidrias das proteinas € de fundamental importancia. Pensando nisso,
Silva-Junior et al. (2021) descreveram o perfil protedmico do intestino de A. gemmatalis,
mostrando um grande nimero de enzimas funcionais, suas sequéncias e modificacdes pos-
traducionais (PTM) por meio de técnicas protedmicas. A descri¢do de um perfil protedmico de
enzimas € um desafio devido as baixas concentracdes dessas hidrolases em relagdo a outras
proteinas abundantes presentes na amostra. No entanto, a conciliacdo de varias metodologias
protedmicas permitiu uma alta cobertura do proteoma intestinal da lagarta como mostra o fluxo
de trabalho na figura 2. Além disso, pesquisas do nosso grupo mostraram que as energias € 0s
pontos de interacdo entre enzimas e inibidores por docking molecular sdo importantes
informagdes para o projeto racional de IPs (DE ALMEIDA BARROS et al., 2021; MERINO-
CABRERA et al., 2019, 2020; SILVA-JUNIOR et al., 2021).
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Figura 2. O intestino extraido de Anticarsia gemmatalis foi fracionado com polietilenoglicol
para remocao de proteinas abundantes. O extrato bruto e o resultado da precipitacdo com PEG
foram submetidos a SDS-PAGE de curta duragdo. As proteinas presentes no gel foram
identificadas por espectrometria de massa.
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Um conhecimento mais profundo da cinética enzimética das proteases digestivas de A.
gemmatalis permite uma melhor compreensao dos centros ativos, dos mecanismos de reacdo
dessas enzimas e dos IPs que precisam ser aplicados como inibidores do complexo arsenal de
proteases digestivas do inseto. Nesse sentido, tripsinas ligadas a membrana intestinal da lagarta
da soja foram parcialmente purificadas e identificadas por espectrometria de massa (REIS et
al., 2012). Além disso, nosso grupo de pesquisa também avaliou a contribui¢do de bactérias
endossimbidticas na producdo de enzimas proteoliticas no intestino de A. gemmatalis (PILON
et al., 2013). As principais tripsinas desses isolados bacterianos foram purificadas e
caracterizadas cineticamente (PILON et al., 2017b) e esse conjunto de dados permitiu inferir

que bactérias endossimbiontes sintetizam tripsina, contribuindo para a digestibilidade do inseto.

Esses trabalhos desenvolvidos por nosso grupo trouxeram um olhar para o inseto e sua
enzimologia intestinal de A. gemmatalis em condi¢Oes normais, ou seja, livre de tratamentos
com IP. No entanto, o desenvolvimento de IPs, peptideos ou miméticos de peptideos organicos
com atividade inibitdria requer uma compreensiao completa do complexo enzima-inibidor. Os
estudos de cinética de inibicdo sdo ferramentas para a compreensdo do sistema enzimatico
multimecanistico. Assim, realizamos a caracterizacao cinética da inibi¢do das tripsina-/ike do
inseto contra IP natural de soja (SKTI e SBBI) e IP sintético (Benzamidina e Berenil) para
entender a inibi¢do do ponto de vista da estrutura/func¢ao fisiolégica (PATARROYO-VARGAS
et al., 2020; SILVA-JUNIOR; OLIVEIRA, 2021). Nosso estudo mostrou, pela primeira vez, a
adaptacdo de enzimas do tripsina-/ike no intestino de A. gemmatalis contra diferentes inibidores.
O efeito do IP também foi evidenciado quando a lagarta foi desafiada com Benzamidina
(PILON et al., 2018), Berenil (MOREIRA et al., 2011; PAIXAO et al., 2013), peptideos
sintéticos (DE ALMEIDA BARROS et al., 2021; DE OLIVEIRA et al., 2020; PATARROYO-
VARGAS et al., 2018), SKTI, SBBI (MENDONCA et al., 2020), ILTI e ApTI (MERINO-
CABRERA et al., 2020).

Se por um lado, o estudo aprofundado do inseto-praga € importante, € necessario
entender a fisiologia da planta alvo e seus sistemas de resposta ao herbivoro. Com isso em
mente, realizamos ensaios biolégicos associados a andlise do metaboloma em dois genotipos
de soja contrastando a resisténcia a herbivoria em resposta a A. gemmatalis (GOMEZ et al.,
2018). Essa abordagem permitiu mostrar perfis de flavonoides do extrato de folhas de soja e
identificar de forma eficiente alguns novos compostos relacionados a resisténcia. Com os perfis
metabolicos, foi possivel reconstruir as vias biossintéticas dos flavonoides, revelando

flavonoides glicoconjugados regulados positivamente no gendtipo de soja resistente. Essas
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diferencas de abundancia entre os gendtipos sugerem que eles lidam com a resisténcia a
herbivoria nessas variedades e abrem as portas para um vasto campo de investigacdo visando
aumentar a resisténcia da soja contra insetos. Ainda na perspectiva de como a planta percebe e
reage aos danos causados pelo herbivoro, mostramos que a resposta aos flavonoides também
ocorre quando a planta sofre danos mecanicos artificiais (J UNIOR et al., 2021). Além disso, a
delecdo de genes em sementes de soja que codificam proteinas importantes para a defesa da
planta, como a enzima lipoxigenase e [P SKTI, ndo interfere na capacidade da planta de
responder a feridas pela via da lipoxigenase (DA SILVA FORTUNATO et al., 2007). Esses
resultados t€m apelo industrial e prético, pois essas proteinas sdo indesejaveis na semente, mas

fundamentais na defesa da planta contra pragas agricolas.

Dada a realidade das mudancas climaticas, € importante prever como a interacao planta-
inseto responde as variagdes ambientais. Faustino et al. (2021b) mostraram que a soja
submetida a seca reduz a herbivoria e a sobrevivéncia de A. gemmatalis. O grupo se baseou na
expressdo génica, cinética enzimdtica e andlise metaboldomica para concluir que o sinal de seca

por si sO ndo € suficiente para promover o aumento da resisténcia ao ataque de insetos.

Esses resultados gerados pelo nosso grupo de pesquisa na ultima década permitiram
identificar as enzimas alvo e mapear os sitios ativos, permitindo o desenvolvimento de potentes
IPs peptidicos a serem pulverizados, usados como modelos para producdo de peptideos
miméticos, ou mesmo como modelo para transgénicos no controle de pragas agricolas.
Desenvolvemos inibidores de proteinas promissores para o controle de pragas agricolas. Parte

dessas contribui¢des estdo compiladas didaticamente na Figura 3.
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Figura 3. Algumas pesquisas realizadas em nosso grupo caracterizam-se pelo estudo da
interacdo inseto-planta. A Anticarsia gemmatalis e a soja sdo os principais modelos de estudo
de nossos trabalhos. Em insetos-praga, a atividade de enzimas do sistema digestorio de lagartas
foi avaliada e caracterizada. A atividade de proteases foi determinada em extratos brutos do
intestino e em amostras enriquecidas como isoformas de tripsina de purifica¢io por afinidade,
bem como eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massa (1). Paralelamente,
uma via metabdlica de defesa foi avaliada nas plantas hospedeiras desses insetos praga, que €
a via da lipoxigenase, que ativa a expressao de inibidores de protease, bem como a purificacao
e andlise de estabilidade desses inibidores (2). A partir dos resultados de varios estudos de
interacdo inseto-planta, passamos a avaliar a interacdo de inibidores de proteinas e tripsinas
através de estudos in silico (modelagem de proteinas, docking proteina-proteina e simulacoes
por dindmica molecular) que permitem prever o efeito inibitdrio e sua capacidade da ligacao da
tripsina complementando o estudo experimental (in vitro e in vivo) (3). A partir desses estudos
e andlises de uma regido conhecida como interface (sitio de interacdo proteina-proteina) varios
peptideos (depdsitos de patentes) foram propostos com aplicacdo de bioinseticidas em
Anticarsia gemmatalis e Spodoptera cosmioides (4) corroborados por testes in vitro € in vivo

).

4. CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacio agricola ex-vivo de inibidores de protease ainda € limitada devido ao grande
tamanho molecular, o que os torna instdveis no ambiente. Acreditamos que peptideos de
andaime menores projetados de acordo com o sitio ativo de importantes proteases digestivas e
dominios reativos de inibidores de proteases podem superar esse gargalo. Além disso, novos
peptideos projetados tém uma vantagem sobre IPs vegetais que ndo estdo co-evoluindo com

insetos, o que pode evitar adaptacdes.

Para neutralizar o complexo conjunto de proteases que 0s insetos possuem em Seu

intestino médio, expd-los a IPs para diferentes classes de proteases poderia superar os
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mecanismos adaptativos de forma mais eficiente. Apesar de todos os gargalos, os IPs podem
ser Uteis no manejo integrado de pragas como uma abordagem alternativa/complementar se bem

explorados.
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Perfil de proteases intestinais de Anticarsia gemmatalis e sua ligacao a inibidores

RESUMO

Embora a importancia das hidrolases intestinais seja reconhecida, hd pouca informacao sobre o
proteoma intestinal de lepidépteras como Anticarsia gemmatalis. Assim, realizamos a anélise
protedmica do intestino de A. gemmatalis para caracterizar as proteases por LC/MS.
Examinamos as interacdes de proteinas identificadas com inibidores de protease (IP) usando
docking molecular. Encontramos 54 unigenes expressos para protease intestinal, sugerindo
multiplas isoformas importantes. O arsenal hidrolitico apresentado permite uma compreensao
mais abrangente da alimentacdo de insetos. A andlise de docking mostrou que o IP de soja
(SKTI) pode se ligar eficientemente as sequéncias de tripsina e, portanto, a resisténcia do inseto
nio parece envolver a alteracdo das sequéncias do sitio de ligacdo do IP. Além disso, um
SERPIN (inibidor de serino protease) foi identificada e a andlise de interacdo mostrou que o
sitio de ligacdo do inibidor estd em contato com o sitio catalitico da tripsina, possivelmente
atuando como regulador. Além disso, esta SERPIN e as sequéncias de IP identificadas podem
ser alvos para o controle da atividade proteolitica no intestino da lagarta e servir de suporte para
o desenho racional de uma molécula com maior estabilidade, menos propensa a clivagem por
proteases e vidvel para o controle de pragas de insetos, como A. gemmatalis.

Palavras-chave: controle de pragas, docking molecular, hidrolase intestinal, inibidor de

protease, perfil LC/MS, protedmica.
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Intestinal proteases profiling from Anticarsia gemmatalis and their binding to inhibitors

ABSTRACT

Although the importance of intestinal hydrolases is recognized, there is little information on the
intestinal proteome of lepidopterans such as Anticarsia gemmatalis. Thus, we carried out the
proteomic analysis of the A. gemmatalis intestine in order to characterize the proteases by
LC/MS. We examined the interactions of proteins identified with protease inhibitors (PI) using
molecular docking. We found 54 expressed unigens for intestinal protease, suggesting multiple
important isoforms. The hydrolytic arsenal featured allows for a more comprehensive
understanding of insect feeding. The docking analysis showed that the soybean PI (SKTI) could
bind efficiently with the trypsin sequences and, therefore, insect resistance does not seem to
involve changing the sequences of the PI binding site. In addition, a SERPIN (serine protease
inhibitors) was identified and the interaction analysis showed the inhibitor binding site is in
contact with the catalytic site of trypsin, possibly acting as a regulator. In addition, this SERPIN
and the identified PI sequences can be targets for the control of proteolytic activity in the
caterpillar intestine and serve as a support for the rational design of a molecule with greater
stability, less prone to cleavage by proteases and viable for the control of insect pests such as

A. gemmatalis.

Key words: intestinal hydrolase, LC/MS profile, molecular docking, pest control, protease

inhibitor, proteomics.
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1. INTRODUCAO

Insetos da ordem Lepidoptera estdo entre os que mais afetam negativamente a
produtividade agricola no mundo (LI et al., 2020; ROMANAZZI et al., 2020). A lagarta da
soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae), € a principal praga desfolhadora
da soja (Glycine max (L.) Merrill, Fabaceae), causando severos danos nas fases reprodutiva e
vegetativa da planta (DE CASTRO et al., 2013; LIMA et al., 2020a; WALKER et al., 2000).

Diante desse desafio, o controle de pragas agricolas tem se concentrado no uso de
inseticidas sintéticos nas ultimas décadas (BADRAN et al., 2016; BEL et al., 2019). No entanto,
seu uso excessivo e indiscriminado trouxe diversos problemas ambientais, contaminando as
dguas subterraneas e comprometendo a cadeia alimentar com consequéncias para a sauide
humana (CAMPOS et al., 2019; PARDO—LC)PEZ; SOBERON ; BRAVO, 2013; SOUSA et al.,
2020). Além da toxicidade desses agrotoxicos para individuos nao-alvo, insetos-praga
resistentes tém sido selecionados, chamando a atencdo para a busca urgente de alternativas de
controle (COELHO et al., 2020; TAVARES et al., 2010). Os programas de Manejo Integrado
de Pragas (MIP) surgiram nesse contexto para reduzir o uso de agroquimicos sintéticos e os
danos ambientais causados por eles (PANIZZI, 2013).

Mais recentemente, bioinseticidas como a toxina Bacillus thuringiensis (Bt) (BADRAN
et al., 2016; BEL et al., 2019), metabdlitos secundéarios (fitoquimicos) (GOMEZ et al., 2018;
GOMEZ et al., 2020; LOURENCO et al., 2018) e inibidores de protease (IP) especificos para
pragas-alvo tém ganhado destaque como alternativas no controle de insetos, minimizando
efeitos toxicos em outros animais € no meio ambiente (DA SILVA JUNIOR et al., 2020;
MERINO-CABRERA et al., 2018; PILON et al., 2017). Os IPs sdo produzidos naturalmente
como estratégia de resposta para as plantas, desenvolvidos ao longo do processo evolutivo
(COTABARREN et al., 2020; SINGH et al., 2020). Quando a planta é submetida a herbivoria,
sua maquinaria de resposta leva a produgdo de IP pela via da lipoxigenase (FEUSSNER;
WASTERNACK, 2002; GARDNER, 1991; LIMA DE CARVALHO et al., 1999; RYAN,
1990; THAKUR; UDAYASHANKAR, 2019), levando a formag¢ao do 4cido jasmodnico. Esse
horménio vegetal ativa genes responsdveis pela producao de IP, que pode ocorrer local ou
sistemicamente. Ao atingir o intestino do inseto, os IPs se ligam a proteases especificas e
comprometem a digestibilidade do inseto, reduzindo a absor¢cdo de aminodcidos essenciais da
dieta. Consequentemente, o equilibrio nutricional prejudicado afeta o desenvolvimento do

inseto, o que pode levar a morte (DE OLIVEIRA et al., 2019).
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Os inibidores endégenos de serino-proteases sdo amplamente encontrados em tecidos
animais. As SERPINs formam uma grande classe de inibidores de proteases, sendo
principalmente intracelulares e sofrendo uma mudanca Unica na forma quando inibem as
proteases alvo (SANRATTANA; MAAS; DE MAAT, 2019). Em animais, esses IPs regulam
processos como coagulacdo, inflamacdo e imunidade (LUCAS et al., 2018). Até agora, as
SERPINs de artrépodes conhecidas estdo envolvidas na imunidade dos insetos (ABRAHAM et
al., 2005). No entanto, alguns inibidores de insetos SERPIN podem se ligar a enzimas
hidroliticas e bloquear o acesso do substrato a regido do centro ativo (TOUBARRO et al., 2013).
Portanto, essas moléculas podem ser alvo de estudos moleculares como uma nova alternativa
no controle de pragas.

Os insetos expressam multiplas isoformas de importantes enzimas digestivas. Essa
redundancia funcional visa contornar o efeito toxico dos IPs da planta (LOMATE; HIVRALE,
2011), além de ter um papel importante na adaptacdo do inseto a variacdo protéica da dieta
(CRAVA et al.,, 2013; KOTKAR et al., 2009). Nesse sentido, conhecer quais isoformas de
proteases estdo presentes no intestino do inseto praga € fundamental para que IPs eficientes
possam ser propostos racionalmente. Portanto, este trabalho teve como objetivo identificar e

descrever as proteases do intestino de A. gemmatalis.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos e preparacdo da dieta artificial

As lagartas de A. gemmatalis foram obtidas do Laboratério de Insetos do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, Minas
Gerais, Brasil e mantidas sob condi¢des controladas de 25 + 2 °C de temperatura, 70 + 10% de
umidade relativa e fotofase de 12 h. As lagartas foram alimentadas ap6s a eclosdao dos ovos até
atingirem o quinto instar de desenvolvimento larval em uma dieta artificial composta por 15,6 g
de levedura de cerveja, 25 g de gérmen de trigo, 31,2 g de feijao, 25 g de proteina de soja, 12,5 g
de caseina, 2,5 mL de solugdo de vitaminas (1,2% acido ascérbico, 0,03% pantotenato de cdlcio,
0,015% niacina, 0,008%, riboflavina, 0,004% tiamina e 0,004% HCI) e 10 g de 4gar (GREENE;
LEPPLA; DICKERSON, 1976).

2.2. Extracdo de proteina do intestino da lagarta e quantificagcdo

Os intestinos de lagartas no quinto instar foram dissecadas e colocadas em 1 mL de
solucdo de 4cido cloridrico 107 M a 4 °C, sempre mantendo a propor¢do de cinco intestinos
por 1 mL de solugdo. A lise celular foi realizada para obter o extrato proteico contendo as
enzimas protoliticas resultantes de trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento, seguido de maceracdo em TissueLyser II (Qiagen). O extrato foi
centrifugado a 10000 g por 30 min a 4 °C, e os pellets foram descartados. Os sobrenadantes

contendo o material solivel foram separados e armazenados a -20 °C.

2.3. Fracionamento de PEG

Parte do extrato bruto do intestino de lagartas no quinto instar foi fracionado com
polietilenoglicol (PEG) para separacio das proteinas de baixa e alta abundéncia antes da andlise
de 1DE-LC/MS (Figura 1). Para isso, foram adicionados 10 mL do extrato bruto em 10 mL de
solug@o aquosa de PEG4000 a 30%. A soluc¢do foi misturada em vortex por 30 s, mantida em
gelo por 30 min e centrifugada a 3200 g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante, contendo proteinas
de baixa abundancia, foi coletado e armazenado a -20 °C até andlise posterior. O pellet foi
ressuspenso com 10 mL de 4cido tricloroacético a 20% (TCA). Posteriormente, foi centrifugado
a 6000 g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante foi armazenado e o pellet foi ressuspendido e
lavado por dois ciclos com 80% de acetona em gelo e centrifugado a 6000 g por 10 min a 4 °C.

Por fim, o pellet foi lavado com etanol 70% e seco a temperatura ambiente. As diferentes
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fracOes foram usadas em corridas eletroforéticas. As concentragdes de proteinas das amostras
de extrato bruto e precipitacio com PEG foram quantificadas pelo ensaio de Bradford (1976).
Uma curva padrdo foi preparada com concentragdes crescentes de albumina sérica bovina

(BSA) entre 0 e 15 ug pL".
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Figura 1. Workflow mostrando a estratégia utilizada para caracteriza¢do do proteoma intestinal
dos cartepilares por IDE-LC/MS. Os géis contendo amostras de extrato bruto e tratados com
PEG. As regides de gel coradas foram excisadas e agrupadas em trés, constituindo uma
repeticdo. Cada repeticdo foi digerida separadamente e os peptideos tripticos identificados por
LC-MS/MS.

2.4. Géis short-run

Proteinas de baixa e alta abundincia foram aplicadas nos géis de poliacrilamida
unidimensional (1DE) antes da digestdo triptica (Figura 1). A eletroforese foi realizada em
condicdes desnaturantes de acordo com o método de Laemmli (1970). O gel de separagdo
utilizado tinha 1,5 mm de espessura e tinha uma concentragdo de 10% de poliacrilamida
tamponada em Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. Cada canal recebeu 50 pg de proteinas totais, oriundas
de amostras previamente fervidas com tampdo de amostra composto por Tris-HCI 277,8 mM,
pH 6.8, glicerol 44,4% e SDS 4,4%. A corrida eletroforética ocorreu a 200 V até que as
proteinas entrassem 1,0 cm no gel de separacdo e a corrida foi interrompida. O gel foi fixado
em solucdo aquosa de metanol 10% e acido acético 5% por 2 h com agitacdo. A coloracdo foi

realizada na solucdo de coomassie G250 por 48 h.
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2.5. Digestdo em gel e espectrometria de massa para identificacdo de proteases

As regides dos géis contendo proteinas foram excisadas e procedeu-se as etapas de
digestdo triptica, conforme mostrado na Figura 1. As fatias do gel extirpado foram descoloridas
em bicarbonato de amo6nio 50 mM e metanol 50% (v/v), seguido de adi¢do de acetonitrila para
desidratacdo. As proteinas foram entdo reduzidas pela adicdo de 200 mM de solucdo de
ditiotreitol (DTT) em 100 mM de bicarbonato de amdnio por 30 min de incubagdo a 56 °C,
seguido de alquilacdo com 200 mM de solucdo de iodoacetamida contendo 100 mM de
bicarbonato de amonio por 30 min em ambiente temperatura. Os pedacos de gel contendo
proteinas foram lavados com solug¢do de bicarbonato de amoénio 100 mM, desidratados com
acetonitrila e secos por centrifugacdo a vacuo. Os géis foram reidratados usando solugdo de
digestdo com tripsina durante a noite (20 h) a 37 °C. Os peptideos digeridos foram extraidos
usando um tampao de extracdo (50% de acetonitrila, 5% de acidos férmicos) e secos usando
centrifugacdo a vicuo. As amostras foram dessalinizadas usando C18 ZipTips (Millipore) e
secas por centrifugacdo a vicuo.

Os peptideos foram dissolvidos em 20 pL de acido férmico a 0,1% e analisados usando
um sistema UPLC nanoAcquity (Waters) equipado com uma armadilha (nanoAcquity UPLC
2G-V/MTrap 5 pm Symmetry C18 180 um x 20 mm) e uma coluna analitica (nanoAcquity
UPLC 1,7 um BEH130 100 um x 100 mm) operando a uma vazdo de 0,3 uL min™'. O solvente
utilizado foi: (A) dcido férmico 0,1% em 4gua e (B) dcido férmico 0,1% em acetonitrila em um
gradiente de tempo/%B: 0/2; 1/2; 300/30; 305/85; 310/85; 315/2; 320/2. Os peptideos eluidos
foram injetados automaticamente em um espectrometro de massa Q-ToF MAXIS 3G (Bruker
Daltonics) usando uma agulha de ionizacfio nanoESI (CaptiveSpray), gés seco 3 L min!, a 150
°C, 2.000 V.

A varredura dos fons do espectrometro de massas foi realizada entre 300 e 1.500 m/z no
modo positivo, e os dados foram adquiridos através de andlise por cromatografia liquida-
espectrometria de massas (LC-MS/MS). O espectrometro de massa operou no modo auto-MSn.
A aquisicao dos dados do instrumento LC/MS foi controlada usando o software Hystar (Bruker
Daltonics) e os espectros foram processados com o software Data Analysis (Bruker) usando as
configuracOes padrdo para protedmica. Os espectros foram analisados pelo programa PEAKS
7.0 com licenca de cliente local, conectado a um servidor remoto para identificacdo de
proteinas. Os parametros utilizados no programa foram: um banco de dados de ESTs traduzidos
do intestino médio de A. gemmatalis, contendo contigs de DNA de sequéncias de RNA

transcritas (www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/308354); oxidacdo de metionina como uma
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modificacdo varidvel da carbamidometilacdo de cisteina como uma modificacdo fixa; uma
clivagem perdida, estados de carga de 2%, 3* ¢ 4*; enzima de clivagem tripsina-like e um erro
de massa de 50 ppm. Para identificacdo de proteinas, consideramos uma taxa de falsa descoberta

(FDR) inferior a 1,0%, juntamente com pelo menos trés peptideos tinicos.

2.6. Anotagdo funcional da proteina identificada

A lista filtrada de ORFs identificadas por LC/MS do banco de dados de ESTs de A.
gemmatalis foi exportada do pacote Peaks como um arquivo fasta e usada como entrada para
uma pesquisa de homologia contra o banco de dados de genes Bombyx mori. As sequéncias de
DNA exportadas foram alinhadas usando a ferramenta blastn do Lepbase (o banco de dados do
genoma de lepidopteros, http://blast.lepbase.org/) usando parametros de pesquisa padrdo.
Selecionamos todos os genes que codificam para hidrolase e IP. Posteriormente, as saidas que
obtiveram maior pontuacido foram peneiradas manualmente para garantir melhor precisdo e
cancelar redundancias nas identificacdes. Os nomes e classificacdes funcionais das proteinas

homdlogas descritas para B. mori foram extraidos de UniProt e Lepbase.

2.7. Alinhamento de miiltiplas sequéncias e reconstrugao filogenética

Para explorar a diversidade de sequéncias e analisar a variabilidade de sequéncias,
especialmente para tripsina ativa e regulatdria, os limites de consenso do dominio central de
tripsina nas sequéncias, incluidas nas andlises filogenéticas, foram determinados a partir de
sequéncias completas identificadas na parte anterior. Para isso, foram combinadas as saidas do
Pfam (FINN et al., 2016) e do ScanProsite (DE CASTRO et al., 2006) ferramentas de busca de
previsao de dominio de proteina. As sequéncias de residuo de aminoécidos de tripsina foram
alinhadas com a estrutura tridimensional resolvida usando PROMALS3D (PEI; KIM;
GRISHIN, 2008), um programa de alinhamento de sequéncia miultipla que incorpora
informacdes estruturais para melhorar a precisdo do alinhamento.

A reconstrucdo filogenética implementada para a andlise de vdrias tripsinas de A.
gemmatalis foi realizada pelo PhyML, um programa baseado em maxima verossimilhanca
(ML) que otimiza uma arvore de juncao de vizinhos de sementes usando um algoritmo simples
de escalada, implementado no servidor Phylogeny.fr
(http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/alacarte.cgi) (DEREEPER et al., 2010). A arvore de
proteinas foi visualizada e otimizada com a ferramenta TreeDyn também implementada no

servidor Phylogeny para web. O programa ConSurf (LIMA et al., 2020a) foi empregado para
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estimar a conservacdo de residuos de aminodcidos de tripsina de A. gemmatalis. Para este
propdsito, a saida de alinhamento de multiplas sequéncias de todas as sequéncias de
aminodcidos homdlogas de tripsina analisadas neste estudo foi usada como entrada para o
programa para projetar os graus de conservacdo de residuos na estrutura tridimensional

conhecida da tripsina A. gemmatalis 2 (XM_004928940.1).

2.8. Modelagem e docking molecular

Além das hidrolases identificadas pela andlise do proteoma intestinal de A. gemmatalis,
foi identificado um inibidor de serino-protease (SERPIN) e seu potencial de inibicdo de
tripsinas foi avaliado por meio de andlise de interacdo usando modelagem proteica e docking
molecular. O Inibidor de Tripsina Soybean Kunitz (SKTI) foi usado como proteina de controle
para comparar a forca e o tipo de interacdo da SERPIN enddgena. As estruturas tridimensionais
foram previstas para as 13 sequéncias tripsina-like e as duas proteinas inibidoras (SERPIN e
SKTI) usando o servidor Phyre2 (KELLEY et al., 2015). Esta técnica tem aproximadamente
80% de precisao se o backbone estiver correto (KELLEY et al., 2015). A qualidade dos modelos
foi medida pela avaliagdo da geometria e estereoquimica, distribuicdo de energia e outras
caracteristicas dos modelos 3D usando o pacote de andlise PRoSA (Protein Structucture
Analysis) do servidor web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/ prosa.php) e analisar
Ramachandran Plot.

O encaixe entre tripsinas e inibidores foi realizado por meio do programa CLUSPRO
(KOZAKOV et al., 2013, 2017), ficando no total de 26 sistemas ancorados. O modo de ligacdo
entre inibidores e proteinas foi visualizado e analisado usando o programa PyMOL (Sistema de
Graficos Moleculares, Versdao 2.0 Schrodinger, LLC). A conservacdo de aminodcidos de
inibidores envolvidos em potenciais interacdes com as tripsinas foi realizada utilizando o

servidor WebLogo (CROOKS et al., 2004).

3. RESULTADOS

3.1. Tratamento de amostras, SDS-PAGE e identificacdo

Foi possivel verificar diferenca nos padrdes protéicos entre o extrato bruto (A) e apds a
precipitacdo com PEG (B) (Figura 2), mostrando que o tratamento da amostra com PEG foi

eficiente. Além disso, a eficiéncia do fracionamento do PEG também pode ser verificada nos
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cromatogramas (Figura 3). Os cromatogramas obtidos para as amostras de extrato bruto (Figura

3A) e precipitadas com PEG (Figura 3B) apresentaram perfis diferentes.

Crude extract MW Crude extract

PEG fractionation MW PEG fractionation
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 2. Andlise de proteinas por uma estratégia SDS-PAGE de curto prazo de intestinos de
Anticarsia gemmatalis. Na canaleta 5, padrdo de peso molecular. Nas canaletas 1-4 e 6-10,
proteinas do extrato bruto (A) e fracionamento com PEG (B).
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Figura 3. Cromatogramas de fons totais (TIC) obtidos da plataforma LC-MS/MS de amostras
complexas de extrato bruto (A) e apds fracionamento com PEG (B).

A analise de ambas as amostras foi realizada separadamente por LC/MS, que revelou
um total de 572 ORFs usando transcritos de A. gemmatalis como referéncia. Quando comparado
ao banco Bombyx mori, foram identificadas 219 proteinas homoélogas ndao redundantes.
Dezessete e cinco isoformas foram identificadas para tripsina e quimotripsina, respectivamente
(Tabela 1). Identificamos 43 serino-proteases (EC 3.4.12 e 3.4.16), correspondendo a 79% das
proteases identificadas e caracterizadas. Ao todo, identificamos 98 hidrolases (EC 3), 6 IP e 13
proteinas ndo caracterizadas (Figura 4). Das 98 hidrolases identificadas, 54 correspondem a

peptidases (EC 3.4).
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Number of hydrolases identified

Serine endopeptidases I 33
Glycosidases I - |
uncharacterized N (3
Carboxylic-ester hydrolases | | >
Aminopeptidases I ¢
Protease inhibitors I ¢
Serine-type carboxypeptidases [l 5
Ether hydrolases 1l 3
Metalloendopeptidases 1l
Thioester hydrolases N |
Endodeoxyribonucleases W |
Phosphoric-monoester hydrolases M |
Phosphoric-diester hydrolases W |
Dipeptidyl-peptidases and tripeptidyl-peptidases N |
Metallocarboxypeptidases M |
Omega peptidases M |
Hydrolases acting in cyclic amidines W |
Hydrolases acting in nitriles W |
Hydrolases acting in ketonic substances M |
Hydrolases acting on phosphorous-nitrogen bonds M |

Figura 4. Classificacao funcional das hidrolases identificadas por LC/MS de acordo com EC
(classificacdo enzimatica) em nivel de subclasse.

Além de agrupar as hidrolases em suas respectivas subclasses, também classificamos as
proteinas identificadas com fun¢@o conhecida em 5 func¢des, com base na Gene Ontology (GO).
Aqueles com funcdo celular desconhecida corresponderam a 11%. A partir dessa classificacdo
funcional, observamos que 31% das proteinas identificadas estdo relacionadas a processos
metabdlicos e de sinalizagdo celular (Figura 5), como proteinas ribossomicas, sinalizagdo de
membrana e envolvidas na respiragdo celular. As enzimas secretadas constituiram a fatia mais
expressiva das proteinas identificadas (53%). As proteinas transmembranares representaram
2% das 1dentificacOes e contém isoformas de serino-proteases que contribuem substancialmente
para a atividade proteolitica total no intestino da lagarta que é o foco principal deste trabalho.

As proteinas estruturais e de reserva representaram 1% das identificadas (Figura 5).
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Functional classification
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u Storage proteins
Cellular structural component
® Transmembrane protein
® Unknown
m Secreted enzyme function

® Metabolic process

Figura 5. Classificagdo ontoldgica e funcional das enzimas identificadas no intestino de
Anticarsia gemmatalis.

3.2. Multiplas sequéncias de alinhamento e reconstrugao filogenética

Como a maior porcentagem de proteinas identificadas foi representada por serina
endopeptidases (34,5%), e desse grupo de proteinas todas eram enzimas tripsina-/ike, elas foram
escolhidas para posterior andlise estrutural por sua alta expressdo no intestino de A. gemmatalis
e possivel alvos de inibicao.

Para a visualizacao dos resultados foi utilizada apenas uma tripsina (NM_001043572.1),
mas todas as andlises foram feitas em todas as 13 sequéncias identificadas.

Nossa inspecao da sequéncia multipla e alinhamento de estrutura usando Promals3D
com 13 tripsinas de inseto A. gemmatalis mostrou os residuos invariantes da triade catalitica do
sitio ativo (Figura 6). A primeira linha de cada bloco (Figura 6) mostra os indices de
conservagao para posi¢des com indice de conservacao acima de 4, quando 9 € o valor maximo.
Os indices de conservacdo pelos residuos cataliticos foram 6, 9 e 8 pelo His, Asp e Ser,
respectivamente. A estrutura secunddria prevista por Asp e Ser por consenso foi a fita Beta (e),

e His faz parte de uma alfa-hélice (h) (Figura 6).
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Figura 6. Alinhamentos multiplo das 13 sequéncias da sequéncia de Anticarsia gemmatalis e
Bombyx mori de acordo com a estrutura secunddria utilizando o servidor Promals3D
(http://prodata.swmed.edu/promals/promals.php). As letras em negrito mostram as alteracdes

de aminoacidos.

Para examinar as relacdes entre as proteinas tripsina identificadas no intestino de A.

gemmatalis e tripsina de B. mori, 14 sequéncias foram alinhadas e usadas para construir uma
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filogenia (Figura 7A). A andlise filogenética revelou que essas sequéncias agruparam-se em
clados distintos separados com alto suporte bootstrap (acima de 0,7) (Figura 7A). No geral, o
alinhamento da sequéncia de A. gemmatalis exibe vérios residuos de aminodcidos altamente
conservados, como mostrado na andlise de consurf (Figura 7B). O grau de conservacdo dos trés
aminodcidos cataliticamente importantes ¢ mostrado na estrutura tridimensional prevista da

tripsina de A. gemmatalis (Figura 7B) onde eles parecem estar na regido mais conservada.

(A)

1 NM_001043361.1_serino_5_A._gemmatalis
{r— NM_001043438.1_serino_6_A._gemmatalis
0.8 XM_012692038.1_serino_7_A._gemmatalis

1 — XM_004928940.1_serino_2_A._gemmatalis

0.93 XM_004928924.2_serino_4_A._gemmatalis
NM_001043572.1_serino_1_A._gemmatalis

XM_012695247.1_serino_13_A._gemmatalis

XM_004925896.2_serino_3_A._gemmatalis

XM_004927083.2_serino_8_A._gemmatalis

l— XM_004929468.2_serino_11_A._gemmatalis
XM_004931319.2_serino_9_A._gemmatalis

0.92

Bombyx-mori
0.99 XM_004929985.2_serino_12_A._gemmatalis
XM_004929983.2_serino_10_A._gemmatalis

0.7

0.7

(B)

Figura 7. A. Arvore filogenética: uma drvore de inferéncia bayesiana nio enraizada construida
a partir do alinhamento das sequéncias de aminoacidos apresentadas na Figura 6. B. Estrutura
tercidria da tripsina de A. gemmatalis 1 identificada neste estudo (NM_001043572.1).
Visualizacdo grafica da proteina codificada por cores por pontuagdo de conservacio, onde a
regido em vermelho corresponde a regido mais conservada. A tripsina é representada como um
desenho animado. Os trés residuos de aminodcidos conservados (His, Asp e Ser) estdo
indicados em bastdes. Apenas uma (NM_001043572.1) das estruturas de tripsina € usada para
visualizagdo como modelo de consenso das 13 sequéncias identificadas, mas todas as anélises
foram realizadas para todas as sequéncias.
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3.3. Previsdo da estrutura tercidria e avaliacao dos modelos

A modelagem tridimensional de todas (13 sequéncias) tripsinas de A. gemmatalis foi
estimada pelo Protein Homology/analogY Recognition Engine 2.0 (PHYRE2) (Figuras 8A e
8B). PHYRE?2 usa correspondéncia de perfil-perfil e estrutura secunddria para a previsao da
estrutura tercidria. Este servidor também usa o alinhamento de modelos ocultos de Markov via
HHsearch (SODING, 2005; SODING; BIEGERT; LUPAS, 2005) para melhorar
significativamente a precisdo do alinhamento e a taxa de detec¢do. Os modelos das tripsinas
por PHYRE2 foram previstos com 100% de confianga e identidade acima de 30% (Tabela S1).

A primeira validagdo da qualidade estereoquimica foi realizada usando a andlise do
grafico de Ramachandran computada com PROCHECK verificando residuo por residuo das
estruturas proteicas. A analise mostrou que os residuos de tripsinas de A. gemmatalis na regiao
mais favorecida adicionados a regido permitida estavam acima de 95% e a regido outlier estava
entre 3,7 e 1,9% (Tabela S1). O gréfico revelou que a estrutura tercidria de todas as tripsinas
possui uma boa estereoquimica de cadeias.

A energia de interacdo por residuo também foi calculada pelo programa PROSA. O
PROSA Z-Score mostra a qualidade geral do modelo. A anélise global das tripsinas modelo
com PROSA mostrou um Z-Score entre -2,51 a -6,19 (Tabela S1), ndo mostrando desvio

significativo das estruturas nativas tipicas de tamanho semelhante ao modelo.

3.4. Docking proteina-proteina

Para examinar as interacdes entre as tripsinas e os inibidores de proteinas (SERPIN e
SKTI), estudos computacionais foram realizados usando o servidor de docking online ClusPro
(KOZAKOV et al., 2017) para identificar potenciais sitios de interag@o nas proteinas. Para cada
encaixe, o software produziu os 10 principais modelos de ligacio. O melhor modelo foi
escolhido de acordo com os resultados das andlises de validacdo PROSA, Ramachandran,
Verify3D, WHATCHECK e a pontuagao ponderada dada pelo ClusPro (Tabela S1). Apds o
alinhamento das sequéncias de tripsina, os aminodcidos do sitio catalitico foram identificados
e verificada sua participagdo na interagdo com cada inibidor (Figuras 8 € 9). Todas as tripsinas
se ligam a inibidores (SKTI e SERPIN) através de residuos do sitio de especificidade S1 ou

residuos da triade catalitica.
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Trypsin A. gemmatalis
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Figura 8. Uma visdo geral e local da melhor posicdo de ancoragem do inibidor de serino-
proteases (SERPIN) que se liga a tripsina digestiva de Anticarsia gemmatalis. Forma da
superficie representando a tripsina em azul e a SERPIN em verde. A direita, aminodcidos
cataliticos em bastdes vermelhos e os residuos reativos como bastdes verdes envolvidos na
interacdo tripsina-SERPIN. B. Logo da sequéncia dos motivos reativos mais representativos
presentes na SERPIN que se ligam as tripsinas de Anticarsia gemmatalis. A altura de cada letra
€ proporcional a frequéncia do residuo correspondente naquela posi¢ao. C. Perfil farmacoférico
do complexo SERPIN-tripsina apds docking molecular. A bola colorida e a linha pontiaguda
indicam o tipo de interacao entre a sequéncia reativa da SERPIN e a cadeia lateral dos residuos
da tripsina. Apenas uma (NM_001043572.1) das estruturas de tripsina € usada para visualizacao
como modelo de consenso das 13 sequéncias identificadas, mas todas as andlises foram
realizadas para todas as sequéncias.
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Trypsin A. gemmatalis
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Figura 9. Uma visdo geral e local da pose de encaixe melhor classificada do inibidor de tripsina
de soja Kunitz (SKTI) com tripsina digestiva de Anticarsia gemmatalis. Formato da superficie
representando a tripsina em magenta e o SKTI em verde. A direita, aminoécidos cataliticos em
bastdes vermelhos e os residuos reativos como bastdes verdes envolvidos na interacao tripsina-
SKTI. B. Logotipo da sequéncia dos motivos reativos mais representativos presentes em SKTI
que se ligam as tripsinas de Anticarsia gemmatalis. A altura de cada letra € proporcional a
frequéncia do residuo correspondente naquela posicao. C. Perfil farmacoférico do complexo
SKTI-tripsina apds docking molecular. A bola colorida e a linha pontiaguda indicam o tipo de
interagdo entre a sequéncia reativa da SERPIN e a cadeia lateral dos residuos da tripsina.
Apenas uma (NM_001043572.1) das estruturas de tripsina € usada para visualizacdo como
modelo de consenso das 13 sequéncias identificadas, mas todas as andlises foram realizadas
para todas as sequéncias.
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A representacdo grédfica dos residuos padrdao do alinhamento das sequéncias dos
inibidores ligados a tripsina foi realizada utilizando WEBLOGO; os residuos participantes na
ligacdo as tripsinas foram mostrados como o fragmento da sequéncia completa com o maior
ndmero de residuos continuos (Figura 8B e 9B). SERPIN mostrou trés possiveis sitios reativos
por interacdo com as tripsinas de A. gemmatalis (13 proteinas), 69% das interagdes foram
realizadas pelo motivo contendo os residuos de aminoécidos entre a posi¢ao 1 a 9 da cadeia
proteica (Met-Asp-Tyr -Lys-Ser-Phe-Ser-Ser) (Figura 8B). Na anélise dos residuos do inibidor
de SKTI ligando-se a todas as tripsinas de A. gemmatalis selecionadas foram encontrados dois
sitios reativos, 62% das interacdes foram realizadas pelo motivo contendo os residuos de
aminodcidos entre a posi¢ao 80 a 86 da cadeia protéica (Ala-Val- lle-Met-Leu-Cys-Val) (Figura
9B).

A importancia dos residuos de interface do complexo tripsina-proteina inibidora foi
esclarecida por docking e foi demonstrado que os residuos cataliticos estdo envolvidos na
ligacdo com SERPIN e SKTI formando interacdo por pontes de hidrogénio (Figuras 8C e 9C).
Na interface SERPIN-tripsinas, 60% da interacao sdo ligacdes de hidrogé€nio convencionais
(Figura 8C), e 66% pela interface SKTI-tripsinas (Figura 9C). Além das ligacdes de hidrogénio,
vdrias intera¢des, como pi-sigma, pi-Alquil e carbono-hidrogénio foram envolvidas para inibir

a atividade catalitica da tripsina de A. gemmatalis ap6s a ligacdo do inibidor (Figura 8C e 9C).

4. DISCUSSAO

O desenho de novos IPs que apresentem capacidades mais eficientes para controlar a
infestacdo de lagartas requer o conhecimento das sequéncias de proteases presentes nos
intestinos dos insetos. No entanto, a caracterizacdo protedmica das enzimas intestinais do inseto
desafiadora, pois essas biomoléculas sdo encontradas em concentracdes muito baixas no
ambiente fisiol6gico, variando de 10~ a 101 M (SRERE, 1967). Além disso, produtos génicos
abundantes, como proteinas estruturais, dificultam a deteccdo de enzimas de baixa abundancia
por meio da supressio de sinais no espectrometro de massa. Para superd-lo, nosso
fracionamento de PEG escolhido seguido de digestao em gel melhorou a cobertura do proteoma
e a eficiéncia da digestdo que envolve a imobilizacdo das proteinas em condi¢Oes de
desnaturagdo, garantindo melhor acesso da tripsina aos locais de hidrélise. Além disso, a
alquilacdo e reducdo de proteinas presentes na amostra sdo facilitadas na digestao em gel. A
iodoacetamida e o DTT puderam ser completamente lavados do gel, evitando interferéncias na

digestdo e na aquisi¢cdo de espectros de massa. Padrdes distintos de tempos de reten¢do podem
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levar a interpretacdes quantitativas e qualitativas sobre o analito. Além disso, este parametro
pode ser estudado de forma independente ou com os espectros fornecidos por MS/MS,
aumentando a confianca na identificacdo de peptideos (LE MAUX; NONGONIERMA;
FITZGERALD, 2015; PALMBLAD et al., 2004; STRITTMATTER et al., 2004). Além disso,
a digestdao em gel pode ter sido importante para remover a ligacdo do PEG nas proteinas antes
da clivagem proteolitica e para obter uma desnaturacdo de protease intestinal mais eficiente.
Isso permitiu a identificacdo de um maior niimero de peptideos derivados das enzimas presentes
no intestino de A. gemmatalis. Na verdade, Silva-Junior et al. (2020) identificaram 14 genes
que codificam proteases de amostras ndo fracionadas do extrato bruto de A. gemmatalis,
extraidas de 7 bandas de SDS-PAGE, enquanto usando a estratégia de precipitacio com PEG
identificamos 54. Como também mostrado por Xi et al. (2006) e Lima et al. (2019), o
fracionamento com PEG favorece a detec¢ao de proteinas menos abundantes. Portanto, o uso
desta técnica foi crucial para a identificacdo bem sucedida de altos nlimeros de proteases por
LC/MS.

O numero de proteinas ndo redundantes identificadas foi superior aos encontrados na
literatura, realizados com intestinos de outros lepidopteros em fase larval. Usando uma
abordagem de eletroforese bidimensional, 98 proteinas foram identificadas em Tribolium
castaneum (MORRIS et al., 2009), 91 proteinas em Bombyx mori (Liu et al., 2018) e 98
proteinas em Spodoptera frugiperda (ACEVEDO et al., 2017). Usando RNAseq, 238 genes
superexpressos foram detectados no intestino da lagarta Tribolium castaneum (PERKIN;
OPPERT, 2019).

Inicialmente, a expressdo de muitas isoformas pode parecer redundante ou perda
bioenergética, mas a diversidade na expressdo de enzimas que realizam atividades bioldgicas
semelhantes tem um papel adaptativo importante em insetos (DIAZ-MENDOZA et al., 2005).
Conforme relatado por Souza et al. (2016), a expansao de genes que codificam serino-proteases
estd associada a adaptagdo do inseto ao IP produzido pela planta. Como a digestao de proteinas
em lepiddpteros € realizada principalmente por serino-proteases, o aumento da diversidade
estrutural e funcional dos genes que codificam essa subclasse pode ser atribuido a maquinaria
de resposta do inseto para contornar IPs. Portanto, essas proteinas expressas constitutivamente
representam uma vantagem adaptativa.

Abordagem transcriptomica no intestino da lagarta Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera, Noctuidae) mostrou 14 quimotripsinas € 9 tripsinas diferencialmente expressas

em resposta a IP na dieta (BRIOSCHI et al., 2007; DE OLIVEIRA et al., 2013; PAUCHET et
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al., 2010). Os autores apontaram essa reprogramac¢ao de expressdo como uma estratégia para
superar o efeito nocivo dos IPs.

As lepiddpteras exibem uma flexibilidade incrivel na adaptacdo a dieta. Helicoverpa
armigera, por exemplo, expressa até 20 isoformas de serina proteases (BOWN; WILKINSON;
GATEHOUSE, 1997, GATEHOUSE et al., 1998; PATANKAR et al., 2001). A existéncia de
multiplas isoformas dessas serino-proteases em insetos se deve a eventos de duplicacio génica
(BAPTISTA et al., 1998; LOPES et al., 2004). A modulacdo de proteases-chave durante o
desenvolvimento larval também mostrou ocorrer independentemente da dieta em A. gemmatalis
(DA SILVAJ UNIOR et al., 2020), Helicoverpa armigera (CHOUGULE et al., 2005; KIPGEN;
AGGARWAL, 2014), Naranga aenescens (ZIBAEE et al., 2011) e Nezara viridula LOMATE;
BONNING, 2016). No entanto, estudos relacionando a reprogramacao genética de insetos ao
IP na dieta mostraram que, inicialmente, todas as proteases digestivas sdo reguladas
positivamente e, em seguida, hd regulacdo negativa em proteases sensiveis a IP (BOWN;
WILKINSON; GATEHOUSE, 2004).

Em diferentes estdgios de desenvolvimento, os insetos podem ter dietas diversas.
Paralelo a isso, o intestino das lagartas altera o perfil das proteases expressas (DA SILVA
JUNIOR et al., 2020). Nao se sabe ao certo se essa modulacdo dindmica é causa ou
consequéncia da mudanca na dieta. Mas o que parece ser um fato € que a grande diversidade de
isoformas € importante ndo apenas para lidar com o conteddo diversificado de proteinas
vegetais, mas também para contornar uma parte expressiva da defesa vegetal baseada em IP.
Lima et al. (2020) relataram que aproximadamente um ter¢o das proteases expressas no
intestino de insetos da ordem Lepidoptera correspondem a serina proteases (EC 3.4.16, EC
3.4.21). Essa fracdo de enzimas pode representar até 95% da atividade proteolitica no intestino
larval de lepidopteras (SRINIVASAN; GIRI; GUPTA, 2006).

As glicosidases (EC 3.2.1) foram a subclasse com a segunda maior identificacdo. Estas
hidrolases sdo bem estudadas devido as suas aplica¢des industriais (ISHAK et al., 2019) e por
sua funcdo fisioldgica em insetos fitofagos: a digestdo da sacarose, um dos agicares mais
abundantes no tecido foliar (PAUCHET et al., 2010). Além dessa importancia energética, as
glicosidases também podem representar um importante foco de estudos no desenvolvimento de
estratégias de controle de pragas. As plantas produzem uma grande variedade de aleloquimicos
como defesa a herbivoria (por exemplo, cianogénios, alcaldides, glicosideos triterpendides,
glucosinolatos).

Embora eficaz na maioria das vezes, o arsenal bioquimico da planta pressiona

seletivamente seus inimigos. Uma acdo importante das glicosidases a esse respeito &
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representada pela mirosinase (E.C. 3.2.1.147), que participa do sistema conhecido como
glucosinolato-mirosinase. Nesta importante via de defesa da planta, a mirosinase e o
glucosinolato sdo compartimentados separadamente nas células vegetais até que o dano tecidual
os coloque em contato. Como resultado, o glicosinolato € ativado pela mirosinase através da
hidrélise da ligacdo tioglicosideo, levando a formacdo de uma aglicona instdvel que leva a
compostos toxicos para o inseto (LI et al., 2000; WINDE; WITTSTOCK, 2011). Eles
desenvolveram maneiras de armazenar ou desintoxicar compostos nocivos e, assim, usa-los
como compostos defensivos contra seus inimigos.

Neste trabalho, a mirosinase apresentou o maior nimero de isoformas identificadas
entre as glicosidases, cerca de dois tercos. Eles sdio comumente relatados em familias
multigénicas (VASSAO et al., 2018), codificando vdrias isoenzimas funcionais em plantas
(RASK et al., 2000). A questdo é: por que 0s insetos investem em enzimas mirosinase se sua
atividade pode levar a produtos téxicos quando associada a dieta? Ainda ndo hd uma resposta
satisfatoria, mas hd alguns indicios de que essas enzimas sdo usadas para passar da defesa direta
para a indireta, a0 mesmo tempo em que o inseto pode neutralizar a toxicidade dos produtos
isotiocianatos (ABDALSAMEE et al., 2014; SCHRAMM et al., 2012). Extratos obtidos do
intestino de A. gemmatalis nao tinham atividade de glutationa S-transferase (GST) para
isotiocianato, mesmo apds a inducdo, mas ndo em substratos artificiais frequentemente usados
para medir a atividade de GST (WADLEIGH; YU, 1988; YU, 1987). Mesmo um generalista
que se alimenta apenas ocasionalmente de plantas contendo glucosinolato se beneficia de um
mecanismo tao especializado (WINDE; WITTSTOCK, 2011).

O sistema glucosinolato-mirosinase € importante ndo s6 para a defesa das plantas contra
herbivoros, mas também para fins diretamente relacionados a aptidao dos insetos, como
localizagdao do hospedeiro, aceitagdo da oviposi¢do e defesa contra inimigos (RASK et al.,
2000). Insetos como Brevicoryne brassicae € Lipaphis erysimi sequestram glucosinolato que
pode ser degradado por uma mirosinase produzida endogenamente por eles (BRIDGES et al.,
2002; HUSEBYE et al., 2005; ROSSITER; JONES; BONES, 2003). Além disso, a producdo
de mirosinase por essas duas espécies parece imitar o sistema glucosinolato-mirosinase da
planta (HUSEBYE et al., 2002; JONES et al., 2001; ROSSITER; JONES; BONES, 2003).
Estudos demonstraram que o crescimento de Plutella xylostella ndo foi afetado quando
alimentado com um mutante que superexpressa a mirosinase, para a inativag¢ao da glucosinolato

sulfatase do inseto, sugerindo que a presenca da mirosinase € indiferente a este herbivoro

(RATZKA et al., 2002).
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Estudos comparativos de metaboloma podem ser tteis para quantificar os produtos
glucosinolatos em A. gemmatalis e complementar essas andlises. As atividades enzimaticas da
mirosinase precisam ser investigadas em condi¢cdes semelhantes as condicdes fisioldgicas do
intestino de A. gemmatalis. Essas enzimas podem representar um importante alvo investigativo
no controle de insetos-praga.

Xavier et al. (2005) caracterizaram as tripsinas-like ligadas a membrana de A.
gemmatalis e estudos realizados em Bombyx mori mostraram que as tripsina-like e
quimotripsina-like sdo transportadas via membrana até o limen onde s@o solubilizadas e
ativadas (EGUCHI; IWAMOTO; YAMAUCHLI, 1982). Uma parte expressiva dessas enzimas
permanece ancorada na membrana peritréfica do intestino médio da lagarta (EGUCHI;
IWAMOTO; YAMAUCH]I, 1979; KURIYAMA; EGUCHI, 1985). Essas proteases ligadas a
membrana ja foram identificadas como alvos da a¢do do inibidor de tripsina de soja (SBTI) no
controle de Plodia interpunctella (AMORIM et al., 2008). Andlises histoquimicas mostram que
as tripsinas estdo expostas no limen intestinal de insetos como proteinas transmembranares,
principalmente na por¢do anterior do intestino. Na regido posterior, hd predominéncia de
tripsinas soldveis (JORDAO et al., 1999). A ligagio de enzimas na membrana pode ocorrer por
ancoragem via dominios resistentes a detergentes (FUZITA et al., 2019) ou por vesiculas
ligadas a microvilosidades (JORDAO et al., 1999). Avancando para a regido posterior do
intestino, essas enzimas sao soldveis e secretadas por exocitose. Como resultado, a atividade
das serino-proteases diminui ao longo do intestino larval (BOLOGNESI et al., 2001).

A abundancia de serina-proteases identificadas neste estudo mostra a importancia das
enzimas tripsina-/ike no tecido intestinal de A. gemmatalis. Em espécies herbivoras de
Lepidoptera, a expansio do niumero de genes que codificam serino-proteases tem sido associada
principalmente a adaptacdo para superar os efeitos dos inibidores de serino-proteases do
hospedeiro (LIMA et al., 2020b). Evolutivamente, os insetos herbivoros tentam possuir uma
gama diversificada de enzimas digestivas e melhorar sua adaptabilidade, expressando diferentes
tipos de enzimas para superar os IPs das plantas e garantir a digestaio (MEHRABADI et al.,
2012).

A tripsina-like exibe multiplas arquiteturas capazes de influenciar suas propriedades
funcionais e capacidades em suas vias de atuacdo. Apesar disso, a andlise filogenética mostra
que o dominio serino-proteases ¢ o mais importante na formacdo da evolugdo tripsina-like
(ARENAS et al., 2010; LIMA et al., 2020b). Assim, identificamos que cadeias com alto indice
de conservagdo contém a triade catalitica (His, Asp, Ser), residuos responsdveis por manter a

conformacdo catalitica favoravel do sitio ativo, e outros residuos importantes para estabilizar
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essa conformacdo favordvel durante o zimogénio para formas enziméticas ativas. uma transicao
no intestino de A. gemmatalis.

VariacOes na configuracdo da triade catalitica Ser/His/Asp foram observadas no grupo
de tripsina analisado, especificamente, substituicdes nos residuos His e Ser, possivelmente
mostrando que algumas dessas sequéncias podem ter se originado de duplicacdes em espécies
ancestrais antigas e foram preservadas nesta proteoma até os dias atuais (EKICI; PAETZEL,;
DALBEY, 2008); essa conservacdo ao longo do tempo e a presenca no intestino de A.
gemmatalis, mostram que essas enzimas podem desempenhar papéis importantes nesses
insetos. Essa substitui¢do de residuos na triade catalitica também pode estar associada a perda
de atividade enzimdtica, expressdo de enzimas homoélogas inativas, produto de eventos de
expansdo génica observados durante a evolugdo da familia génica da tripsina e quimotripsina.
Essas enzimas inativas podem desempenhar diferentes funcdes, particularmente em processos
regulatdrios e sujeitas a alta pressao seletiva purificadora (PILS; SCHULTZ, 2004).

Os aminodcidos Arg e Ile no inicio da cadeia polipeptidica da tripsina também eram
uma regido altamente conservada, pois a ativacdo dessas proteases ocorre neste sitio, durante
uma etapa de clivagem proteolitica irreversivel, na ligacdo entre os residuos Arg-lle que
delimita a cadeia A e B da enzima (AFONSO et al., 2020; DI CERA, 2009).

As serino-proteases desempenham um papel proeminente em uma ampla gama de
processos fisioldgicos, como digestdo de alimentos, coagulacdo do sangue, embriogénese,
reorganizacao de tecidos, mecanismos de defesa e respostas imunes (HEUTINCK et al., 2010;
SCHOOFS; CLYNEN; SALZET, 2005). Muitos desses processos sdo cascatas proteoliticas
que, uma vez acionadas, levam ripida e irreversivelmente a uma resposta celular especifica. A
ativacdo e a inativagao das cascatas de proteases devem ser controladas de perto em diferentes
niveis regulatorios, sendo a transcri¢do do gene da protease, a traducdo do mRNA, a ativagdo
do zimogénio, a especificidade do substrato, a cinética da enzima e por inibidores da enzima.
A maioria das espécies animais sintetiza uma variedade de inibidores de proteases com
diferentes especificidades, cuja funcdo € prevenir a protedlise indesejada (CLYNEN;
SCHOOFS; SALZET, 2005; SCHOOFS; CLYNEN; SALZET, 2005).

Analisando o proteoma intestinal de A. gemmatalis, identificamos um inibidor da
enzima serina, cujo motivo SERPIN foi identificado por Pfam. Nés aqui exploramos e
descrevemos os mecanismos bioquimicos bdsicos da intera¢do entre a SERPIN e tripsinas da
praga A. gemmatalis por meio de ferramentas de bioinformatica. A SERPIN identificada é uma
proteina com 374 residuos de aminodcidos, peso molecular de aproximadamente 42 kDa,

dobrada em 9 a-hélices e 3 B-folhas. As trés fitas  sdo posicionadas no meio da molécula e
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uma alc¢a central reativa flexivel é posicionada no topo da molécula, formada pelos residuos de
aminodcidos na posicdo 1 a 9 da cadeia protéica; essas caracteristicas concordam com a
defini¢ao de um SERPIN nativo (CABRERA; BLAMEY, 2018).

A andlise de interagdo entre a SERPIN e as tripsinas de A. gemmatalis mostrou que o
sitio reativo do inibidor estd em contato com a cavidade catalitica das tripsinas (His-Asp-Ser)
e residuos adjacentes a triade, ou seja, bloqueia o acesso do substrato ao sitio ativo. Dos 374
residuos de aminodcidos que fazem parte da SERPIN, 9 residuos de aminoécidos interagem
com as tripsinas de A. gemmatalis a uma distdncia de quatro angstroms. Esses residuos de
aminodcido na al¢a central reativa sdo principalmente polares ndo carregados e hidrofébicos,
ligando-se as tripsinas principalmente por ligagdes de hidrogénio convencionais. Toubarro et
al. (2013) mostraram in vitro que as SERPINs inibem a atividade semelhante a tripsina no
intestino de lepiddpteros. Assim, a SERPIN identificada poderia estar atuando como um
regulador da atividade da serino protease (AN; KANOST, 2010; WANG et al., 2017; ZHU et
al., 2003), especialmente aqueles envolvidos na modulagdo das respostas de insetos a bactérias,
através da via da polifenoloxidase (PPO) (AN et al., 2011; LI et al., 2002), e a virus em B. mori
(WU et al., 2016).

Em SERPINs, seu RCL contém um motivo de sequéncia que é especificamente
reconhecido por enzimas alvo. Curiosamente, as sequéncias de aminodcidos préximas ao local
de clivagem sdo altamente varidveis entre diferentes SERPINs (CABRERA; BLAMEY, 2018).
Assim, uma identificacdo realizada da sequéncia reativa da SERPIN de A. gemmatalis é
promissora para a minimiza¢do molecular, visando criar uma molécula peptidica com maior
estabilidade e menos propensa a clivagem por proteases e vidvel para ser utilizada no controle

de pragas de insetos Lepidoptera, como lagartas de A. gemmatalis.

5. CONCLUSOES

O 1DE-LC/MS possibilita o mapeamento protedmico do intestino larval de A.
gemmatalis e descreve um nimero expressivo de hidrolases, apresentando diversas isoformas
importantes para a digestibilidade do inseto. A identificacdo de enzimas intestinais em A.
gemmatalis permite uma compreensdo mais abrangente da alimentacdo de insetos. Em geral,
todas as tripsinas se ligam a inibidores (SKTI e SERPIN) por meio de residuos do sitio de
especificidade S1 ou residuos da triade catalitica. Modelos de proteinas previstos a partir de
sequéncias de DNA indicaram que ndo ha diferencgas na forma como as tripsinas interagem com

os inibidores estudados usando andlises de docagem molecular. Assim, a diferenca nas
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sequéncias globais poderia contribuir para uma estratégia para evitar a inibicao por IPs através
de alteracOes estruturais da protease expressa para evitar sua inativagao.

Além disso, uma SERPIN enddgena foi identificada e a andlise da interacdo mostrou
que o sitio reativo do inibidor estd em contato com a cavidade catalitica das tripsinas com
energia de afinidade préxima aquela determinada entre tripsina-SKTI. Este SERPIN pode estar
atuando como regulador (WANG et al., 2017; ZHU et al., 2003) e dinamica de ligacdo indicada
como promissora para minimizagdo molecular, visando criar uma molécula peptidica com
maior estabilidade e menos propensa a clivagem por proteases e vidvel para ser utilizada no

controle de pragas de insetos Lepidoptera como larvas de A. gemmatalis.
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TABELAS

Tabela 1. Identifica¢do de hidrolase do quinto instar intestinos de Anticarsia gemmatalis por cromatografia liquida-espectrometria de massa
Gene B. mori

Sub-subclasse

Identidades

Descricao

Query A. gemmatalis

Carboxylic-ester bile salt-activated lipase- GFUV01000494.1_527 LOCI101737366 96.8649 (106) 149/209 (71.29)
hydrolases like

Carboxylic-ester time interval measuring GFUV01000849.1_899 LOC692772 131.129 (144) 226/330 (68.48)
hydrolases enzyme-esterase A4

Glicosidases alpha amylase GFUV01000649.1_693 LOC100500759 96.8649 (106) 80/98 (81.63)
Glicosidases alpha amylase GFUV01001924.1_2019 LOC100500759 86.0446 (94) 91/119 (76.47)
Glicosidases beta-fructofuranosidase GFUV01001357.1_1425 LOC100145905 286.219 (316) 921/1404 (65.60)
Glicosidases glucosidase GFUV01000088.1_98 LOC692627 302.449 (334) 291/372 (78.23)
Glicosidases maltase 2-like GFUV01000649.1_693 LOC101738762 102.275 (112) 189/275 (68.73)
Glicosidases maltase Al-like GFUV01000649.1_693 LOC101738628 206.87 (228) 301/424 (70.99)
Glicosidases myrosinase 1 GFUV01005532.1_5832 LOC101741245 183.427 (202) 378/553 (68.35)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01000088.1_98 LOC101737930 77.0278 (84) 83/110 (75.45)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01000103.1_114 LOC101737249 147.359 (162) 378/571 (66.20)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01000398.1_429 LOC101737249 242.938 (268) 545/802 (67.96)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01000811.1_860 LOC101741385 105.882 (116) 225/330 (68.18)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01001071.1_1129 LOC101738689 179.82 (198) 329/473 (69.56)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01001367.1_1435 LOC101736497 235.724 (260) 668/998 (66.93)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01002356.1_2471 LOC101736636 169.0 (186) 160/203 (78.82)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01002650.1_2772 LOC101737930 77.0278 (84) 83/110 (75.45)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01003681.1_3834 LOC101737930 210.477 (232) 246/331 (74.32)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01004009.1_4191 LOC101736379 167.196 (184) 289/412 (70.15)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01004362.1_4545 LOC101736636 179.82 (198) 210/282 (74.47)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01004616.1_4830 LOC101737249 215.887 (238) 348/498 (69.88)
Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01004824.1_5038 LOC101738689 77.0278 (84) 135/195 (69.23)
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http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737366;r=NW_004582016.1:3863109-3865546;t=XM_004930067.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692772;r=NW_004581679.1:2172559-2183752;t=NM_001043893.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC100500759;r=NW_004582020.1:2001779-2007245;t=NM_001195462.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC100500759;r=NW_004582020.1:2001779-2007245;t=NM_001195462.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC100145905;r=NW_004581792.1:396747-398286;t=NM_001126249.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692627;r=NW_004582016.1:4067944-4074484;t=NM_001043608.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101738762;r=NW_004582020.1:2020198-2039727;t=XM_012694492.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101738628;r=NW_004582020.1:2011768-2017330;t=XM_004930823.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101741245;r=NW_004581748.1:1100191-1138642;t=XM_004926139.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737930;r=NW_004582032.1:2601329-2604994;t=XM_004932979.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737249;r=NW_004581748.1:1000370-1015411;t=XM_004926111.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737249;r=NW_004581748.1:1000370-1015411;t=XM_004926111.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101741385;r=NW_004581748.1:1143207-1169536;t=XM_012690342.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101738689;r=NW_004581682.1:96458-102123;t=XM_012690174.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101736497;r=NW_004582032.1:2588594-2591758;t=XM_012696187.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101736636;r=NW_004582032.1:2594079-2597806;t=XM_012696228.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737930;r=NW_004582032.1:2601329-2604994;t=XM_004932979.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737930;r=NW_004582032.1:2601329-2604994;t=XM_004932979.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101736379;r=NW_004582032.1:2563625-2581198;t=XM_012696180.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101736636;r=NW_004582032.1:2594079-2597806;t=XM_012696228.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737249;r=NW_004581748.1:1000370-1015411;t=XM_004926111.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101738689;r=NW_004581682.1:96458-102123;t=XM_012690174.1

Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01005158.1_5372 LOC101747172 69.8143 (76) 156/233 (66.95)

Glicosidases myrosinase 1-like GFUV01005622.1_5922 LOC101736636 125.719 (138) 115/144 (79.86)

Glicosidases uncharacterized family 31 GFUV01000144.1_155 LOC733140 609.022 (674) 738/1002 (73.65)
glucosidase KIAA1161

Glicosidases uncharacterized family 31 GFUV01005558.1_5858 LOC733140 208.674 (230) 229/298 (76.85)
glucosidase KIAA1161

Ether hydrolases juvenile hormone epoxide GFUV01000754.1_800 LOC100415790 412.454 (456) 738/1071 (68.91)
hydrolase-like protein 5

Aminopeptidases aminopeptidase N GFUV01000653.1_697 LOC692370 246.544 (272) 461/670 (68.81)

Aminopeptidases aminopeptidase N3 GFUV01000223.1_242 LOC100127057 562.134 (622) 946/1353 (69.92)

Aminopeptidases aminopeptidase N3 GFUV01005935.1_6235 LOC100127057 250.151 (276) 291/393 (74.05)

Aminopeptidases putative aminopeptidase GFUV01002991.1_3133 LOC101742623 508.033 (562) 807/1145 (70.48)
W07G4.4

Aminopeptidases xaa-Pro aminopeptidase 1 GFUV01003879.1_4060 LOC101742084 104.078 (114) 232/347 (66.86)

Dipeptidyl-peptidases | venom dipeptidyl peptidase | GFUV01001023.1_1077 LOC101742792 178.016 (196) 158/198 (79.80)

and tripeptidyl- 4-like

peptidases

Serine-type carboxypeptidase B-like GFUV01000837.1_887 LOC101745363 439.505 (486) 641/902 (71.06)

carboxypeptidases

Serine-type carboxypeptidase B-like GFUV01001100.1_1158 LOC101740853 295.235 (326) 450/638 (70.53)

carboxypeptidases

Serine-type carboxypeptidase B-like GFUVO01001531.1_1607 LOC101740853 470.162 (520) 822/1185 (69.37)

carboxypeptidases

Serine-type carboxypeptidase B-like GFUV01001656.1_1737 LOC101745363 390.814 (432) 560/779 (71.89)

carboxypeptidases

Serine-type carboxypeptidase Q-like GFUVO01001131.1_1192 LOC101744086 769.521 (852) 973/1331 (73.10)

carboxypeptidases

Metallocarboxypeptida | zinc carboxypeptidase-like | GFUV01000385.1_415 LOC101745066 116.702 (128) 375/576 (65.10)

SE€S

Metallocarboxypeptida
ses

zinc carboxypeptidase-like

GFUV01001070.1_1128

LOC101745066

73.4211 (80)

64/80 (80.00)
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http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101747172;r=NW_004581748.1:245529-251768;t=XM_004926097.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101736636;r=NW_004582032.1:2594079-2597806;t=XM_012696228.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC733140;r=NW_004581723.1:871040-878778;t=XM_004925016.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC733140;r=NW_004581723.1:871040-878778;t=XM_004925016.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC100415790;r=NW_004582036.1:648331-657504;t=NM_001177860.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692370;r=NW_004581690.1:1038892-1064315;t=NM_001043369.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC100127057;r=NW_004581690.1:889354-902987;t=NM_001111365.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC100127057;r=NW_004581690.1:889354-902987;t=NM_001111365.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101742623;r=NW_004581684.1:3013695-3015438;t=XM_004922200.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101742084;r=NW_004581684.1:2915129-2932895;t=XM_004922197.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101742792;r=NW_004582008.1:12896106-12928658;t=XM_004928047.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101745363;r=NW_004581689.1:518795-528111;t=XM_004922757.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101740853;r=NW_004581695.1:155973-161571;t=XM_004923288.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101740853;r=NW_004581695.1:155973-161571;t=XM_004923288.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101745363;r=NW_004581689.1:518795-528111;t=XM_004922757.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101744086;r=NW_004582008.1:12990447-12992319;t=XM_004927908.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101745066;r=NW_004581689.1:494194-499323;t=XM_004922755.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101745066;r=NW_004581689.1:494194-499323;t=XM_004922755.1

Omega peptidases ubiquitin carboxyl-terminal | GFUV01006063.1_6363 LOC101736709 143.752 (158) 121/149 (81.21)
hydrolase 8-like

Serine endopeptidases | 35kDa protease GFUV01002854.1_2983 LOC692590 95.0615 (104) 232/347 (66.86)

Serine endopeptidases | brachyurin-like GFUV01000120.1_131 LOC101740293 221.297 (244) 428/623 (68.70)

Serine endopeptidases | brachyurin-like GFUV01000120.1_131 LOC101740293 221.297 (244) 428/623 (68.70)

Serine endopeptidases | brachyurin-like GFUV01000161.1_176 LOC101740147 69.8143 (76) 116/168 (69.05)

Serine endopeptidases | brachyurin-like GFUV01002171.1_2280 LOC101738048 203.264 (224) 274/382 (71.73)

Serine endopeptidases | cathepsin B GFUV01004118.1_4300 LOC692390 239.331 (264) 242/315 (76.83)

Serine endopeptidases | chymotrypsin-2-like GFUV01000022.1_25 LOC101737248 179.82 (198) 245/335 (73.13)

Serine endopeptidases | chymotrypsin-like elastase | GFUV01002250.1_2359 LOC692380 75.2244 (82) 94/129 (72.87)
family member 1

Serine endopeptidases | chymotrypsin-like elastase | GFUV01004555.1_4769 LOC692380 187.033 (206) 314/454 (69.16)
family member 1

Serine endopeptidases | chymotrypsin-like serine GFUV01000464.1_495 LOC732967 96.8649 (106) 184/271 (67.90)
protease

Serine endopeptidases | chymotrypsin-like serine GFUV01002278.1_2387 LOC732967 105.882 (116) 125/170 (73.53)

rotease
Serine endopeptidases Ehymotrypsin—like serine GFUV01002651.1_2773 LOC732967 104.078 (114) 122/165 (73.94)
rotease

Serine endopeptidases Is)erine protease GFUV01000011.1_13 LOC692357 86.0446 (94) 143/205 (69.76)

Serine endopeptidases | serine protease GFUV01000036.1_41 LOC692357 93.2581 (102) 125/169 (73.96)

Serine endopeptidases | serine protease GFUV01000098.1_109 LOC692447 95.0615 (104) 181/265 (68.30)

Serine endopeptidases | serine protease GFUV01000228.1_247 LOC692447 68.0109 (74) 74/96 (77.08)

Serine endopeptidases | serine protease GFUVO01003174.1_3317 LOC692357 192.443 (212) 252/341 (73.90)

Serine endopeptidases | serine protease inhibitor 21 | GFUV01000723.1_769 LOC100272186 176.213 (194) 599/924 (64.83)

Serine endopeptidases | transmembrane protease GFUV01000027.1_31 LOC101735750 127.522 (140) 161/220 (73.18)

serine 9-like

Serine endopeptidases

transmembrane protease
serine 9-like

GFUV01000161.1_176

LOC101735750

109.488 (120)

193/279 (69.18)

Serine endopeptidases

transmembrane protease
serine 9-like

GFUV01000278.1_304

LOC101735750

98.6682 (108)

189/274 (68.98)
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http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101736709;r=NW_004581739.1:1350432-1374656;t=XM_012690052.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692590;r=NW_004582011.1:7463488-7478125;t=NM_001043572.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101740293;r=NW_004582011.1:8087125-8096683;t=XM_004928940.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101740293;r=NW_004582011.1:8087125-8096683;t=XM_004928940.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101740147;r=NW_004582009.1:7065779-7069075;t=XM_004928239.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101738048;r=NW_004582009.1:8945525-8953731;t=XM_012692007.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692390;r=NW_004582028.1:829350-830542;t=NM_001043385.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101737248;r=NW_004581743.1:1291432-1298000;t=XM_004925896.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692380;r=NW_004582011.1:7680113-7691106;t=XM_004928924.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692380;r=NW_004582011.1:7680113-7691106;t=XM_004928924.2
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC732967;r=NW_004582009.1:8931216-8936803;t=NM_001046965.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC732967;r=NW_004582009.1:8931216-8936803;t=NM_001046965.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC732967;r=NW_004582009.1:8931216-8936803;t=NM_001046965.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692357;r=NW_004582147.1:10297-11981;t=NM_001043361.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692357;r=NW_004582147.1:10297-11981;t=NM_001043361.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692447;r=NW_004581884.1:47728-51715;t=NM_001043438.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692447;r=NW_004581884.1:47728-51715;t=NM_001043438.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC692357;r=NW_004582147.1:10297-11981;t=NM_001043361.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC100272186;r=NW_004582010.1:3739367-3753263;t=NM_001146242.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101735750;r=NW_004582009.1:7071237-7080417;t=XM_012692038.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101735750;r=NW_004582009.1:7071237-7080417;t=XM_012692038.1
http://ensembl.lepbase.org/Bombyx_mori_asm15162v1/Gene/Summary?db=core;g=LOC101735750;r=NW_004582009.1:7071237-7080417;t=XM_012692038.1

Serine endopeptidases | transmembrane protease GFUV01000792.1_838 LOC101735750 66.2076 (72) 108/156 (69.23)
serine 9-like

Serine endopeptidases | transmembrane protease GFUV01004166.1_4348 LOC101735750 116.702 (128) 301/454 (66.30)
serine 9-like

Serine endopeptidases | trypsin alpha-3-like GFUV01004150.1_4332 LOC101739308 111.292 (122) 267/399 (66.92)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline A-like GFUV01000428.1_459 LOC101737834 95.0615 (104) 128/178 (71.91)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01000200.1_218 LOC101738353 132.932 (146) 402/605 (66.45)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01000683.1_727 LOCI101738353 179.82 (198) 157/193 (81.35)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01000813.1_862 LOC101747046 136.539 (150) 254/372 (68.28)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01000954.1_1007 LOC101736414 78.8312 (86) 138/201 (68.66)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01000974.1_1027 LOCI101738353 125.719 (138) 251/369 (68.02)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01001099.1_1157 LOC101738353 147.359 (162) 238/335 (71.04)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01001224.1_1286 LOCI101738353 98.6682 (108) 138/191 (72.25)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01001333.1_1396 LOC101736414 68.0109 (74) 63/80 (78.75)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUVO01001769.1_1859 LOC101738624 77.0278 (84) 187/279 (67.03)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01001775.1_1865 LOC101738353 203.264 (224) 204/264 (77.27)

Serine endopeptidases | trypsin, alkaline C-like GFUV01005229.1_5443 LOC101738353 111.292 (122) 107/135 (79.26)

Serine endopeptidases | venom serine protease-like, | GFUV01001559.1_1635 LOC101744823 132.932 (146) 267/395 (67.59)
transcript variant X1

Serine endopeptidases | venom serine protease-like, | GFUV01003194.1_3337 LOC101744823 136.539 (150) 247/361 (68.42)
transcript variant X1

Metalloendopeptidases | collagenase-like GFUV01000489.1_522 LOC101735472 80.6345 (88) 120/168 (71.43)

Hydrolases acting in aliphatic nitrilase GFUV01000757.1_803 LOC100329149 987.729 (1094) | 919/1167 (78.75)

nitriles

Hydrolases acting on phosphohistidine GFUV01000316.1_343 LOC692960 109.488 (120) 153/215 (71.16)

phosphorous-nitrogen | phosphatase

bonds

i antitrypsin, transcript GFUV01001446.1_1515 LOC692739 78.8312 (86) 174/257 (67.70)

variant 3
antitrypsin, transcript GFUV01001743.1_1833 LOC692739 118.505 (130) 379/583 (65.01)

variant 3
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antitrypsin, transcript GFUV01002634.1_2756 LOC692739 78.8312 (86) 141/205 (68.78)
variant 3

serine protease inhibitor 2 GFUV01006839.1_7139 LOC692573 100.472 (110) 120/161 (74.53)
uncharacterized GFUV01002171.1_2280 LOC100500745 91.4547 (100) 155/225 (68.89)
LOC100500745

uncharacterized GFUV01000435.1_466 LOC101735686 223.101 (246) 340/480 (70.83)
LOC101735686

uncharacterized GFUV01004411.1_4594 LOCI101735686 141.949 (156) 157/207 (75.85)
LOC101735686

uncharacterized GFUV01005222.1_5436 LOC101735686 131.129 (144) 160/216 (74.07)
LOC101735686

uncharacterized GFUV01004657.1_4871 LOCI101736728 315.072 (348) 326/427 (76.35)
LOC101736728

uncharacterized GFUV01000735.1_781 LOC101737875 279.005 (308) 491/713 (68.86)
LOC101737875, transcript

variant X5

uncharacterized GFUV01003921.1_4102 LOC101743712 152.769 (168) 168/224 (75.00)
LOC101743712

uncharacterized GFUV01006166.1_6466 LOC101743760 152.769 (168) 253/361 (70.08)
LOC101743760

uncharacterized GFUV01000685.1_729 LOC101744336 675.746 (748) 828/1128 (73.40)
LOC101744336

uncharacterized GFUV01001986.1_2088 LOC105842978 100.472 (110) 132/178 (74.16)
LOC105842978
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Tabela suplementar 1. Resultados da proteina do modelo tridimensional gerada pelo Phyre2, andlise da qualidade dos modelos e docking entre
digestivos de tripsina de Anticarsia gemmatalis e inibidores de proteina

Tridimensional Model Protein Ramachandram plot quality Protein Structure Docking Docking
(Phyre2) Analyses SERPIN SKTI
Proteins Minimum Minimum Allo . .
Tamplate General  Disallowed Overall Model quality CLUSPRO
Condidence % id. wed
Trypsins
B. mori 100 32 20 92.9 5.1 2.0 =277 -795.6 -1086.7
A.gemmatalis 1 100 31 20 88.1 8.7 32 -5.82 -784.0 -1088.5
A.gemmatalis 2 100 31 20 91.3 52 3.5 -3.88 -784.3 -1110.2
A.gemmatalis 3 100 28 20 91.2 5.8 3.0 -3.55 -845.7 -1017.3
A.gemmatalis 4 100 25 20 88.1 9.2 2.7 -4.13 -866.1 -929.4
A.gemmatalis 5 100 26 20 91.5 6.4 2.1 -4.39 -651.0 -905.4
A.gemmatalis 6 100 31 20 88.9 8.2 29 -2.51 -746.2 -984.3
A.gemmatalis 7 100 27 20 83.5 14.6 1.9 -5.45 -832.1 -1153.2
A.gemmatalis 8 100 30 20 90.7 6.7 2.6 -5.66 -793.2 -1030.4
A.gemmatalis 9 100 31 20 90.5 6.2 33 -4.55 -692.5 -930.4
Age’”;;’“"‘”s 100 33 20 89.4 15 3.1 5.82 7763 -995.4
A-gemmatalis 100 32 20 874 88 3.7 -6.19 -776.6 -1305.8
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Extensa reprogramacao de isoformas proteicas e alteracoes histopatologicas no intestino

médio de Anticarsia gemmatalis alimentado com inibidores de protease

RESUMO

Os inibidores de protease (IPs) interferem na digestdo, levando a mé absor¢do de nutrientes e
diminuindo a disponibilidade de aminodcidos para os insetos. A ingestdo de IPs pode retardar
o desenvolvimento, causar malformagdes anatomicas, reduzir a fertilidade e alterar o conjunto
de proteases no intestino do inseto. Este estudo avaliou o perfil protedmico no intestino médio
de Anticarsia gemmatalis alimentados com inibidores de protease sintéticos (Berenil® com bis-
benzamidina como ingrediente ativo) e naturais (SKTI) e seus efeitos sobre a fisiologia
intestinal, atividade proteolitica e as caracteristicas estruturais da ligacdo do inibidor de tripsina.
Maior numero de isoformas de proteinas foram identificadas especialmente relacionadas a
atividade de proteases e processos de estresse, sendo que o IP sintético desencadeou uma
reprogramagdo menor que o SKTI. Além disso, o Berenil promoveu maior reducio na atividade
da protease do intestino médio nos primeiros tempos de tratamento com IP. A modelagem
molecular das interacdes entre as proteases identificadas e os IPs indicou que o Berenil pode
interagir com as enzimas da tripsina e acessar um sitio mais hidrofébico promovendo o efeito
inibitério sobre as serino-proteases. Além disso, sua capacidade inibitdria e dano estrutural nas
células do intestino médio foi acelerada possivelmente pelo atraso na expressdo de proteases,
pela reprogramacdo menos extensa e pela menor expressdo de isoformas suprarreguladas.
Assim, a nossos resultados mostram que o uso de IPs sintéticos, como o Berenil, pode ser

eficiente para o manejo de A. gemmatalis.

Palavras-chave: bis-benzamidina, larvas, proteoma, soja, tripsina.
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ABSTRACT

Protease inhibitors (PIs) interfere with digestion, leading to poor nutrient absorption and
decreasing amino acid availability in insects. Ingestion of PIs can delay development, cause
anatomical malformations, reduce fertility, and changes the set of proteases in the insect gut.
This study evaluated the proteomic profile in the midgut of Anticarsia gemmatalis fed on
synthetic (Berenil® with bis-benzamidine as active ingredient) and natural (SKTI) protease
inhibitors and their effect on the gut physiology, proteolytic activity, and the structural
characteristics of the trypsin-inhibitor binding. Larger number of protein isoforms were
identified specially related to protease activity and stress processes, being that the synthetic PI
triggered a lower reprograming than SKTI. Furthermore, Berenil promoted higher reduction on
midgut protease activity at first times of PI treatment. Molecular modeling of the interactions
between the identified proteases and Pls indicated that Berenil can interact with the trypsin
enzymes and access to a more hydrophobic site promoting the inhibitory effect on serine
proteases. Besides, its inhibitory capacity and structural damage on the midgut cells was sped
up possibly by the delay in the expression of proteases, the reprogramming less extensive and
the lower expression of up-regulated isoforms. Thus, our results show that the use of synthetic

PIs, such as Berenil, can be efficient for the management of A. gemmatalis.

Keywords: bis-benzamidine, larvae, proteome, soybean, trypsin.
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1. INTRODUCAO

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) € a principal
praga desfolhadora da soja (Glycine max), comprometendo a produtividade com sérios efeitos
economicos (BUENO et al., 2021; LIMA et al., 2020; WALKER et al., 2000). A perda
econOmica na cultura da soja causada por A. gemmatalis tem incentivado a busca por estratégias
de controle de pragas que atualmente sdo baseadas em inseticidas sintéticos (KRINSKI;
FOERSTER; DESCHAMPS, 2018). No entanto, abordagens alternativas sdo necessdrias para
reduzir os efeitos poluentes, riscos para insetos benéficos ndo-alvo e evolucdo da resisténcia a
inseticidas em populacdes de pragas.

Em A. gemmatalis, assim como em outros insetos, as proteases digestivas, incluindo
serino proteases no canal alimentar, hidrolisam principalmente as proteinas ingeridas e,
posteriormente, influenciam tanto o crescimento, o desenvolvimento e a reproducdo do inseto
(DA SILVA JUNIOR et al., 2020; HEMMATI et al., 2017; HEMMATI; MEHRABADI, 2020).
Tripsinas-like sdo as principais serino proteases em A. gemmatalis € sua inibicdo promove
grande impacto na capacidade de digestdo proteica no intestino médio (DA SILVA JUNIOR et
al., 2020; OLIVEIRA et al., 2005; PATARROYO-VARGAS et al., 2018). Por esse motivo, as
tripsinas-like tém sido foco de inibi¢dio para comprometer o desenvolvimento larval (MERINO-
CABRERA et al., 2020a).

Muitos peptideos naturais e inibidores sintéticos de tripsina possuem uma arginina ou
uma lisina que se liga no sitio de especificidade da enzima, préximo a triade catalitica
responsavel pela catdlise (DE ALMEIDA BARROS et al., 2021; PRESNELL et al., 1998). Em
particular, a benzamidina, um imitador estrutural da arginina e um potente inibidor (MARES-
GUIA; SHAW, 1965), é o componente primdrio de muitos inibidores maiores. De fato, a
poténcia e especificidade para diferentes serino-proteases podem ser alcangadas pela
incorporagdo do pequeno inibidor benzamidina em inibidores sintéticos maiores € mais
complexos, como bis-benzamidina, um composto ativo de Berenil®. Este inibidor é um
exemplo de um inibidor sintético de tripsina (OLIVEIRA et al., 1993) mas seu efeito potencial
como inseticida, repelente e antialimentar contra pragas foi pouco testado em comparacdo com
o inibidor natural de soja SKTI (MARINHO-PRADO et al., 2012; PATARROYO-VARGAS
et al., 2020).

O conhecimento mais profundo das serino-proteases e sua ligacdo molecular a
inibidores que afetam a atividade proteolitica e a fisiologia intestinal em A. gemmatalis é

fundamental para o controle desse inseto-praga. A exposi¢cao ao Berenil permite conhecer
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melhor o centro ativo da tripsina e as interagdes moleculares com os IPs, bem como avaliar o
uso de inibidores sintéticos como estratégia de manejo integrado de pragas. Assim, este trabalho
teve como objetivo identificar as isoformas de proteinas envolvidas na resposta de A.
gemmatalis a ingestao de inibidores de protease sintéticos (Bis-benzamidina) e naturais (SKTI)
e seus efeitos nas caracteristicas estruturais do epitélio do intestino médio, atividade proteolitica

e caracteristicas da ligacdo do inibidor de tripsinas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Insetos e preparo da dieta artificial contendo IPs

Os insetos foram criados a 25 °C + 2 °C, 70% + 10% de umidade relativa e fotoperiodo
14:10 (claro:escuro) no Laboratério de Insetos do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal de Vigosa, Brasil. Para manter os insetos adultos, gaiolas
de 50 x 50 cm foram teladas e revestidas internamente com folhas de papel. As pupas foram
colocadas em placas de Petri (150 x 20 mm) dentro das gaiolas e, apds a eclos@o, as mariposas
foram alimentadas com uma solu¢do nutritiva composta por mel (20,0 g), cerveja (350 mL),
sacarose (50 g), acido ascorbico (1,05 g), nipagin (1,05 g) e dgua (650 mL), embebidos em uma
bola de algoddo colocada no fundo da gaiola. As folhas de papel contendo ovos de A.
gemmatalis foram cortadas em tiras de 2,5 x 10 cm e transferidas para frascos plasticos de 500
mL. Apés a eclosdo dos ovos, as lagartas foram alimentadas com dieta artificial de acordo com
Greene et al. (1976). As larvas de quinto instar foram separadas em gaiolas de 2 x 5 cm e
alimentadas com dieta (controle) e dietas suplementadas com IPs 0,0019% (p/v) do inibidor
sintético de serino-protease Berenil (Br) (tratamento 1) e 0,01% (w/v) de serino-protease Kunitz
(SKTI) (tratamento 2) conforme descrito por Chougule et al. (2008). As lagartas foram
coletadas apds 6, 12, 24 e 48 h de cada tratamento e respectivos controles. Os intestinos
retirados e armazenados a -80 °C. Para cada tratamento foram utilizados 10 potes com 2

lagartas.

2.2. Anadlise proteéomica por 2DE-LC/MS

O intestino médio de lagartas de quinto instar (quatro por tratamento e controle) foram
dissecados, agrupados e macerados com bastdao de vidro estéril sob 1,0 mL de solu¢do de HCI
102 M, a 4 °C, e depois centrifugados a 10000 g, por 10 min, a 4 °C, para remover detritos
celulares (OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005). Em seguida, o sobrenadante obtido
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contendo as proteinas foi coletado e precipitado com um volume de acido tricloroacético a 10%
em acetona por 12 h a -20 °C. A soluc¢do foi centrifugada a 6000 g por 30 min a 4 °C e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso e lavado duas vezes com acetona a 80%
em gelo e centrifugado a 6000 g por 10 min a 4 °C. Por fim, o pellet foi lavado com etanol 70%
e seco a temperatura ambiente. O extrato proteico obtido foi solubilizado em tampado de
solubilizacdo composto por 7 M de uréia, 2 M de tiouréia e 2% de CHAPS. A solucdo foi
solubilizada usando o Processador UltraSonic (Modelo GE 50) por ciclos de 5 a 10 s até a
completa solubilizag¢ao do pellet e as amostras foram armazenadas a -80 °C. As concentragdes
de proteina foram medidas pelo método de Bradford (1976).

A focagem isoelétrica (IEF) foi realizada em uma tira de IPG de 24 cm pH 3-10 (GE

Healthcare). As tiras foram previamente reidratadas por 14-20 h com 450 pL de tampao de
reidratacdo (7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 2% de CHAPS, azul de bromofenol 0,002%, 2% de
tampao IPG, 0,2% de DTT) com a adicdo de DeStreak 50% reagente (GE Healthcare). A
quantidade de proteina em cada amostra foi de 1,3 mg. As proteinas foram separadas na
primeira dimensdao usando o sistema de focagem IPGphor3 (GE Healthcare). Apds a
focalizacao, foram adicionados as tiras o tampao de equilibrio (6 M de uréia, 50 mM de Tris-
HCI (pH 8,8), 30% de glicerol e 4% de SDS) contendo inicialmente 1% (p/v) de DTT por 15
min seguido de 2,5 % (p/v) de iodoacetamida durante 15 min a temperatura ambiente. As tiras
de IPG foram colocadas em gel de poliacrilamida a 12% e seladas com agarose a 0,5%.
Os géis foram submetidos a eletroforese no sistema EthanDalt Six (GE Healthcare) a 20 mA/gel
por 10 h. Ao final da eletroforese, os géis foram fixados por 16 h em solugdo de etanol 40% e
acido acético 10%. Para visualizar as manchas de proteina, os géis foram submersos em solucao
de azul brilhante de Coomassie por 48 h e foram lavados com dgua ultrapura para eliminar o
excesso de solugdo corante. Os géis foram armazenados em solucdo de dcido acético a 5% e
digitalizados com ImageScanner III (GE Healthcare), com calibracdo de imagem pelo software
Labscan (GE Healthcare).

Os perfis de proteinas do intestino médio de lagartas expostas ou ndo a IP para cada vez
(em pares) foram comparados pelo software ImageMaster 2D Platinum 7 (GE Healthcare) para
determinar os pontos de abundancia de proteinas. Os pontos que apresentaram valores de radio
acima de 1,0 e ANOVA com valores de p abaixo de 0,05 foram considerados como expressos
diferencialmente. Trés réplicas bioldgicas foram usadas para cada tratamento. As abundancias
(% V) das manchas de proteina expressas diferencialmente usando os critérios acima foram
convertidas para mudanga de fold change e classificadas como reguladas para cima ou para

baixo.
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As manchas protéicas dos géis foram cortadas e previamente descoloridas em solucdo de
bicarbonato de amoénia 50 mM/metanol a 50%, seguida de desidratacdo com acetonitrila. As
proteinas foram entdo reduzidas com solu¢do de DTT 200 mM preparada em bicarbonato de
amonio 100 mM por 30 min a 56 °C e alquilagdo com solucdo de iodoacetamida 200 mM em
bicarbonato de amonio 100 mM por 30 min em temperatura ambiente. Os pedacos de géis foram
lavados com solu¢do de bicarbonato de amoénio 100 mM, desidratados com acetonitrila e secos
por centrifugacdo a vicuo. Para a digestdo proteolitica, as manchas foram reidratadas com 20
ng uL! de solucdo de tripsina por 20 h a 37 °C. Os peptideos digeridos foram extraidos por trés
ciclos usando o tampao de extracdo (50% (v/v) acetonitrila, 5% (v/v) 4cido férmico) e secos
por centrifugacdo a vacuo. Os peptideos foram dissolvidos em édcido férmico a 0,1% (v/v) e
analisados por LC-MS usando um sistema nanoUPLC (nanoACQUITY-Waters) contendo uma
coluna capilar C18 BEH130 1,7 uM 100 nm x 100 mm, operando a uma taxa de fluxo de 0,5
uL min!,

Os peptideos eluidos foram automaticamente injetados em um espectrometro de massa
ION TRAP Amazon (Bruker), online usando uma agulha de ioniza¢do nanoESI. A varredura
dos ions do espectrometro de massa foi realizada entre 300 e 1500 m/z no modo positivo e os
dados foram adquiridos por 70 min em cada anélise LC-MS/MS. O espectrometro de massa foi
operado no modo auto-MSn. A aquisi¢cdo de dados do instrumento LC-MS foi gerenciada pelo
software Hystar (Bruker) e os espectros foram processados com o software Data Analysis
(Bruker) usando as configura¢Oes padrdo para protedmica. Os espectros foram analisados pelo
programa PEAKS 7.0 com licenga de cliente local, conectado a um servidor remoto para
identificacdo de proteinas. Os parametros usados no programa foram: um banco de dados de
ESTs traduzido do intestino médio de Anticarsia gemmatalis, contendo 7806 contigs de DNA
de sequéncias de RNA transcritas (www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/308354) ou uma lista de
proteinas baixada do UNIPROT para todos os insetos tdxon; oxida¢do de metionina como
modifica¢do varidvel e carbamidometilacdo de cisteina como modificagdo fixa, uma clivagem
perdida, estados de carga de 2%, 3*, 4%, enzima de clivagem tripsina-like e erro de massa de 0,15
Da. Para identificacio de proteinas, consideramos uma taxa de falsa descoberta (FDR) inferior

a 1,0%, juntamente com pelo menos trés peptideos unicos.
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2.3. Atividades proteoliticas do intestino médio da lagarta

Para as atividades proteoliticas, 10 intestinos dissecados de larvas de quinto instar

alimentados com IPs e controle para cada tempo foram colocados em 1 mL de solu¢do de acido
cloridrico 107 M a 4 °C, (mantendo a propor¢io de quatro intestinos por 1 mL de solucio).
O extrato proteico contendo as enzimas proteoliticas foi obtido por lise celular resultante de trés
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento, seguido de maceracao em
pildo de polipropileno. As suspensdes obtidas foram centrifugadas a 10000 g por 30 min a 4 °C
e os pellets foram descartados. Os sobrenadantes contendo o material solivel foram separados
e armazenados a -20 °C.

A atividade das proteases totais do intestino das lagartas foi determinada usando
azocaseina como substrato em tampao Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, CaCl; 20 mM (pH 8,0), a 37
°C. A taxa de formagio do produto, calculada em M s!, foi obtida a partir dos valores de
absorbancia, utilizando-se a férmula V= Auo (¢ 1t)!, em que As4o corresponde a absorbancia
em 440 nm, € é o molar coeficiente de extin¢do (36 M! cm™), 1 é o caminho 6ptico (1 cm) e t é
o tempo de incubagdo da reagdo (120 s). Foram utilizadas aliquotas de 5 pg de proteinas de
cada amostra e 500 uL. de uma solu¢ao de azocaseina 0,3 mM e os valores de absorbancia foram
lidos continuamente a cada segundo até 120 s, no modo automético do espectrofotdmetro
(Hitachi UV-VIS, modelo U-5100), quando foram registrados os valores de As4o (para todas as
amostras foi observado um aumento linear da absorbancia).

A atividade de serino protease tripsina-/ike foi medida usando cloridrato de N-a-
Benzoil-L-arginina 4-nitroanilida 0,5 mM (L-BApNA) como substrato para atividade
amidolitica (amidasic) diluida em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,2 contendo 20 mM CaClo,
descrito por Erlanger et al. (1961). A atividade amidésica foi determinada pela formacao de p-
nitroanilina a 410 nm durante 2,5 min usando o coeficiente de extincdo molar de 8800 M em
!, O experimento foi conduzido em uma série de 3 repeticdes e ANOVA de duas vias foi usada
para comparar as respostas a exposicao de IPs ao longo do tempo.

As concentracdes de proteinas foram medidas pelo método de Bradford (1976),
utilizando albumina sérica bovina (BSA), na concentracio variando de 0 a 20 mg mL! para a
curva padrdo. As atividades enzimdticas de todos os ensaios foram realizadas em triplicata e

expressas de acordo com a concentragio de protefna (umol s pg! de proteina).
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2.4. Andlises histologicas do intestino médio da lagarta

Para andlise histoldgica, quatro lagartas de A. gemmatalis alimentadas com IPs e
controle para cada tempo foram coletadas e dissecadas em NaCl 125 mM e transferidas para a
solucdo fixadora de Zamboni (STEFANINI; MARTINO; ZAMBONI, 1967) por 12 h a 4 °C
(FIAZ et al., 2018a). Em seguida, o intestino médio foi desidratado em série gradativa de etanol
(70%, 80%, 90% e 95%) e embebido em historesina (Leica) seguindo as instru¢des do
fabricante. Secc¢oes de trés um de espessura foram obtidas com microtomo de rotagao e coradas

com hematoxilina (8 min) e eosina (30 s) e analisadas em microscépio de luz.

2.5. Docking proteina-ligante

A estrutura tridimensional das tripsinas de A. gemmatalis previamente modeladas (DA
SILVA JUNIOR et al., 2020) utilizando o servidor Phyre2 (KELLEY et al., 2015) foram
utilizadas como receptores na andlise de docking utilizando o software PyRx (DALLAKYAN;
OLSON, 2015). O arquivo individual de cada tripsina foi aberto na ferramenta de triagem
virtual PyRx como uma estrutura de proteina inicial no formato pdbqt. O ligante bis-
benzamidina (Berenil) foi escolhido e automaticamente teve sua energia minimizada e
convertida para o formato pdbqt. Em seguida, a caixa de grade foi aparecendo automaticamente
e foi ajustada para cobrir toda a superficie do receptor da proteina. O encaixe foi realizado com
Autodock Vina. O acoplamento proteina-ligante foi analisado por um ligante e comparado com
oito receptores de tripsina. Os melhores valores de energia de afinidade e pose estrutural do
ligante em cada encaixe foram obtidos/desenvolvidos em PyRx. O DS Visualizer 4.0 (Studio,
2012) e o Pymol (Molecular Graphics System, Versdo 2.0 Schrodinger, LLC) foram usados
para realizar todas as figuras. Os resultados estruturais dos encaixes entre tripsinas e Berenil

foram comparados com os resultados do inibidor de SKTI (DA SILVA JUNIOR et al., 2020).

3. RESULTADOS

3.1. Perfis de expressdo proteica do intestino médio de lagarta na presenca de inibidores de

protease

Inibidores de protease foram adicionados nas dietas das lagartas para avaliacdo da
reprogramacgdo da expressao proteica apds 6, 12 e 24 h da ingestdo (Fig. 1 e Tabela S1). Os

perfis de proteina por 2-DE foram contrastados com os respectivos controles sem a adi¢ao de
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IP e os aumentos ou diminui¢cdes das abundancias de proteinas foram mostrados como
regulados para cima e para baixo. Para todos os tratamentos, 312 e 240 manchas apresentaram
abundancias de proteinas diferenciadas e essas manchas foram classificadas como reguladas
para cima e para baixo, respectivamente (Fig. 1A). Um nimero maior de proteinas foi regulado
negativamente (57%), enquanto 43% foram regulados positivamente (Fig. 1A). Desses pontos,
134 foram identificados por LC-MS como peptideos tnicos, responsivos a SKTI, enquanto 126
pontos mostraram diferencga na presenca de Berenil (Tabela S2). Assim, um maior nimero de
isoformas de proteinas foi encontrado nos perfis de 2-DE. Além disso, as IDs para B. mori
homdlogas dessas proteinas Unicas, identificadas a partir dos perfis 2-DE de cada IP, foram
comparadas para verificar as proteinas compartilhadas nos perfis de expressdo (Fig. 1B).
Destes, 23 proteinas tnicas mostraram alteragdes na expressdo de proteinas tanto para cima
quanto para baixo tanto para Berenil quanto para SKTI (Fig. 1B). Portanto, € indicativo que
para a mesma proteina foram detectadas ID em diferentes isoformas (manchas com ponto
isoelétrico ou massa molecular diferente) com padrao de expressao diferencial. Caso contrério,
aprox. 30% das proteinas unicas apresentaram alteracOes especificas para cada padrao/perfil de

expressao (Fig. 1B).

(A)

mBR = SKTI

180
160
140
120
100
80
60
40
20

Number of Protein Isoforms

LA & & 3 3 3 5 3 & 3 3 4 3 4 3 4 41 g




162

(B)

BR UP SKTI Down

Figura 1. Distribuicdo das isoformas proteicas diferencialmente abundantes do intestino médio
de Anticarsia gemmatalis alimentados com Berenil (BR) e inibidor de tripsina Kunitz de soja
(SKTI). Em (A) os nimeros de isoformas sdo classificados como regulados para cima e para
baixo. Em (B) os numeros dessas isoformas mostram diferenca nas abundancias
especificamente para cada IPs.

As abundancias de proteinas com fold change para mais e para menos foram
adicionalmente divididas como precoce e tardia para indicar a reprogramacgdo da expressao
proteica no intestino médio da lagarta antes de 12 h e ap6s 24 h da ingestao de IP (Fig. 2). O
nimero de isoformas de proteinas classificadas como reguladas para baixo precocemente ou
tardiamente foi semelhante (Fig. 2A), enquanto aquelas classificadas como reguladas para cima
tardiamente foram maiores do que reguladas para cima precocemente, especialmente para
SKTI. Assim, indicando que as cascatas para ativar o aumento da expressdo da proteina foram
encontradas apos 24 h da ingestdo do IP, sendo 3,9 vezes maior do que apos 12 h (Fig. 2A).
Quando os IDs das proteinas Unicas foram comparados, suas distribuicdes foram semelhantes
entre Berenil (Fig. 2B) e SKTI (Fig. 2C), sendo apenas o nimero de proteinas suprarreguladas

posteriormente foi maior para SKTI.
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Figura 2. Efeito dos tempos de exposi¢io na distribuicdo das isoformas proteicas
diferencialmente abundantes do intestino médio de A. gemmatalis alimentados com Berenil
(BR) e inibidor de tripsina Kunitz de soja (SKTI). As isoformas proteicas dos perfis 2DE foram
classificadas como “precoces” quando a mancha foi detectada como diferencialmente
abundante antes de 12 horas de exposi¢do e como “tardia” ap6s 12 horas. Em (A) o numero de
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isoformas reguladas para cima e para baixo durante os tempos de exposi¢cdo precoce e tardia.
Em (B) o nimero de isoformas mostrando regulacdo para cima e para baixo especificamente
para cada tempo de exposi¢do em resposta a presenc¢a de Berenil. Em (C) o nimero de isoformas
mostrando regulacdo para cima e para baixo especificamente para cada tempo de exposi¢cdo em
resposta a presenca de SKTI.

3.2. Classificacdo funcional das proteinas diferencialmente expressas

As IDs de B. mori homologas as proteinas de A. gemmatalis identificadas a partir de
perfis 2-DE foram usadas para categorizacao funcional que foram agrupadas por regulagdo para
cima ou para baixo para cada IP (Fig. 3). Em geral, a maioria das isoformas de proteinas foram
classificadas como pertencentes a proteases, processo redox, protons acoplados a energia e
classes de atividade de transferase/modificacdao (Fig. 3 e Tabela S1). Para isoformas de
proteases reguladas negativamente, os nimeros foram semelhantes entre os PIs Berenil e SKTI,
com 34 e 33 isoformas, respectivamente (Fig. 3A), enquanto as isoformas reguladas
positivamente foram aprox. 2,3 vezes maior para insetos alimentados com SKTI (Fig. 3B).
Achado semelhante também ocorreu para outras classes funcionais de proteinas (Fig. 3A e 3B).
Por outro lado, a isoforma transferase/classe de modificac@o foi regulada negativamente com

SKTI
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Figura 3. Categorizagao funcional (Gene Ontology) das proteinas de abundancia diferencial do
intestino médio de A. gemmatalis alimentados em Berenil (BR) e inibidor de tripsina Kunitz de
soja (SKTI). (A) Nimero de isoformas reguladas negativamente. (B) Numero de isoformas
reguladas positivamente.
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Outras isoformas de proteinas foram identificadas e agrupadas como hidrolases (Fig.
3A e 3B), incluindo dominio de proteina a, B-hidrolase-1 (2 isoformas) e hidrolase de éster
carboxilico (5 isoformas). As alfa/beta-hidrolases pertencem a um grupo de enzimas
estruturalmente relacionadas a diversas funcdes cataliticas, incluindo acetilcolinesterase, serino
carboxipeptidase, prolil aminopeptidase e prolil oligopeptidase. Essa classe inclui as enzimas
esterases, que hidrolisam as ligacOes ésteres presentes em uma ampla variedade de inseticidas
e, portanto, essas enzimas podem estar envolvidas na resisténcia aos principais produtos
quimicos utilizados em programas de controle, mecanismo conhecido como resisténcia
metabolica (MONTELLA; SCHAMA; VALLE, 2012). Algumas hidrolases foram
identificadas como a proteina glicosil hidrolase familia 31 com trés isoformas que estdo
envolvidas no metabolismo de carboidratos.

Alguns grupos de proteinas regulados para cima e para baixo foram relacionados ao
metabolismo energético, principalmente as bombas de prétons como ATP sintase, ATPase e
proteinas de transferéncia de elétrons (Tabela S1), indicando que os IPs tém efeito direto e
indireto no metabolismo celular do intestino médio da lagarta. Muitas proteinas demonstraram
ser expressas de forma diferente em resposta aos IPs na dieta e tém atividades envolvendo
reacOes de oxidacdo-reducdo (redox), incluindo varias desidrogenases, oxidorredutases,
glutationa transferases, superéxido dismutase e tiol peroxirredoxina (Tabela S1). Muitos deles
tém sido associados as respostas ao estresse oxidativo celular. Além disso, muitas isoformas
foram identificadas como proteinas de choque térmico e a maioria foi regulada positivamente
(Tabela S1). As proteifnas de choque térmico de insetos incluem pequenas proteinas de choque
térmico independentes de ATP e as proteinas maiores dependentes de ATP sdo sintetizadas
constitutivamente em insetos e induzidas por condi¢des de estresse (KING; MACRAE, 2015).

Alteracdes na abundancia de proteinas mostraram que o metabolismo das células do
intestino médio na presenga dos IPs desencadeia um mecanismo adaptativo em resposta ao
estresse nutricional. A expressdo diferencial da via de glicdlise, metabolismo de proteinas,
absor¢do, transporte e ligacdo a dcidos graxos também mostram cascatas para modular o
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios que ocorrem no intestino médio em resposta
a presenca de IPs (Tabela S1 e Fig. 3). Algumas proteinas responsivas pertencem a proteinas
contendo dominio FABP e sdo importantes para a absorcao e transporte de dcidos graxos no
intestino médio durante os estdgios de alimentacao larval do inseto. Proteinas do metabolismo
energético central também foram reguladas positivamente, provavelmente para compensar a
reduc¢do da oferta de aminodcidos, como observado pelo aumento da abundancia de glutamina

sintetase (3 isoformas) e aspartato aminotransferase (1 isoforma).
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Proteinas de armazenamento (SPs) e vitelogenina também foram reguladas em resposta
aos IPs. O acimulo e a utilizacdo de SPs e vitelogenina sdo importantes para a metamorfose do
inseto e funcionam como reserva de aminodcidos para a producdo de proteinas adultas
(OGAWA; TOJO, 1981; TELANG; BUCK; WHEELER, 2002). Os SPs de insetos sdo
categorizados em dois grupos: proteinas ricas em metionina e proteinas ricas em aromaticos
(arilforinas). Em B. mori, a proteina de armazenamento 1 (SP1) é nomeada para proteina rica
em metionina, e a proteina de armazenamento 2 (SP2) é nomeada para proteina rica em
aromadticos (arilforina). Para o armazenamento de proteina 1, os perfis de expressao foram
semelhantes, no entanto, a arilforina foi regulada positivamente apenas em resposta a SKTI
(Tabela S1).

As proteinas ribossomais, incluindo a proteina ribossomal L28 e L6, foram comuns no
intestino médio de lagartas alimentadas com IPs. A proteina reguladora da biogénese do
ribossomo foi regulada para baixo precocemente para ambos os IPs e, portanto, pode ser um
sinal de que, sob estresse de inibicdo de protease e fome de aminodcidos, a biossintese de
proteinas foi prejudicada nas células do intestino médio. Os perfis de expressdo de proteinas
mostraram uma regulacio negativa de uma proteina homoéloga a proibitina, que compreende
uma familia altamente conservada de proteinas implicadas em importantes processos celulares,
como estruturas de membrana, garantindo o recrutamento de proteases de membrana para
facilitar o processamento do substrato (OCHOA-CAMPUZANO et al., 2013).

Sete proteinas unicas foram identificadas para responder a IPs no intestino médio da
lagarta mostrando homologias com proteinas envolvidas em processos de sinalizacdo celular,
como a proteina quinase C, proteina citosélica de ligagdo ao hormonio juvenil 36 kDa e uma
subunidade alfa de importina (Tabela S1). A familia de genes da proteina quinase C (PKC)
compreende serina/treonina quinases que atuam como moléculas sinalizadoras centrais e
reguladoras de um amplo espectro de processos celulares, incluindo fun¢do de barreira epitelial
e imunidade. A importina sub-alfa medeia o transporte da proteina ou RNA do citoplasma para

0 limen nuclear.

3.3. Abundancias de protease em resposta a IPs adicionados nas dietas

As proteinas mais responsivas foram as subclasses de proteases (Tabela S1 e Fig. 3)
porque uma longa histéria de estreita associacdo entre insetos herbivoros e suas plantas
hospedeiras levou a respostas fisioldgicas sofisticadas aos IPs dietéticos. As proteases foram

classificadas em cinco tipos cataliticos: serina, treonina, cisteina, aspartica e metaloprotease.
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Um total de 103 isoformas de proteinas foram identificadas para 20 proteases tnicas (20 IDs
homdlogas a B. mori) (Tabela 1). De 103 proteinas, 34 e 31 isoformas foram reguladas para
baixo precoce e tardiamente, enquanto quatro e 34 foram reguladas para cima precoce e
tardiamente, respectivamente. Assim, 65 isoformas foram reguladas negativamente e 38 foram
reguladas positivamente em resposta aos IPs.

AlteracOes nas abundancias diferenciais foram mais observadas para a classe das serino-
proteases (Tabela 1), como 70 isoformas e 13 proteinas tinicas. Dentro da serino protease, 27 €
12 foram regulados positivamente, enquanto 17 e 28 foram regulados negativamente para SKTI
e Berenil, respectivamente. Essa resposta inversa entre os IPs € indicativa de que SKTI
desencadeia uma cascata diferente ou mais intensa para a biossintese de isoformas de serino
protease. Também foram identificadas 19 isoformas para duas proteinas tUnicas como
metalocarboxipeptidase (Tabela 1). Interessante, outros tipos de isoformas de proteases foram
identificados como pertencentes ao complexo proteassoma, com 11 isoformas para quatro
proteinas tnicas. Assim, mostra que sob estresse de privacdo de aminoécidos a degradacdo
proteica foi ativada nas células intestinais da lagarta. De fato, uma proteina identificada
apresentando homologia com uma proteina de B. mori (ID H9IYN7) atua na ativacdo da
atividade da endopeptidase cisteina-like e estd envolvida no processo apoptético. Esta proteina
foi suprarregulada tardiamente apenas para SKTI e foi classificada como “regulagdo da
atividade da protease” na Tabela S1.

A partir dos perfis de proteina 2-DE, 21 isoformas de proteinas classificadas como
“atividade de inibicao de protease” foram identificadas (Tabela S1) para duas IDs homdlogas
de B. mori como serpina-2 e antiquimotripsina-2. Algumas isoformas foram reguladas para
cima e outras para baixo de modo semelhante para SKTI e Berenil. Serpinas de insetos sao
encontradas expressas em vdarios Orgdos, incluindo corpos gordurosos, intestino médio e
hemocitos (MEEKINS; KANOST; MICHEL, 2017). Acredita-se que a maioria dessas serpinas
estd relacionada a imunidade inata e atua inibindo serino proteases. Por exemplo, quando B.
mori foi desafiado por patégenos como Micrococcus luteus e Serratia marcescens, a expressao
de serpin6 aumentou significativamente (LI et al., 2017). Verificou-se que BmSerpin6 inibiu
diretamente a expressdo das proteinas antimicrobianas drosomicina e gloverina2, e a atividade
da polifenol oxidase (PPO) na cascata de melanizacdo. Em estudos de Manduca sexta, os
pesquisadores mostraram que a serpina-1 poderia formar um complexo com a serino protease
hemolinfa protease 8 (HP8), para inibir a ativagdo da via Toll (AN et al., 2011) durante a
infeccdo bacteriana. No entanto, o papel desses IPs nas cascatas regulatdrias para responder aos

IPs no intestino médio de insetos ainda néo foi descrito.
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3.4. Atividades de protease no intestino médio da lagarta na presenca de IPs

Considerando as alteracdes nas abundancias de proteases, tanto para proteinas dnicas
quanto para isoformas no intestino médio de lagartas alimentadas com IPs, as atividades de
protease total e tripsina amiddsica também foram avaliadas. Além disso, as abundancias de
isoformas de proteinas também foram reguladas para cima e para baixo dependendo do tempo
de exposi¢do e, portanto, foram testadas e comparadas para caracterizar as mudangas na
atividade proteolitica no intestino médio por 6, 12, 24 e 48 h apds a ingestdo de IPs.

As atividades gerais da protease variaram de acordo com o tempo, apresentando
redugdes e aumentos em relacdo ao controle. Apds 12 h, as atividades de protease foram 35%
menores para ambos os IPs do que a dieta controle (Fig. 4A).

Assim, o aumento da atividade apds 24 h em comparagdo com o controle € adaptativo e
ajuda as larvas a superar os efeitos negativos da diminui¢do da atividade apds 12 h. As larvas
voltaram ao “normal” ap6s 48 h, pois t€ém a mesma atividade que as larvas de controle. Por
outro lado, a atividade proteolitica no intestino médio na preseng¢a de SKTI foi gradualmente
recuperada apds inibicao em 12 h e apds 48 h atingiu valores aprox. 50% maior que o controle.
A atividade de serino-protease foi 53% menor para tripsina em lagartas alimentadas com
Berenil, enquanto SKTI ndo teve efeito sobre a atividade de tripsina de acordo com os periodos

avaliados (Fig. 4B).
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Figura 4. Efeito de Berenil (BR) e inibidor de tripsina Kunitz de soja (SKTI) nas atividades de
protease no intestino médio de Anticarsia gemmatalis. (A) Atividade de protease total. (B)
atividade amidésica de tripsina-like. O asterisco € indicativo de significancia estatistica ao
comparar as médias das atividades de protease em cada tempo de exposicdo por ANOVA e
teste de Tukey.
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3.5. Andlises histologicas do intestino médio de A. gemmatalis

As células do intestino médio da lagarta foram avaliadas para verificar alteragdes
histopatoldgicas causadas por IPs nas dietas. No controle, o intestino médio permaneceu intacto
com um epitélio de camada tnica com células digestivas e caliciformes, bem como alguns

ninhos de células regenerativas (Fig. 5A).

Figura 5. Micrografias de luz do intestino médio de lagartas Anticarsia gemmatalis alimentadas
com dieta artificial. (A) Aspecto geral do epitélio mostrando células digestivas (DC) com borda
em escova apical (BB) bem desenvolvida, células caliciformes (GC) e ninho de células
regenerativas (RC). (B) Detalhes da célula digestiva (DC) com citoplasma homogéneo e niicleo
bem desenvolvido (N), e células caliciformes (GC) com borda em escova da cavidade (BB) e
nuicleo basal (N). L — limen do intestino médio.
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As células digestivas apresentavam citoplasma homogéneo, borda em escova apical
evidente e nucleo bem desenvolvido com cromatina descondensada (Fig. 5B). As células
caliciformes apresentavam uma grande cavidade com borda em escova (Fig. 5B).

As lagartas alimentadas com inibidores da protease SKTI e Berenil apresentaram
algumas diferencas no epitélio do intestino médio em comparagdo com o controle. O intestino
médio de A. gemmatalis exposto a SKTI por 6 h e Berenil por 12 h tiveram as células digestivas
com vacuolizacdo do citoplasma (Figs. 6A, 6B) e presenca de células caliciformes com
desorganizacdo da borda em escova (Fig. 6C), caracteristicas que foram mantidas até 24 h de
exposicdo. As lagartas alimentadas com ambos os inibidores por 48 h apresentaram as células
digestivas com saliéncias apicais (Fig. 6D) e liberacdao de fragmentos celulares, alguns com

nicleo (Fig. 6D) para a luz do intestino médio.

Figura 6. Micrografias de luz do intestino médio de lagartas de A. gemmatalis alimentadas com
Berenil e inibidores de protease do inibidor de tripsina Kunitz de soja (SKTI). (A) Lagarta
alimentada com SKTI por 6 h mostrando célula digestiva (DC) com citoplasma vacuolizado
(Va). (B) Células digestivas com vacuolos citoplasméticos (Va) apds 12 h de exposicdo ao
Berenil. (C) Detalhe da célula caliciforme (GC) com borda em escova desorganizada (setas)
apos 48 h de exposicao ao SKTI. (D) Detalhe do epitélio do intestino médio 48 h apds exposi¢cdo
ao Berenil mostrando células caliciformes (GC) com borda em escova desorganizada (setas),
células digestivas (CD) com borda em escova desorganizada (BB), protrusdes apicais (PT) I,
algumas com nucleo (pontas de seta) e fragmentos celulares (Fr) liberados para o limen (L). N
—nucleo, PM — matriz peritréfica.
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3.6. Docking proteina-ligante

Para sondar as interacdes entre as tripsinas de A. gemmatalis e o inibidor de Berenil,
uma andlise bioinformaética foi realizada usando Pyrx para identificar potenciais locais de
interacdo nas proteinas. Para cada encaixe, o software produziu os 10 principais modelos de
encadernacdo. O melhor modelo para cada docking foi escolhido de acordo com os resultados
da energia de afinidade (Kcal/mol) (Tabela 2).

A representacdo grafica da posicdo de interagdo do Berenil na tripsina mostrou que os
IP possuem dois sitios de interacao na tripsina de A. gemmatalis, 62,5% das interagdes no sitio
S2' (Fig. 7) e 37,5% ligando-se ao residuo de aminoécido préximo ao local S1. As conformacdes
adotadas pelo inibidor de Berenil em cada um dos complexos foram diferentes, pois interagiu
com diferentes residuos de aminodcidos na superficie das proteinas via ligacdes de hidrogénio

e interacOes hidrofébicas (Fig. 8).
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A.

Active site

Figura 7. Visao geral da pose de encaixe mais bem classificada da ligacdo de Berenil com
tripsinas digestivas de Anticarsia gemmatalis (Tripsina 1-8). Tripsina em magenta, sitio ativo
em verde e Berenil em azul.
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Figura 8. Perfil farmacoférico do complexo Berenil-tripsina apés docking molecular. Circulos
coloridos e linhas pontilhadas indicam o tipo de interac¢do entre Berenil e aminoacidos da cadeia
lateral de tripsinas. (A-H) Tripsina 1 em tripsina-8. Verde representa ligacdes de hidrogénio,
carga atrativa laranja, interagdes Pi-sigma roxas, intera¢des em forma de Pi-Pi rosa, ligacdo de

hidrogénio do doador Pi azul.
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Os aminodcidos na bolsa S2' e aqueles proximos a triade catalitica estavam envolvidos
na ligacdo com Berenil formando liga¢des de hidrogénio, pi-sigma, pi-alquil, pi-anion, pi-
cation, pi-doador e carga atrativa (Fig. 8).

Aminodcidos polares e ndo polares desconhecidos foram responsaveis pela interacao
tripsinas-berenil. Alguns aminodcidos polares desempenham um papel no complexo tripsina-
berenil, aprox. 50% dos complexos mostraram Arg, Asp e Glu realizando ligacdes de

hidrogénio e interacdes de carga atrativas com o ligante (Fig. 8).

4. DISCUSSAO

A eficiéncia de defesa da planta a insetos por meio de IPs pode ser prejudicada pela
adaptacdo do herbivoro. Essa associagdo coevolutiva entre o inseto fitéfago e a planta
hospedeira desenvolveu respostas fisioldgicas no inseto que contornam os efeitos negativos
causados pelos IPs presentes na dieta (DAWKAR et al., 2013; ZHU-SALZMAN; ZENG,
2015). Uma dessas respostas fisioldgicas dos insetos aos IPs de plantas € a regulacdo diferencial
de multiplas proteases digestivas (LOMATE et al., 2018). Assim, nosso estudo mostra pela
primeira vez uma analise abrangente sobre a resposta protedmica de lagartas de A. gemmatalis
alimentadas com os PIs Berenil e SKTI, sugerindo que variagdes na sintese e modifica¢des pos-
traducionais de proteinas especificas sao responsaveis pela superacdo dos insetos aos IPs. Além
disso, Berenil tem a inibicdo médxima de enzimas tripsina-/ike 2 h apds a exposi¢ao, confirmada
pela sua ligacdo no sitio S2' da tripsina através de ligacdes de hidrogénio e carga atrativa, e a
formacdo de sali€ncias apicais nas células do intestino médio que sdo liberadas para o lumen
intestinal revelado por microscopia de luz.

A ingestao de Berenil e SKTI por A. gemmatalis mostra que este inseto compensa a
inibicdo de enzimas proteoliticas pela secrecdo tardia de outras proteases. Esse achado é
evidenciado por um maior numero de isoformas proteicas reguladas positivamente para
protease e uma diminuicdo da atividade da protease apds 12 h de exposicdo, apesar de nao
diferir do grupo controle apds 48 h. A compensagdo pela inibi¢do das atividades das enzimas
endopeptidase pelo aumento das atividades das isoformas das exopeptidases foi relatada em
Helicoverpa armigera (Lepidoptera) (LOMATE et al., 2018), sugerindo que essas proteases
digestivas sdo sintetizadas niao apenas devido a ativag@o e repressao de genes, mas também
devido a modificag¢des poés-traducionais quando a lagarta é exposta a IPs na dieta (CHOUGULE

et al., 2005; GRABHERR et al., 2011; PATANKAR et al., 2001; SARATE et al., 2012).
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Moléculas pequenas, como inibidores sintéticos, t€m vdrias vantagens em comparacao
com outros agentes quimicos potenciais, incluindo estabilidade metabdlica, biodistribuicao,
meia-vida, custo de fabricagdo, farmacocinética e permeabilidade (RAN et al., 2015; ZHAO et
al., 2017). No entanto, ndo se pode descartar que pequenas moléculas possam ter algumas
desvantagens quando as interacdes proteina-proteina sdo o alvo, devido a sua superficie
limitada (RAN; GESTWICKI, 2018). No entanto, o efeito dessas moléculas na resposta através
da expressdo de proteases pode ser vantajoso para o manejo de pragas agricolas, como
demonstrado pelos resultados aqui obtidos. Quando o inseto € exposto a uma molécula inibitdria
pequena, como o Berenil, a expressdo de proteases pode ser retardada, a reprogramacgdo pode
ser menos extensa, € a expressdo de algumas proteinas € regulada positivamente. Esses
resultados podem indicar que o efeito inibitério do Berenil comparado ao SKTI pode ser mais
severo devido a resposta retardada ao nivel de expressdo de novas proteases que podem mitigar
o efeito inibitdrio desta molécula. Além disso, a recuperacdo do inseto foi mais rdpida quando
desafiada com Berenil em compara¢ao com SKTI, sugerindo que o inibidor natural de soja tem
um efeito tardio na modulacao da atividade de proteases totais. Esse resultado pode indicar que
o SKTI é mais despercebido pelo sistema de defesa dos artrépodes, implicando em um efeito
mais duradouro. A melhor resposta de A. gemmatalis a exposicdo do SKTI na dieta pode ser
devido a estreita associacdo evolutiva com suas plantas hospedeiras (como as plantas de soja
que produzem SKTI) resultando em respostas fisioldgicas sofisticadas aos IPs dietéticos
(RYAN, 1990; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Berenil tem uma ligacdo diazo entre dois
anéis amino de benzamidina e se liga ao sitio ativo como um inibidor competitivo de tripsina.
Ha também uma ligagdo efetiva no sitio secundério da enzima, exibindo um comportamento
parabdlico parcialmente competitivo com o substrato (JUNQUEIRA; SILVA; MARES-GUIA,
1992). Devido a isso, Berenil é um inibidor severo de A. gemmatalis.

A nivel cinético, os SKTI apresentam menor constante de inibi¢ao (Ki) em comparacao
com os inibidores sintéticos, o que lhes permite ocupar todos os sitios de ligacao disponiveis
no centro ativo da enzima e assim ocorre um ajuste otimizado no inibidor enzimético (EI)
formagdo complexa. Os inibidores sintéticos, por serem menores, ndo ocupam todos os sitios
disponiveis da enzima, formando complexo EI menos estdvel (MERINO-CABRERA et al.,
2020a, 2020b; PATARROYO-VARGAS et al., 2020; VOLPICELLA et al., 2003). Neste
estudo, descobrimos que a sintese proteica ¢ acompanhada por mudangas no perfil enzimatico
do inseto. A capacidade hidrolitica da tripsina de A. gemmatalis diminui 53% ap6s 48 h de
exposicao ao Berenil, que € maior em comparagdo com SKTI. Além disso, SKTI aumenta o

nimero de proteases diferencialmente abundantes em um menor tempo de exposicdo,
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mostrando que o aumento da producio de proteases ndo € suficiente para contornar os efeitos
inibitérios de SKTI em um curto periodo. Achados semelhantes foram relatados para outros
insetos expostos a inibidores de protease vegetal (COTABARREN et al., 2020; JONGSMA;
BOLTER, 1997).

A reprogramacdo génica € uma resposta esperada na tentativa do inseto de superar os
efeitos negativos dos IPs e assim aumentar sua tolerancia. Helicoverpa armigera (Lepidoptera)
responde de forma adaptativa aos efeitos de IPs vegetais regulando a expressdo de genes que
codificam para proteases (CHOUGULE et al., 2005; GRABHERR et al., 2011; PATANKAR
et al., 2001; SARATE et al., 2012). Além de atuarem diretamente nas enzimas proteoliticas do
intestino de A. gemmatalis, os IPs também acionam a sinalizacdo celular para reprogramar
genes relacionados ao estresse. Isso confirma que os inibidores de protease podem induzir ndo
apenas mudancas na assimilagdo de nutrientes como proteinas, mas também podem induzir
apoptose e estresse oxidativo em células do intestino médio de A. gemmatalis, como ja foi
demonstrado em outros insetos-praga (NAPOLEAO et al., 2019).

Além disso, os IPs causam alteracdes na morfologia do intestino médio dos insetos. Em
ambos os tratamentos contendo IP, as células digestivas do intestino médio apresentaram
vacuolizagcdo do citoplasma (apés 6 h em SKTI e 12 h em Berenil) que se mantém até 24 h,
ap6s a ocorréncia de sali€ncias apicais que sdo liberadas como fragmentos celulares para o
limen intestinal. Além disso, a borda em escova das células caliciformes sofre grave
desorganizacdo. Essas caracteristicas podem estar relacionadas ao numero de proteinas
relacionadas ao estresse expressas em A. gemmatalis, que tem sido associada a vacuolizacio do
citoplasma como resposta ao estresse metabdlico, uma vez que o intestino médio é um
importante 6rgdo de desintoxicacdo e defesa antioxidante (LUSHCHAK et al., 2018).
Possivelmente, muitos desses vacuolos também sdo autofagossomos degradando organelas
danificadas. A liberacdo de fragmentos celulares no limen tem sido associada a secrecao
apdcrina, mas também a mecanismos de morte celular, pois alguns desses fragmentos contém
o nucleo celular (semelhante a apoptose em mamiferos) (SHUBIN et al., 2016). Caracteristicas
semelhantes de morte celular foram relatadas nas células do intestino médio de A. gemmatalis
expostas a alguns pesticidas (ALMEIDA et al., 2014; FIAZ et al., 2018a,b; CASTRO et al.,
2019a,b).

Andlises de docking molecular e caracterizacdes das energias de ligacdo do inibidor
Berenil as tripsinas de A. gemmatalis mostraram que a estabilizacdo deste complexo € alcangada
por 39% de ligagdes de hidrogénio e 61% de interagdes hidrofébicas. No entanto, as

contribuicdes para a mudancga total na energia livre de Gibbs durante a ligacdo do Berenil
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podem estar associadas a essas interagdes. Diferencas nas energias de afinidade entre a tripsina
e o ligante podem ser explicadas pelas variacOes das ligacdes de hidrogénio em cada docking,
como mostrado em outros estudos (PERILO et al., 2010). Essas diferencas podem ser
explicadas pela variacdo dos residuos de aminodcidos envolvidos na interacdo, que sao
principalmente polares ou apolares ndo carregados nos sitios S2° e proximos a S1.

Em resumo, propomos que um inibidor de Berenil pode interagir com a tripsina através
de ligagdes de hidrogénio permitindo ao ligante acessar um bolsdo mais hidrofébico e seu efeito
inibitorio sobre serino-proteases potencializado, conforme validado nas andlises experimentais.
Além disso, a integracdo de nossos resultados mostra que o uso de Berenil pode ser eficiente
para o manejo de A. gemmatalis, uma vez que sua capacidade inibitéria e danos morfoldgicos
nas células do intestino médio € rdpida possivelmente pelo atraso na expressdo de proteases,
menos extensa reprogramacdo de isoformas de proteinas e a menor expressdo de proteinas

reguladas para cima.
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TABELAS

Tabela 1: Isoformas de protease diferencialmente expressas no intestino médio de lagartas de
Anticarsia gemmatalis alimentadas com inibidores de protease Berenil (BR) e inibidores de
tripsina Kunitz de soja (SKTI) em comparagcdo com lagartas alimentadas com dieta controle
sem inibidores

INHIBITOR  PROTEASE TYPE B”;”I;’yx P ﬁg{gl\l ggz;‘ DL‘;VtVe“ E'iﬁy L[ft’e
BR serine-type peptidase HOIVN9 Trypsin alpha-3 1 5 NA 1
SKTI serine-type peptidase HOIVN9 Trypsin alpha-3 1 4 1 3
BR serine-type peptidase H9J230 Peptidase S1 domain 1 1 NA NA
SKTI serine-type peptidase H9J230 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
BR serine-type peptidase H9J231 Trypsin-like serine protease 8 1 NA 1
SKTI serine-type peptidase H9J231 Trypsin-like serine protease 8 2 2 NA 2
BR serine-type peptidase H9J243 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
SKTI serine-type peptidase H9J243 Peptidase S1 domain 1 2 NA 4
BR serine-type peptidase H9J4K5 Peptidase S1 domain 1 1 NA NA
SKTI serine-type peptidase H9J4K5 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
BR serine-type peptidase HOJAI9 chymotrypsin-2 isoform X1 1 NA NA NA
SKTI serine-type peptidase HOJAI9 chymotrypsin-2 isoform X1 NA 1 NA NA
BR serine-type peptidase H9JG67 Peptidase S1 NA NA 1 NA
SKTI serine-type peptidase H9JG67 Peptidase S1 NA NA NA 1
BR serine-type peptidase HO9JJA9 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
SKTI serine-type peptidase HO9JJA9 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
BR serine-type peptidase H9JL75 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
SKTI serine-type peptidase HIJL75 Peptidase S1 domain 1 NA NA 1
BR serine-type peptidase H9JM38 Peptidase S1 domain 1 NA NA 3
SKTI serine-type peptidase H9JM38 Peptidase S1 domain 2 3 NA 3
BR serine-type peptidase 001953 Serine protease 1 1 NA 1
SKTI serine-type peptidase 001953 Serine protease 1 NA NA 2
BR serine-type peptidase H9J268 Peptidase S1 domain NA 2 NA NA
BR serine-type peptidase H9JOV4 alpha-aspartyl dipeptidase X1 NA 1 NA NA
BR metallocarboxy HOJIY6 Peptidase_M14 domain 3 1 NA 2
SKTI metallocarboxy HOJIY6 Peptidase_M14 domain 1 1 1 4
BR metallocarboxy H9JUR3 Peptidase_M14 domain 1 1 NA 1
SKTI metallocarboxy HO9JUR3 Peptidase_M14 domain 1 1 NA 1
BR Proteasome HIJVG2 Proteasome subunit beta type-2 1 NA NA NA
SKTI Proteasome HIJVG2 Proteasome subunit beta type-2 1 NA NA 1
BR Proteasome HOJWI4 Proteasome endopeptidase 1 1 NA NA
SKTI Proteasome HOIWI4 Proteasome endopeptidase 1 1 NA NA
BR Proteasome Q2F5X2 Proteasome subunit alpha 1 NA NA NA
SKTI Proteasome Q2F5X2 Proteasome subunit alpha 1 NA NA NA
BR Proteasome H9JI85 Proteasome subunit alpha NA NA 1 1
SKTI Mitochondrial peptidase HO1797 Mitochondrial peptidase beta 1 NA NA 1
TOTAL 34 31 4 34
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Tabela 2. Valores de energia de afinidade determinados por docking molecular de oito tripsinas
de Anticarsia gemmatalis e o ligante inibitério Bis-benzamidina (Berenil) usando o software
PyRx. Os valores correspondem ao melhor modelo para cada encaixe

Complexes (Trypsin-Berenil) Affinity energy (Kcal/mol)
Trypsinl-Berenil -71.9
Trypsin2-Berenil -7.6
Trypsin3-Berenil -7.4
Trypsin4-Berenil -8.1
Trypsin5-Berenil -7.6
Trypsin6-Berenil -7.9
Trypsin7-Berenil -7.4
Trypsin8-Berenil -7.3




Tabela S1: Isoformas proteicas diferencialmente expressas do intestino médio de lagartas de Anticarsia gemmatalis alimentadas ou ndo com
inibidores de protease Berenil (BR) e inibidores de tripsina Kunitz de soja (SKTI). As isoformas proteicas dos perfis 2DE foram classificadas como
“precoces’ quando a mancha foi detectada como diferencialmente abundante antes de 12 horas de exposi¢cdo e como “tardia” ap6s 12 horas

PI Molecular process Bombyx Protein name BR Down  BR Down BR UP BR UP
ID Early Late Early Late
BR Actin binding H9ISA2 ADF-H domain-containing protein 1 NA NA 3
SKTI Actin binding H9ISA2 ADF-H domain-containing protein NA NA NA 1
BR Actin binding H9JLR9 Uncharacterized protein NA 1 NA NA
SKTI Actin binding H9JLR9 Uncharacterized protein NA 1 NA NA
BR Actin binding H9JLZ2 Transgelin NA NA NA 2
SKTI Actin binding H9JLZ2 Transgelin NA NA NA 1
BR Actin binding H9JWN1 Actin muscle-type Al NA 4 3 4
SKTI Actin binding H9JWN1 Actin muscle-type A1 1 4 NA 2
BR Amino acid metabolism HIITO07 Glutamine synthetase NA NA NA 1
SKTI Amino acid metabolism HIITO07 Glutamine synthetase NA NA 1 2
BR Amino acid metabolism H9J1D2 Aspartate aminotransferase NA 1 NA 1
BR Amino acid metabolism H9J441 Glutamine synthetase NA NA NA 4
SKTI Amino acid metabolism H9J441 Glutamine synthetase 2 1 NA 3
BR Cell cycle H9JHM2 Inhibitor of growth protein 1 NA NA NA
SKTI Cell cycle H9JHM2 Inhibitor of growth protein 1 2 NA NA
BR Cell morphogenesis H9JLN6 C-CAP/cofactor C-like domain-containing protein 1 NA NA 1
SKTI Cell morphogenesis H9JLNG6 C-CAP/cofactor C-like domain-containing protein 1 1 NA 1
BR Dna binding H9JOW4 DNA topoisomerase I NA NA NA
SKTI Dna binding H9JOW4 DNA topoisomerase I NA NA NA 1
BR Dna binding H9JGS2 TPR_REGION domain-containing protein 1 1 NA NA
SKTI Dna binding H9JGS2 TPR_REGION domain-containing protein 1 1 NA NA
SKTI Dna binding H9JMBS Barrier-to-autointegration factor NA NA NA
BR Electron transfer activity Q2F6A1 Electron-transfer-flavoprotein beta polypeptide NA NA NA
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SKTI  Electron transfer activity Q2F6A1 Electron-transfer-flavoprotein beta polypeptide NA NA NA 1
SKTI  Electron transfer activity - electron transfer flavoprotein mitochondrial NA NA NA 1
BR Energy coupled proton B3VBE3 Vacuolar ATPase B subunit NA 4 2 NA
SKTI Energy coupled proton B3VBE3 Vacuolar ATPase B subunit NA 3 NA NA
SKTI Energy coupled proton HI9IYU7 V-type proton ATPase subunit a 1 NA NA NA
BR Energy coupled proton H9J535 chloride channel protein 2 isoform NA NA 1 NA
SKTI Energy coupled proton H9J535 chloride channel protein 2 isoform NA NA 1 1
BR Energy coupled proton H9JFJ8 V-ATPase subunit A NA 1 NA NA
BR Energy coupled proton H9JHF8 voltage-dependent anion-selective channel isoform X2 1 1 NA 1
SKTI Energy coupled proton H9JHF8 voltage-dependent anion-selective channel isoform X1 1 1 1 1
BR Energy coupled proton H9JSP4 ATP synthase subunit beta NA NA NA 1
SKTI Energy coupled proton H9JSP4 ATP synthase subunit beta NA NA 1 NA
BR Energy coupled proton Q1HPP3 ATP synthase subunit d, mitochondrial NA 1 NA NA
SKTI Energy coupled proton Q1HPP3 ATP synthase subunit d, mitochondrial NA NA 1 1
BR Energy coupled proton Q1HPTO ATP synthase subunit beta NA 1 NA NA
SKTI Energy coupled proton QI1HPTO ATP synthase subunit beta NA NA NA 1
BR Energy coupled proton Q1HQ34 H+ transporting ATP synthase delta subunit 2 NA NA NA
SKTI Energy coupled proton Q1HQ34 H+ transporting ATP synthase delta subunit 2 2 NA NA
SKTI Energy coupled proton Q2F5T3 ATP synthase subunit alpha NA NA NA 2
BR Energy metabolism H9J8HO0 Arginine kinase 1 NA 2 3
SKTI Energy metabolism H9J8HO Arginine kinase NA NA 2 4
SKTI Gtp binding Q2F6C7 ADP-ribosylation factor NA NA NA
SKTI Heat shock activity HI9IVDS8 Heat shock cognate 70 protein 2 NA NA
BR Heat shock activity H9JCV2 60 kDa heat shock protein, mitochondrial NA NA NA 1
SKTI Heat shock activity H9JCV2 60 kDa heat shock protein, mitochondrial NA NA 1 5
BR Heat shock activity HSP83 Heat shock protein 83 1 1 NA NA
SKTI Heat shock activity HSP83 Heat shock protein 83 1 NA NA 3
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BR Heat shock activity Q8NOP2 Heat shock cognate protein; Heat shock protein 70 NA 1 1 5
SKTI Heat shock activity Q8SNOP2 Heat shock cognate protein; Heat shock protein 70 2 1 2 7
BR Hydrolase activity ESLAN2 Phosphotriesterase-like protein NA NA 1 NA
SKTI Hydrolase activity ESLAN2 Phosphotriesterase-like protein NA NA NA 1
BR Hydrolase activity HIITRS Chitinase-like protein EN03 NA 1 NA NA
SKTI Hydrolase activity HIITRS Chitinase-like protein EN03 NA NA 1 1
BR Hydrolase activity HI9IUA7 Carboxylic ester hydrolase NA NA NA 1
SKTI Hydrolase activity HI9IUA7 Carboxylic ester hydrolase NA NA 1 2
SKTI Hydrolase activity HIIV93 Endonuclease 1 1 NA NA
SKTI Hydrolase activity H9J991 AB hydrolase-1 protein NA NA NA 1
BR Hydrolase activity H9J9S1 AB hydrolase-1 protein NA NA 1 1
BR Hydrolase activity H9JCAS Glycosyl hydrolase family 31 protein NA 2 NA NA
SKTI Hydrolase activity HI9JCAS8 Glycosyl hydrolase family 31 protein 1 2 NA NA
BR Hydrolase activity H9JNW4 Carboxylesterase NA 1 NA NA
SKTI Hydrolase activity H9JPZ1 4-nitrophenylphosphatase 1 2 NA NA
BR Lipid binging H9J0J5 CRAL-TRIO domain-containing protein 1 2 NA 1
SKTI Lipid binging H9J0J5 CRAL-TRIO domain-containing protein 1 2 NA 1
BR Lipid metabolism Q2F686 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase NA NA NA 1
SKTI Lipid metabolism Q2F686 Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase NA NA NA 1
BR Lipid methabolism H9J47Z5 Vitellogenin (VIT) 1 NA NA 1
SKTI Lipid methabolism H9J475 Vitellogenin (VIT) 1 NA NA 2
BR Lipid methabolism H9J814 Mitochondrial enoyl-CoA hydratase 3 2 NA NA 1
SKTI Lipid methabolism H9)814 Mitochondrial enoyl-CoA hydratase 3 1 NA NA 2
BR Lipid methabolism H9JCW3 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase NA NA 1 NA
SKTI Lipid methabolism H9JCW3 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase NA NA NA 1
BR Lipid methabolism H9JTTO FABP domain-containing protein 1 NA NA 1
SKTI Lipid methabolism H9JTTO FABP domain-containing protein 1 NA NA NA
BR Lipid methabolism Q2F5R6 FABP domain-containing protein NA 2 NA NA
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BR Lipid methabolism Q2F5T3 ATP synthase subunit alpha NA NA NA 1
BR Metabolic process HI9ITA1 Sulfhydryl oxidase NA NA NA 1
BR Metabolic process HIITU2 Citrate synthase 1 2 2 NA
SKTI Metabolic process HIITU2 Citrate synthase NA 2 1 1
BR Metabolic process HI91U89 Flavin reductase 1 NA NA NA
SKTI Metabolic process HI9IZRS Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta NA NA NA 1
BR Metabolic process H9JDT4 Phosphoglycerate kinase 1 1 NA NA
BR Metabolic process H9JDV4 Nucleoside diphosphate kinase NA NA 1 NA
SKTI Metabolic process H9JDV4 Nucleoside diphosphate kinase NA NA 1 1
BR Metabolic process H9JEUS Carbonic anhydrase 2 2 1 NA 1
SKTI Metabolic process HI9JEUS Carbonic anhydrase 2 1 NA NA 4
BR Metabolic process H9JNO02 NAD(P)H-hydrate epimerase NA 2 NA NA
BR Metabolic process H9JP54 Acyl-coenzyme A dehydrogenase NA NA 3 2
SKTI Metabolic process H9JP54 Acyl-coenzyme A dehydrogenase NA NA 3 4
BR Metabolic process H9JUN1 Phosphoglycerate mutase NA NA NA 1
SKTI Metabolic process H9JUN1 Phosphoglycerate mutase NA NA 1 NA
SKTI Metabolic process Q1HPN7 Fructose-bisphosphate aldolase 2 2 NA 3
BR Metabolic process Q1IEPMO Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase NA NA 1 1
BR Metal binding B6Z1V8 Globin NA NA NA 1
SKTI Metal binding B6ZIV8 Globin NA NA NA 1
SKTI Metal binding H9JPZ9 zinc finger CCCH dﬁl;l;i)l;(—)cgontaining protein 15 NA NA NA 1
BR Metal binding HI9JRS9 selenium-binding protein 1 isoform X1 1 NA NA 1
SKTI Metal binding HI9JRS59 selenium-binding protein 1 isoform X1 1 NA 1 NA
SKTI Nutrient storage HI9JGX1 Ferritin NA NA NA 1
BR Nutrient storage H9JH62 Basic juvenile hormone-suppressible protein 2 1 1 NA NA
SKTI Nutrient storage H9JH62 Basic juvenile hormone-suppressible protein 2 1 NA NA 1
BR Nutrient storage H9JHM9 Silkworm storage protein 1 3 5 10
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SKTI Nutrient storage H9JHM9 Silkworm storage protein 2 5 2 9
SKTI Nutrient storage HI9JP12 Sex-specific storage-protein 1 NA 2 NA NA
SKTI Nutrient storage Q1HPP4 Arylphorin NA NA 1 1
BR Protease activity HIIVN9 Trypsin alpha-3 1 5 NA 1
SKTI Protease activity HI9IVN9 Trypsin alpha-3 1 4 1 3
SKTI Protease activity regulation = HIIYN7 activation .Of «y steil-le-type en(.iopeptidase activity NA NA NA 1
involved in apoptotic process
SKTI Protease activity H917.97 Mitochondrial processing peptidase beta 1 NA NA 1
BR Protease activity HI9J0OV4 probable alpha-aspartyl dipeptidase isoform X1 NA 1 NA NA
BR Protease activity H9J230 Peptidase S1 domain-containing protein 1 1 NA NA
SKTI Protease activity H9J230 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA NA
BR Protease activity H9J231 Trypsin-like serine protease 8 1 2 NA 1
SKTI Protease activity H9J231 Trypsin-like serine protease 8 2 2 NA 2
BR Protease activity H9J243 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA NA
SKTI Protease activity H9J243 Peptidase S1 domain-containing protein 1 2 NA 4
BR Protease activity H9J268 Peptidase S1 domain-containing protein NA 2 NA NA
BR Protease activity H9J4K5 Peptidase S1 domain-containing protein 1 1 NA NA
SKTI Protease activity H9J4KS5 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA NA
BR Protease activity H9JAI9 Serine protease 2 1 NA NA NA
SKTI Protease activity HI9JAI9 Serine protease 2 NA 1 NA NA
SKTI Catalytic regulation H9JC16 Pept_C1 domain-containing protein NA NA NA 1
BR Protease activity H9JG67 Peptidase S1 protein NA NA 1 NA
SKTI Protease activity H9JG67 Peptidase S1 domain-containing protein NA NA NA 1
BR Protease activity H9JI85 Proteasome subunit alpha type NA NA 1 1
BR Protease activity HI9JIY6 Carboxypeptidase B 3 1 NA 2
SKTI Protease activity H9JIY6 Peptidase_M14 domain-containing protein 1 1 1 4
BR Protease activity HI9JJA9 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA NA
SKTI Protease activity H9JJA9 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA NA
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BR Protease activity H9JL75 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA NA
SKTI Protease activity H9JL75 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA 1
BR Protease activity H9JM38 Peptidase S1 domain-containing protein 1 NA NA 3
SKTI Protease activity H9JM38 Peptidase S1 domain-containing protein 2 3 NA 3
BR Protease activity H9JUR3 Peptidase_M14 domain-containing protein 1 1 NA 1
SKTI Protease activity H9JUR3 Peptidase_M14 domain-containing protein 1 1 NA 1
BR Protease activity H9JVG2 Proteasome subunit beta type-2 1 NA NA NA
SKTI Protease activity H9JVG2 Proteasome subunit beta type-2 1 NA NA 1
BR Protease activity H9JWI4 Proteasome endopeptidase complex 1 1 NA NA
SKTI Protease activity H9JWI4 Proteasome endopeptidase complex 1 1 NA NA
BR Protease activity 001953 Serine protease 1 NA 1
SKTI Protease activity 001953 Serine protease 1 NA NA 2
BR Protease activity Q2F5])2 Prohibitin protein WPH NA 1 NA NA
SKTI Protease activity Q2F5)2 Prohibitin protein WPH NA 1 NA NA
BR Protease activity Q2F5X2 Proteasome subunit alpha type 1 NA NA NA
SKTI Protease activity Q2F5X2 Proteasome subunit alpha type 1 NA NA NA
BR Protease inhibitor activity H9JDX3 Serpin-2 -SERPIN domain-containing protein 3 4 NA 2
SKTI Protease inhibitor activity H9JDX3 Serpin-2 -SERPIN domain-containing protein 3 4 NA 3
BR Protease inhibitor activity H9JKA2 Antichymotrypsin-2 3 NA NA 1
SKTI Protease inhibitor activity H9JKA2 Antichymotrypsin-2 2 NA NA 1
BR Protein biosynthesis H91Z57 Tubulin alpha chain NA NA NA 2
SKTI Protein biosynthesis H91757 Tubulin alpha chain NA NA NA 1
BR Protein biosynthesis HI9JON6 Translationally-controlled tumor NA NA 1 1
SKTI Protein biosynthesis H9JONG6 Translationally-controlled tumor protein homolog 1 1 1 NA
BR Protein biosynthesis H9J3S8 Translation elongation factor 2 NA NA NA 2
BR Protein biosynthesis H9]J)7S2 Ribosome biogenesis regulatory protein 1 NA NA NA
SKTI Protein biosynthesis H9]J7S2 Ribosome biogenesis regulatory protein 1 NA NA NA
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BR Protein biosynthesis H9J8C7 ranslocon-associated protein subunit beta NA NA NA 1
SKTI Protein biosynthesis HI9JAB7 elF2B-alpha protein 1 NA NA NA
BR Protein biosynthesis H9JU64 Ribosomal protein L6 1 1 NA NA
SKTI Protein biosynthesis HI9JU64 Ribosomal protein L6 1 NA NA 1
BR Protein biosynthesis QSUARO Ribosomal protein 1.28 NA 1 NA NA
SKTI Protein biosynthesis QSUARO Ribosomal protein L.28 NA 1 NA 1
SKTI Protein metabolism H9JHL?2 MPN domain-containing protein NA NA NA 1
BR Redox process HI9IXE6 peroxisomal multifunctional enzyme type 2 NA 1 NA NA
SKTI Redox process HI9IXE6 peroxisomal multifunctional enzyme type 2 NA 1 NA 1
BR Redox process HIIYX2 Retinal dehydrogenase 1 NA NA NA 2
SKTI Redox process HI9IYX2 Aldedh domain-containing protein 1 NA NA 1
BR Redox process H9J0A3 Putative alcohol dehydrogenase 1 1 NA 2
SKTI Redox process H9J0A3 Putative alcohol dehydrogenase 1 1 NA 1
BR Redox process H9J250 Protein disulfide-isomerase NA 1 1 1
SKTI Redox process H9J250 Protein disulfide-isomerase 1 1 NA 2
SKTI Redox process H9J294 trans-1,2-dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase NA 1 NA NA
BR Redox process H9J7L3 NADP-dependent oxidoreductase NA NA 1 NA
SKTI Redox process H9J7L3 NADP-dependent oxidoreductase NA NA NA 2
BR Redox process H9J8A9 Gamma-butyrobetaine dioxygenase NA 1 NA 1
BR Redox process HI9JHNS 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase 1 1 NA NA
SKTI Redox process H9JHNS 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase 1 1 NA NA
BR Redox process H9JKA( Glutathione S-transferase 10 1 NA NA NA
SKTI Redox process HI9JKAO Glutathione S-transferase 10 NA NA NA 1
BR Redox process H9JKZ2 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase NA NA 1 1
BR Redox process HI9JNVS Zinc-containing alcohol dehydrogenase NA 1 NA 1
SKTI Redox process HI9JNVS Zinc-containing alcohol dehydrogenase NA NA NA 1
BR Redox process HI9JRJ2 Aldo_ket_red domain-containing protein NA 1 1 NA
SKTI Redox process H9JRJ2 Aldo_ket_red domain-containing protein NA 1 NA NA
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BR Redox process H9JUE7 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase NA NA NA 2
SKTI Redox process H9JUE7 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase NA NA NA 4
BR Redox process H9JUIO 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase 1 3 NA 1
SKTI Redox process HI9JUIO 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase 1 2 NA NA
BR Redox process H9JUKS 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase NA NA NA 1
BR Redox process H9JUP1 Aldo_ket_red domain protein NA 1 NA NA
SKTI Redox process H9JUP1 Aldo_ket_red domain-containing protein NA 1 NA NA
BR Redox process H9JUQ7 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase 1 NA NA NA
SKTI Redox process H9JUQ7 3-dehydroecdysone 3alpha-reductase 1 NA NA NA
BR Redox process H9JVO01 carbonyl reductase [NADPH] 1 NA 1 NA NA
SKTI Redox process HI9JV01 carbonyl reductase [NADPH] 1 NA 1 NA 1
BR Redox process Q2F5R4 Glutamate dehydrogenase 3 2 NA NA
SKTI Redox process Q2F5R4 Glutamate dehydrogenase 1 1 NA 1
BR Redox process Q2F5Y9 Mitochondrial aldehyde dehydrogenase NA 1 NA 2
SKTI Redox process Q2F5Y9 Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 1 1 1 2
BR Redox process Q4H1F9 Glutathione peroxidase NA NA 1 NA
SKTI Redox process Q4H1F9 Glutathione peroxidase NA NA 1 1
BR Redox process Q6T3A7 Thiol peroxiredoxin NA 1 NA NA
SKTI Redox process Q6T3A7 Thiol peroxiredoxin NA 1 1 NA
BR Redox process SODC Superoxide dismutase [Cu-Zn] NA NA NA 1
SKTI Redox process SODC Superoxide dismutase [Cu-Zn] NA 1 NA NA
SKTI Redox process A4UU25 Cytochrome P450 1 1 NA NA
SKTI Signaling H9J2M1 Importin subunit alpha NA NA NA
SKTI Signaling H9J647 bisphosphate nucleotidase 1 isoform X2 1 NA NA NA
BR Signaling H9JAN8  Cytosolic juvenile hormone binding protein 36 kDa NA 2 NA NA
SKTI Signaling H9JAN8  Cytosolic juvenile hormone binding protein 36 kDa NA 2 NA NA
BR Signaling H9JB75 signaling adaptor activity NA NA NA 2
SKTI Signaling H9JB75 Androgen-dependent TFPI-regulating protein-like NA NA NA 2
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BR Signaling H9JHSS5 Androgen-dependent TFPI-regulating protein-like NA NA NA 1
BR Signaling HI9JID2 Protein kinase C and casein kinase substrate NA 1 NA NA
SKTI Signaling H9JID2 Protein kinase c inhibitor NA NA 1 NA
SKTI Signaling H9JJK2 Protein kinase c inhibitor 1 1 NA NA
SKTI Signaling H9JKS9 Annexin IX isoform C NA 1 NA NA
BR Signaling Q1HPY8 Phosphatidylethanolamine binding protein isoform 1 NA NA NA 1
SKTI Signaling Q1HPYS8 Phosphatidylethanolamine binding protein isoform 1 NA NA NA 1
SKTI Transferease/modification H9ISR9 N-acetyltransferase domain-containing protein NA NA NA 1
BR Transferease/modification HI91YU4 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NA NA NA 1
SKTI Transferease/modification HIIYU4 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NA 1 NA NA
BR Transferease/modification HI91ZB9 Farnesoic acid O-methyltransferase NA NA NA 1
SKTI Transferease/modification H91ZB9 Farnesoic acid O-methyltransferase NA NA NA 1
BR Transferease/modification H9JDX6 S-formylglutathione hydrolase 1 NA NA NA
BR Transferease/modification H9JKZS8 Peptidylprolyl isomerase 1 NA NA 1
SKTI Transferease/modification H9JKZ38 Peptidylprolyl isomerase 1 NA NA NA
SKTI Transferease/modification H9JLYS Myrosinase 1 NA 1 NA NA
BR Transferease/modification H9JMQS8 myrosinase 1 NA NA NA 3
SKTI Transferease/modification H9JMQS8 myrosinase 1 1 2 NA NA
SKTI Transferease/modification H9JMQ9 myrosinase 1 NA 2 NA NA
BR Transferease/modification HI9JNC6 Acetoacetyl-CoA thiolase NA 2 NA 2
SKTI Transferease/modification H9JNCé6 Acetoacetyl-CoA thiolase NA 1 NA NA
BR Transferease/modification H9JSZ8 Putative acetyl transferase NA 1 NA 1
SKTI Transferease/modification H9JSZ8 Putative acetyl transferase NA 1 NA NA
BR Transferease/modification HIJWI1 S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase NA 1 NA NA
SKTI Transferease/modification HI9JWI1 S-methyl-5'-thioadenosine phosphorylase NA 1 NA NA
BR Transferease/modification HI9JXF1 4-hydroxybutyrate coenzyme A transferase NA NA NA 1
SKTI Transferease/modification HI9JXF1 4-hydroxybutyrate coenzyme A transferase 1 1 NA NA
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BR Transferease/modification Q210])5 Glutathione S-transferase 3 NA NA NA 1
SKTI Transferease/modification Q210])5 Glutathione S-transferase 3 NA 1 NA NA
BR Transferease/modification Q5CCJ4 Glutathione S-transferase sigma 2 2 2 NA 1
SKTI Transferease/modification Q5CCJ4 Glutathione S-transferase sigma 2 2 2 2 3

SKTI Unknow ESEVWS Inorganic pyrophosphatase NA NA NA 1
SKTI Unknow HIIZF9 Uncharacterized 1 2 NA NA
BR Unknow H9J818 Alcohol dehydrogenase domain NA 1 NA 1
SKTI Unknow H9J818 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [NAD(+)] 1 1 NA NA
BR Unknow H9J991 carbonyl reductase [NADPH] 3 NA NA 1 NA
BR Unknow H9JIP2 Uncharacterized 1 1 NA NA

SKTI Unknow HI9JIP2 Uncharacterized 1 NA NA 1
BR Unknow HI9JP17 SGL domain-containing protein 1 NA NA 2

SKTI Unknow H9JP17 SGL domain-containing protein NA NA NA 2
BR Unknow H9JSR3 Retinol dehydrogenase 14 1 NA NA NA

SKTI Unknow H9JSR3 Retinol dehydrogenase 14 NA NA NA 1
BR Unknow H9JUK?7 Uncharacterized NA NA NA 1
BR Unknow HI9JVE1 Uncharacterized 1 NA NA NA
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CAPITULO IV - Transcriptoma, resposta ao estresse oxidativo e alteracoes histologicas
da praga da soja Anticarsia gemmatalis a inibidores de protease natural e racionalmente
desenhado

ARTIGO III — Transcriptome, oxidative stress response and histological alterations of the

soybean pest Anticarsia gemmatalis to natural and rationally designed protease inhibitors
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Transcriptoma, resposta ao estresse oxidativo e alteracoes histolégicas da praga da soja

Anticarsia gemmatalis a inibidores de protease natural e racionalmente desenhado

RESUMO
Os efeitos fisiologicos dos IPs ndo se limitam ao dano nutricional ao inseto. Eles levam a
respostas bioquimicas que podem variar desde o redirecionamento da sintese de proteinas para
a producao de novas proteases até o aumento da producdo de enzimas envolvidas nas vias de
desintoxicacdo. Assim, os efeitos do IP natural de soja (SKTI) e do peptideo racionalmente
desenhado GORE2 (Val-Leu-Arg) foram avaliados neste trabalho em trés niveis: a modulagdo
génica causada pelos IPs, o estresse oxidativo através de enzimas chave (catalase (CAT),
peroxidase (POX), glutationa S-transferase (GST) e superdxido dismutase (SOD)) e sob uma
perspectiva morfoldgica do intestino. A presenca de IP na dieta de Anticarsia gemmatalis foi
responsavel por 1474 genes diferencialmente expressos, dos quais 643 e 831 genes foram
responsivos ao SKTI e ao GORE2, respectivamente. Dentre os genes modulados pelos IP, 62
codificam para proteases, sendo 31 genes responsivos ao SKTI e 33 ao GORE2. Além disso,
os IP causaram estresse oxidativo e alteracdes histoldgicas no intestino médio do inseto. A
resposta por meio de enzimas antioxidantes do inseto foi menos eficiente para o GORE2,
provocando danos mais intensos ao epitélio intestinal. O fato de a A. gemmatalis responder de
forma mais eficiente ao SKTI mostra uma melhor adaptabilidade ao inibidor natural da soja
quando comparada ao tripeptideo, revelando um potencial valioso para o GORE2 como
inseticida, pois a maquinaria celular foi menos responsiva ao reconhecimento e superagdo dos
efeitos negativos do tripeptideo. Nesse sentido, o tripeptideo GORE?2 apresenta-se como uma

alternativa eficiente no controle de A. gemmatalis.

Palavras-chave: coevolugdo, interagdo planta-praga, resisténcia
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Transcriptome, oxidative stress response and histological alterations of the soybean pest

Anticarsia gemmatalis to natural and rationally designed protease inhibitors

ABSTRACT

The physiological effects of Pls are not limited to nutritional damage to the insect. They lead
to biochemical responses that can range from redirecting protein synthesis to produce new
proteases to increasing the production of enzymes involved in detoxification pathways. Thus,
the effects of the natural soybean PI (SKTI) and the rationally designed peptide GORE2 (Val-
Leu-Arg) were evaluated in this work at three levels: gene modulation caused by IPs, oxidative
stress through key enzymes (catalase (CAT), peroxidase (POX), glutathione S-transferase
(GST) and superoxide dismutase (SOD)) and from a morphological perspective of the intestine.
The presence of PI in the diet of Anticarsia gemmatalis handled 1474 differentially expressed
genes, of which 643 and 831 genes responded to SKTI and GORE?2, respectively. Among the
genes modulated by PI, 62 code for proteases, being 31 genes responsive to SKTI and 33 to
GORE?2. In addition, PI caused oxidative stress and histological changes in the insect's midgut.
The insect’s antioxidant enzyme response was less efficient for the GORE2, causing more
intense damage to the intestinal epithelium. The fact that A. gemmatalis responds more
efficiently to SKTI shows a better adaptability to the natural soybean inhibitor when compared
to the tripeptide, revealing a valuable potential for the GORE?2 as an insecticide, as the cellular
machinery was less responsive to the recognition and overcoming of the negative effects of
tripeptide. In this sense, the tripeptide GORE2 presents itself as an efficient alternative in the

control of A. gemmatalis.

Keywords: coevolution, plant-pest interaction, resistance
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1. INTRODUCAO

Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga chave em soja,
responsdvel por severa desfolha na cultura e grandes perdas econdmicas (LIMA et al., 2020;
WALKER et al., 2000). O controle dessa lagarta tem sido realizado por inseticidas organicos
(FIAZ et al., 2018; LEVY et al., 2007), as vezes associado ao manejo integrado de pragas
(BUENO et al., 2011; PANIZZI, 2013) e variedades de soja transg€nica que expressam
proteinas entomotoxicas de Bacillus thuringiensis (Bt) (BRAVO; GILL; SOBERC)N, 2007;
PAULA et al., 2014). No entanto, o uso excessivo de agrotéxicos afeta animais nao-alvo,
compromete o lencol fredtico e a cadeia alimentar, com consequéncias para a saide humana
(CAMPOS et al., 2019; SOUSA et al., 2020). Além disso, os inseticidas convencionais
selecionaram populacdes resistentes (COELHO et al., 2020; HOROWITZ et al., 2020; JAHAN
et al., 2008), tornando cada vez mais urgente o desenvolvimento de tecnologias alternativas de
controle de pragas.

Diante desse problema, os inibidores de protease (IP) surgiram como uma alternativa as
moléculas ndo persistentes no meio ambiente e sd0 mais seguros para organismos nao alvos,
incluindo inimigos naturais de pragas agricolas. IPs s@o proteinas ou metabdlitos capazes de
interagir com enzimas proteoliticas, comprometendo a digestibilidade e a utilizag¢do protéica do
animal (PONTUAL et al., 2012). Essa reducao na atividade catalitica afeta o desenvolvimento
e o sucesso reprodutivo do inseto (FRANCO et al., 2004). Apesar de causar danos ao inseto, 0s
IPs naturais de origem proteica (por exemplo, SKTI - soybean Kunitz trypsin inhibitor) sdao
moléculas grandes que possuem sitios de clivagem para outras proteases (SINGH et al., 2020;
YANGetal., 2009; ZHAO et al., 2010). Além disso, os insetos expressam isoformas insensiveis
a muitos IPs naturais (COURA et al., 2022; SILVA-JUNIOR et al., 2021). Para superar os
mecanismos adaptativos do inseto, projetamos racionalmente o tripeptideo GORE2 (Val-Leu-
Arg) para se ligar efetivamente a triade catalitica de tripsina-/ike do intestino de A. gemmatalis
como um potente IP (DE ALMEIDA BARROS et al., 2021). Além disso, iniciamos a anélise
dos dipeptideos racionalmente desenhados, mostrando que aqueles contendo Arg na posi¢ao P
sdo mais eficientes para a inibicdo e interacio com tripsinas de lepidépteros-praga (MERINO-
CABRERA et al., 2022).

Os efeitos fisioldgicos dos IPs ndo se limitam ao dano nutricional ao inseto. Eles levam
a respostas bioquimicas que podem variar desde o redirecionamento da sintese de proteinas até
a producdo de novas proteases (COURA et al., 2022) para aumentar a produgdo de enzimas
envolvidas nas vias de desintoxicagdo do corpo (FARAHANTI et al., 2020). O sucesso evolutivo

dos insetos na Terra resulta em grande parte de um sistema de defesa complexo e eficiente
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baseado em enzimas antioxidantes. Em niveis muito baixos, as espécies reativas de oxigénio
(ROS) desempenham um papel vital na sinalizacdo e defesa celular (LIJUN et al., 2005; WANG
et al., 2006); no entanto, niveis mais altos sdo prejudiciais ao DNA e as proteinas. Durante o
estresse oxidativo, o inseto se protege contra ROS pela catdlise de enzimas antioxidantes. Por
causa disso, o aumento da atividade de enzimas antioxidantes em insetos € frequentemente
associado a resisténcia a inseticidas (JAHAN et al., 2008).

Enzimas envolvidas no estresse oxidativo de lepiddpteros respondem a estressores
bidticos, como parasitas (DUBOVSKIY et al.,, 2008; FARAHANI et al., 2020) e plantas
resistentes (AUCOIN; PHILOGENE; ARNASON, 1991; WAR et al., 2011, 2012). Essas
enzimas também respondem a estressores abidticos, como excesso de radiacdo UV (ALl et al.,
2017b), temperatura e fome (ALI et al., 2017a; FARAHANI et al., 2020), além da exposi¢do a
inseticidas organofosforados (SHADNIA et al., 2005; YU et al., 2011). Nesse sentido, as
enzimas catalase (CAT), peroxidase (POX), glutationa S-transferase (GST) e superdxido
dismutase (SOD) sdo os principais biomarcadores de estresse oxidativo em insetos (ALI et al.,
2017b; FARAHANI et al., 2020; JIA et al., 2011; MENG et al., 2009; PERIC-MATARUGA
et al., 2019). O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do IP natural de soja (SKTI) e do
inibidor GORE2 (Val-Leu-Arg) sob trés niveis: a modulagdo dos genes envolvidos no
mecanismo de defesa do inseto; o produto génico final, ou seja, a atividade de enzimas
antioxidantes e desintoxicantes e as respostas a nivel celular, mediante alteracdes histoldgicas

causadas no intestino do inseto.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Insetos e preparo da dieta artificial contendo IPs

As lagartas de A. gemmatalis foram obtidas do Laboratério de Insetos do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigosa, Minas
Gerais, Brasil, e mantidas em condi¢des controladas de 25 + 2 °C de temperatura, 70 £ 10% de
umidade relativa e 12 h de fotofase. Apds a eclosdo dos ovos, as lagartas foram alimentadas
com dieta artificial de acordo com Greene et al. (1976). As larvas de quinto instar foram
separadas em gaiolas de 3 x 5 cm e alimentadas ad libitum em dieta (controle) e dietas
suplementadas com concentragdao de IPs subletais: 0,12% (p/p) de serina-protease Kunitz
(SKTI) (tratamento 1), conforme descrito por Chougule et al. (2008), e 0,12% (p/p) de GORE2
(tratamento 2). ApOs 24 h, as lagartas foram coletadas de cada tratamento e controle. Os

intestinos foram removidos e armazenados a -80 °C.
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2.2. Extracdo do RNA e sequenciamento

Os tratamentos contendo lagartas controle, alimentadas com GORE2 e alimentadas com
SKTI, foram compostos por trés réplicas bioldgicas e técnicas. O RNA total de cada tratamento
foi isolado do intestino médio de A. gemmatalis por meio do reagente TRIzol (Invitrogen),
seguindo as instru¢des do fabricante. As contaminacdes de DNA foram removidas das amostras
de RNA por DNase I livre de RNase (New England Biolabs). A pureza e a quantificacdo do
RNA total foram avaliadas por um espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific) e um
Qubit 2.0 Flurometer (Life Technologies). A integridade do RNA foi verificada pelo RNA
Nano 6000 Assay Kit, do sistema Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies). O RNA
total de alta qualidade isolado das réplicas bioldgicas, independentes para cada populagdo de A.
gemmatalis foi utilizado individualmente para construir bibliotecas de cDNA.

As bibliotecas de transcriptoma foram geradas usando o NEBNext Ultra RNA Library
Prep Kit for Illumina (NEB) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Apds o
agrupamento, a biblioteca foi sequenciada por BGI Genomics (Hong Kong) na plataforma
DNBseq. A limpeza e a filtragem de dados foi realizada pela BGI Genomics usando SOAPnuke
versdo 2.1.4 (CHEN et al., 2018), removendo adaptadores e leituras com 50% das bases com

pontuagdo de phred menor que 20.

2.3. Analise de qualidade e montagem

A qualidade dos dados do sequenciamento foi avaliada pelos relatérios gerados no
software FastQC versao 0.11.7 (https://github.com/s-andrews/FastQC) e combinados usando o
MultiQC versdo 1.12 (https://github.com/ewels/MultiQC) (EWELS et al., 2016). As leituras
foram processadas para remover as sequéncias dos adaptadores das bibliotecas usando a
configuragdo “auto-detect” do software TrimGalore versao 0.6.7

(https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore). Em seguida, as sequéncias foram trimadas e

filtradas usando 0 software Trimmomatic versao 0.39
(https://github.com/usadellab/Trimmomatic) (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) com os
seguintes parametros: HEADCROP:15; LEADING:3; TRAILING:3;

SLIDINGWINDOW:4:20; MINLEN:50. As sequéncias trimadas foram processadas pelo
software Rcorrector, versdo 1.0.4 (https://github.com/mourisl/Rcorrector) (SONG; FLOREA,
2015), usando as configuragdes padrdo e aplicando um método de correcdo das sequéncias

baseado na analise de k-mers.
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A montagem ab initio do transcriptoma foi feita usando o software Trinity versao 2.8.5
(https://github.com/trinityrnaseq/trinityrnaseq) (GRABHERR et al., 2011), selecionando as
configuracdes padrio e filtrando os transcritos com um tamanho minimo de 500 nucleotideos.
As estatisticas descritivas da montagem foram obtidas usando o script “TrinityStats.pl”. A
montagem também foi avaliada por meio do mapeamento das leituras nas sequéncias dos
transcritos usando o software Bowtie2 v2.2.6 (https://github.com/BenlLangmead/bowtie2)
(LANGMEAD, 2009), selecionando as configuracdes padrao “--end-to-end” e “--sensitive”.

Apds a montagem, os transcritos foram reunidos em conjuntos Unigenes de sequéncias
ndo redundantes usando a ferramenta cd-hit-est do software CD-HIT versio 4.8.1
(http://weizhong-lab.ucsd.edu/cd-hit/) (FU et al., 2012), selecionando uma identidade minima

de 98% para o agrupamento das sequéncias.

2.4. Predicao das ORFs e anotagdo funcional das proteinas

As sequéncias dos Unigenes foram analisadas para identificar os quadros de leituras
aberto (open read frames - ORFs) usando a ferramenta TransDecoder.LongOrfs versio 5.5.0
(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki) (HAAS et al., 2013) e considerando
somente as ORFs um tamanho minimo de 300 nucleotideos.

As sequéncias das proteinas codificadas pelas ORFs foram comparadas com as proteinas
das espécies dos géneros Bombyx, Danaus, Heliconius e Helicoverpa disponiveis no banco de
dados UniProt Knowledgebase (UniprotKb, http://www.uniprot.org) (UniProt Consorcium,
2014) usando a ferramenta BLASTp versao 2.11.0
(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/) (ALTSCHUL et al., 1990).
As sequéncias das proteinas também foram comparadas com os modelos de Markov ocultos
(Hidden Markov Models, HMMs) das familias dos dominios do banco de dados Pfam
(http://pfam.xfam.org/) (FINN et al., 2014) usando o HMMER versio 3.1b2
(https://github.com/EddyRivasLab/hmmer) (FINN et al., 2015). Somente foram considerados
significativos os alinhamentos que apresentaram um valor de E-value < 1x10'° Os
alinhamentos do BLASTp também foram avaliados quanto a similaridade de sequéncias,
selecionando aqueles que apresentaram o produto cobertura x similaridade > 40%.

A predi¢do das proteinas codificadas pelos Unigenes foi feita usando a ferramenta
TransDecoder.predict e agrupando a predi¢gdo das ORFs com os resultados das pesquisas de

similaridade usando BLASTp e HMMER. As sequéncias dos Unigenes foram funcionalmente
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anotadas pela ferramenta TRAPID versdo 2.0 (http://bioinformatics.psb.ugent.be/trapid_02/)
(VAN BEL et al., 2013), selecionando o banco de dados EggNOG versdo 4.5.1 (HUERTA-
CEPAS et al., 2016, 2017) e considerando um valor de E-value < 1x10!° para a atribuicao de
familia de genes, a identificacdo de dominios funcionais e anotacdo de termos de ontologia

(GO).

2.5. Andlise dos transcritos diferencialmente expressos

A quantificacdo da abundancia dos transcritos foi realizada pelo software Kallisto
versdao 0.44.0 (https://github.com/pachterlab/kallisto) (BRAY et al., 2016), realizando o

pseudoalinhamento das reads contra as sequéncias dos unigenes,

A andlise da expressdo diferencial de genes, entre os tratamentos SKTI e GORE?2 foi
conduzida pelo pacote DESeq2 versao 3.15
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html) (LOVE; HUBER;
ANDERS, 2014), visando quantificar o nimero de sequencias alinhadas em cada transcrito a
partir dos dados obtidos pelo Kallisto. Os parametros usados foram p-valor ajustado < 0,01 e

[log2 fold change| > 1 (|[FC| >2).

Os genes identificados como diferencialmente expressos foram submetidos a andlise
com BLAST2GO (http://www.blast2go.de) (CONESA et al., 2005) realizando uma anota¢do
automdtica contra o banco de dados nr de artrépodes do NCBI com um E-value de 1x107°, O
enriquecimento de vias metabdlicas dos genes diferencialmente expressos foi avaliado pela
ferramenta KOBAS (http://kobas.cbi.pku.edu.cn/) (XIE et al., 2011), usando como referéncia

os genomas de Helicoverpa armigera e Bombyx mori. pelo teste estatistico hipergeométrico.

2.6. Extracdo de proteinas do intestino da lagarta

Os intestinos médios das lagartas de quinto instar foram dissecados e colocados em 1
mL de solug¢do de 4cido cloridrico 107> M a 4 °C, sempre mantendo a propor¢io de cinco
intestinos por 1 mL de solu¢do, seguido de maceracdo em TissueLyser II (Qiagen). O extrato
foi centrifugado a 10000 g por 30 min a 4 °C, e os pellets foram descartados. Os sobrenadantes

contendo o material solivel foram separados e armazenados a -20 °C.
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2.7. Ensaio de enzimas antioxidantes e desintoxicantes

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com o método de Aebi (1984).
A mistura de reacdo continha 100 uL. de amostra em um volume total de 1,5 mL de H202 30
mM e tampao fosfato 50 mM (pH 7,4). As leituras de absorbancia foram obtidas a 240 nm em
modo automdtico com uma leitura por segundo por 120 s (Molecular Devices, Mod.
SpectraMax ABS Plus). Os valores de atividade especifica da catalase foram expressos em
mmol s mg de protefna!.

A atividade da peroxidase (POX) foi determinada de acordo com o método de Shannon
et al. (1966) com pequenas modificagcdes. A reacdo ocorreu com a adi¢do de 0,1 mL de extrato
enzimdtico em 1,45 mL de tampao fosfato de sédio 0,1 M (pH 6,5), H202 0,8 mM e Guaiacol
5 mM. A absorbancia foi lida a 470 nm por 120 s com uma leitura por segundo no
espectrofotometro (Molecular Devices, Mod. SpectraMax ABS Plus). A atividade final da
enzima foi expressa em U por grama de proteina. Uma unidade enzimatica (U) foi definida
como uma mudanca na absorbancia de 0,1 unidades por minuto sob condi¢Ges de teste.

A atividade da glutationa S-transferase (GST) foi determinada de acordo com o método
descrito por Habig et al. (1974), usando 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato.
50 uL de extrato enzimdtico foram adicionados a mistura de reacdo, que continha 50 pL de
CDNB, 150 uLL de 50 mM de glutationa reduzida (GSH) e 2,5 mL de 100 mM de tampao fosfato
de sédio (pH 6,5). A mistura reacional foi cuidadosamente homogeneizada e a formagao do
complexo GSH-CDNB foi monitorada em espectrofotdometro (Molecular Devices, Mod.
SpectraMax ABS Plus) a 340 nm por 120 s, com leitura automatica a cada segundo. A atividade
foi determinada usando o coeficiente de extingdo molar € = 9,6 mM'cm™.

A atividade da super6xido dismutase (SOD) foi determinada usando um kit
colorimétrico comercial (Ref. CS0009, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

As concentragdes de proteina foram determinadas pelo método de Bradford (1976).

Todas as atividades enziméticas foram obtidas em triplicata.

2.8. Analise estatistica

As andlises de dados de todos os ensaios enzimaticos descritos foram realizadas usando
o software R. As diferencas entre os grupos experimentais foram calculadas por ANOVA de
uma via. O valor p < 0,05 foi utilizado como padrdo de significancia estatistica para teste de

hipdteses.
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2.9. Andlises histologicas do intestino médio da lagarta

Para anélise histoldgica, cinco lagartas de A. gemmatalis alimentadas com IPs e controle
foram coletadas, dissecadas e transferidas para a solugdo fixadora de Zamboni por 12 h a4 °C
(FIAZ et al., 2018). Os intestinos médios foram desidratados em série gradativa de etanol (70%,
80%, 90% e 95%) e embebidos em historesina (Leica) seguindo as instru¢des do fabricante.
Secgdes de trés um de espessura foram obtidas com micrétomo de rotagdo e coradas com

hematoxilina (8 min) e eosina (30 s) e analisadas em microscépio de luz.

3. RESULTADOS

3.1. Anadlise de qualidade e montagem do transcriptoma de referéncia

O sequenciamento (RNAseq) das bibliotecas isoladas do intestino de Anticarsia
gemmatalis permitiu gerar um transcriptoma com 48 milhdes de reads, com o tamanho de 100
nt e um conteddo CG médio de 48%. Ap6s a remocao dos adaptadores e trimagem das reads,
44 milhoes de reads com tamanhos variando entre 50 e 85 nt foram selecionadas.

A montagem do transcriptoma de referéncia identificou 51825 transcritos. O
comprimento médio dos transcritos obtidos foi de 2243,6 nt e o N50 foi de 3246 nt. Esse
transcriptoma foi validado pelo mapeamento das reads das bibliotecas, no qual 86% das reads
alinharam nos transcritos e 14,31% das reads ndo alinharam em nenhuma das sequéncias
obtidas. Além disso, 20,33% das reads alinharam exatamente uma tnica vez e 65,36% das reads
tiveram multiplos alinhamentos. As sequéncias dos transcritos foram agrupadas em 42372

unigenes, que possuem um tamanho médio de 1467 nt e um N50 de 2894 nt.

3.2. Anotagao funcional

Um total de 42372 Unigenes foram identificados como candidatos a gene e 51802 open
read frame (ORFs) foram localizadas. Destas, um total de 25906 proteinas foram anotadas
quanto a similaridade, contra o banco de dados de proteina do Uniprot, satisfazendo um total
de 50% de anotacdes. As espécies Bombyx mori e Danaus plexippus corresponderam a
aproximadamente 70% dos best hit no banco de dados EggNog (Figura 1). Além disso, 13731
GO foram anotados com base nos termos de Gene Ontology e 13223 termos KO de enzimas
para o banco de dados KEGG. As enzimas mais frequentes nos transcritos foram pertencentes

as classes das hodrolases (E.C. 3), transferases (E.C. 2) e oxiredutases (E.C. 1). As tripsinas-
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like (KO1312) tiveram 145 ocorréncias, sendo o c6digo mais contabilizado (Figura 2). Um total

de 32673 genes foram contabilizados como dominios proteicos pelo banco de dados Pfam.

Species

2973 ﬂ%\ /_ﬁﬁ{!s 1%

® Bombyx mori

® Danaus plexippus
Heliconius melpomene

® Tribolium castaneum

® Acyrthosiphon pisum

Figura 1. Distribuicdo da anotac¢do funcional para a similaridade entre diferentes espécies,
calculada a partir da base de dados EggNog pela ferramenta TrapID.

Transcripts number

Regulator of G-protein signaling  INEG_z<GG_G__—N 33
Fatty acid-binding protein 3  INEG_—__ 34
Fatty acid-binding protein 1 |INEG____ 34
15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase NEEG_—_—__—__ 34
Cytochrome P450 family 4 IEEEEGG_G_—_ 35
Beta-glucosidase NN 36
Lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor NN 38
Glutathione S-transferase NG 45
MES transporter, SP family, solute carrier family 2  |INEEEG_—_—————_ 46
Cytochrome P450 family 9 N 56
Serpin B I —— 82
Cytochrome P450 family 6 I 38
Glucuronosyltransferase NG 90
Trypsin I 145

K01 KOO K14 K13 K15 K08 K00 K19 K05 K15 K00 K08 KO8 K16
312 699 999 963 003 145 799 363 350 001 069 750 752 449

Figura 2. Dominios protéicos mais frequentes representados na sequéncia do transcriptoma de
Anticarsia gemmatalis identificados pelo KEGG.
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3.3. Anadlise dos genes diferencialmente expressos (DEG)

No total, 1474 genes diferencialmente expressos foram encontrados quando as lagartas
foram alimentadas com SKTI e GORE2, dos quais 266 genes foram down-regulados e 377
foram up-regulados no tratamento contendo SKTI na dieta. Por outro lado, 487 genes foram
up-regulados enquanto 344 genes foram down-regulados no tratamento com lagartas
alimentadas com o tripeptideo GORE2. Ao todo, 643 genes foram responsivos ao tratamento

com SKTI enquanto o GORE?2 foi responsédvel pela modulacdo de 831 genes (Figura 3).

GORE2-DOWN SKTI-UP
Number of sequences
Ry
“,
/‘O 487

% 377
344
223
266 I

SKTI-UP SKTI-DOWN GORE2-UP  GORE2-DOWN

Figura 3. Diagrama de Venn mostrando os genes diferencialmente expressos (DEGs) entre os
tratamentos analisados. O diagrama representa o nimero de elementos especificos divididos
entre 1, 2, 3 e 4 comparacgdes. Os valores absolutos de genes up e down-regulados para as
lagartas alimentadas com SKTI e GORE2 estdao agrupados no grafico de colunas.

A andlise dos DEGs revelou 64 genes correspondentes a proteases (Tabela 1), dos quais
31 foram up-regulados e 7 foram down-regulados pelo SKTI. Por outro lado, as lagartas tratadas
com GORE?2 tiveram aumento da expressdo génica para 25 proteases e diminui¢cdo para 18

proteases (figura 4).
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SKTI-DOWN GORE2-UP Differentially expressed proteases
SKTI GORE2

EUP mDOWN

Figura 4. Nimero de genes que codificam para proteases com expressdo diferencial em
intestino de Anticarsia gemmatalis alimentadas com SKTI e GORE2.

3.4. Atividade enzimdtica antioxidante

Observamos evidéncias de estresse oxidativo em lagartas de A. gemmatalis quando
alimentadas com dieta artificial mais IP em concentracdes subletais por 24 h. A atividade de
CAT no intestino da lagarta aumentou significativamente (4 vezes) ap6s 24 h de exposi¢do ao
IP (Figura 5A). No entanto, ndo houve diferenca nas atividades de CAT entre lagartas

alimentadas com SKTI e aquelas alimentadas com GORE2.
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Figura 5. Efeito da exposicdo de Anticarsia gemmatalis aos inibidores de protease SKTI e
GORE2 em quatro antioxidantes e enzimas desintoxicantes: (A) Catalase; (B) Peroxidase; (C)
Glutationa S-transferase; (D) Superéxido dismutase. Letras diferentes nas barras mostram uma
diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05).

A atividade de POX aumentou em resposta a tratamentos contendo IP (Figura 5B). Além
disso, houve diferenca significativa entre os tratamentos SKTI e GORE2, sendo a atividade
POX maior para a dieta contendo SKTL.

A atividade de GST foi 2,9 vezes maior nos intestinos de lagartas alimentadas com SKTI
em comparacdo com o controle. As lagartas alimentadas com GORE2 mostraram um aumento
de 1,7 vezes, também em relacio ao controle (Figura 5C). Também houve diferenca
significativa entre os tratamentos de lagartas expostas ao IP, com atividade de GST sendo 40%
menor para GORE2 do que para SKTI.

As lagartas tratadas com IP também responderam com aumento da atividade de SOD
tanto para aquelas alimentadas com SKTI quanto para aquelas tratadas com GORE2 (Figura
5D). Os aumentos nas atividades de SOD para as lagartas alimentadas com SKTI e GORE2,

em relacdo ao controle, foram de 3,5 vezes e 2,9 vezes, respectivamente.

3.5. Histologia

As lagartas apresentaram alterac¢des histologicas no intestino médio quando expostas a
dietas contendo IP (Figura 6). A organizacdo morfoldgica do epitélio intestinal controle foi uma
monocamada de células digestivas caliciformes com a presenc¢a de borda estriada bem definida,
além de citoplasma homogéneo e nicleos com cromatina condensada (Figura 6a). Os intestinos
de A. gemmatalis alimentados com SKTI por 24 h apresentaram desorganizacdo da borda
estriada e vacuolizacao (Figura 6b). O epitélio das lagartas alimentadas com GORE2 apresentou
vacuoliza¢do mais intensa, além de bordas estriadas mais desorganizadas (Figura 6¢) quando

comparado ao tratamento composto por lagartas alimentadas com SKTI.
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Figura 6. Micrografias de luz do intestino médio da lagarta Anticarsia gemmatalis. [a] Epitélio
do grupo controle mostrando a borda estriada (ponta de seta) das células digestivas (DC) com
citoplasma homogéneo e niicleos (N) com cromatina descondensada, células caliciformes (GC)
com borda estriada clara, camadas musculares (M) e lumen (L). [b] Epitélio de lagarta
alimentada com SKTI mostrando borda estriada (ponta de seta) das células digestivas (DC) com
citoplasma mostrando vacuoliza¢do (setas pretas) e células caliciformes (GC) com borda
estriada desorganizada (setas brancas). [c] Epitélio de lagarta alimentado em GORE2
mostrando borda estriada (ponta de seta) das células digestivas (DC) que apresentam citoplasma
fortemente vacuolizado (setas pretas), células caliciformes (GC) com borda estriada
desorganizada (setas brancas).

4. DISCUSSAO

Estudos anteriores se concentraram na func¢do bdsica e imediata dos IPs: a diminuicao
da hidrélise de proteinas no intestino de insetos-praga. De fato, esse tem sido o foco do uso de
PIs como pesticidas. No entanto, os efeitos fisioldgicos causados pelos IPs vao muito além e
parecem ser mais complexos do que uma simples redu¢ao do potencial proteolitico no intestino

dos artropodes. Neste trabalho, os IPs foram responsdveis por modulagdes na expressdao de
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genes importantes, envolvidos em processos bioldgicos, moleculares e de componentes
celulares. Sob o ponto de vista enzimatico, o aumento da atividade de enzimas antioxidantes,
evidenciaram estresse oxidativo. A lagarta da soja foi mais eficiente na defesa contra SKTI,
apresentando uma resposta defensiva mais intensa e eficiente quando comparada ao GOREZ2,
apresentando uma melhor resposta de desintoxicagcdo ao IP natural da soja. Além disso, o dano
histolégico foi mais extenso no intestino de lagartas alimentadas com GORE2 do que com
SKTL

A tecnologia RNAseq tem sido amplamente utilizada na caracterizagdo e identificacio
de genes relacionados a mecanismos de resisténcia de insetos (DHANIA et al., 2019; NANOTH
VELLICHIRAMMAL et al., 2015; XU et al., 2015) devido a elevada reprodutibilidade e
precisdo para quantificar diferentes taxas de expressao génica (CONESA et al., 2016; WANG;
GERSTEIN; SNYDER, 2009). A montagem do transcriptoma foi capaz de identificar 42372
unigenes, com 25906 proteinas anotadas no GO. Esse resultado foi superior a trabalhos
realizados com outras lepidopteras (GAZARA et al., 2017; PERERA et al., 2015; SHAO et al.,
2020; TANG et al., 2017). As espécies com maiores hits de similaridade foram Bombyx mori,
Danaus plexippus e Heliconius melpomene, correspondendo a 98% dos genes identificados. De
fato, as trés lepidopteras tém uma grande quantidade de dados depositados. Esses resultados
podem facilitar a pesquisa molecular em A. gemmatalis e outras espécies.

As tripsinas-like foram as proteinas mais frequentes representadas na sequéncia do
transcriptoma com base nas identificacdes pelo KEGG, com 145 transcritos anotados, uma
presenca maior que a encontrada em outras lepipOpteras como a Spodoptera frugiperda (CHEN
etal., 2022; SILVA-BRANDAO et al., 2021) e Pieris rapae (XIANG et al., 2018). Esse niimero
reforca a importancia da sub-subclasse das serino endopeptidases na ordem Lepidoptera como
alvo para o desenvolvimento de IP eficiente no controle de pragas agricolas importantes. As
glucuronosyltransferase também foram representadas no RNAseq com alta frequéncia,
chegando a 90 transcritos. Essas enzimas sdao conhecidas por participarem da desintoxicacao de
aleloquimicos de plantas em insetos (AHMAD; HOPKINS, 1993; AHN; VOGEL; HECKEL,
2012; KREMPL et al., 2016) e outros estudos relacionam a resisténcia a inseticidas devido a
capacidade de essa enzima metabolizar xenobidticos téxicos (BULL; WHITTEN, 1972;
KREMPL et al., 2016). A terceira familia de enzimas mais representada foi a do Citocromo
P450, que é uma hemoproteina de fundamental importancia na adaptacdo do inseto ao sistema
de defesa de plantas, além do crescimento e desenvolvimento do inseto (NELSON, 2011;

POTTIER et al., 2012; ZHOU et al., 2010).
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O intestino médio de Lepidoptera exibe hidrolases que sdo responsaveis pela digestao
e, dentre as principais, estdo as tripsinas, quimotripsinas e elastases (DA SILVA JUNIOR et
al., 2020; SILVA-JUNIOR et al., 2021). Por isso, as serino proteases sao responsaveis pela
digestdo primdria nesses insetos e estdo envolvidas na degradacdo de toxinas (SRINIVASAN;
GIRI; GUPTA, 2006; YAO et al., 2012) e IP de origem proteica como o SKTI (SINGH et al.,
2020; YANG et al., 2009; ZHAO et al., 2010). Assim, a modulacdo de genes que codificam
para essas serino proteases pode estar envolvida na inativagao proteolitica do SKTI em A.
gemmatalis.

O tripeptideo foi responsdvel pela expressao diferencial de um conjunto maior de genes,
quando comparado com o SKTI. No entanto, lagartas desafiadas com SKTI tiveram maior
numero de genes que codificam para proteases sendo up-regulados. Por outro lado, os genes
down-regulados para proteases foram mais abundantes para o GORE2. O fato de a lagarta ter
aumentado a expressdao de proteases com maior intensidade quando desafiada com o inibidor
natural da soja refor¢ca uma das mais frequentes contra-respostas dos insetos generalistas como
mecanismos de adaptacdo para lidar com as defesas das plantas (BAYES et al., 2006;
VOLPICELLA et al.,, 2003). Lagartas alimentadas com dietas ricas em IP respondem
aumentando a abundancia de isoformas insensiveis a inibidores (COURA et al., 2022;
JONGSMA et al., 1995). Um estudo realizado com Helicoverpa armigera mostrou que lagartas
expostas ao SKTI na dieta tiveram aumento de mRNA que codificam proteases (BOWN;
WILKINSON; GATEHOUSE, 2004).

O aumento geral na expressao das serino proteases pode ser atribuido a duas abordagens:
universal ou seletiva. Na abordagem universal o inseto modula positivamente todos os genes
que codificam enzimas digestivas, mesmo encontrando IP em sua dieta. Na abordagem seletiva
apenas os genes das hidrolases insensiveis ao IP seriam mantidas. Essa abordagem seletiva
implica um mecanismo de feedback ainda desconhecido que informa quais proteases devem ser
mantidas. Esse mecanismo seletivo explicaria o fato de o GORE2 ndo elicitar tao fortemente as
vias de sinalizacdo do inseto. O inseto produz um amplo repertério de proteases em ambas as
estratégias, a fim de garantir a produ¢do de algumas isoformas insensiveis aos IP. Essa
abordagem pode parecer bioenergeticamente cara para O inseto, mas aumenta
consideravelmente as chances de adaptacdo. Nossos resultados mostraram que houve maior
aumento na expressdo de genes que codificam para proteases ndo pertencentes a familia das
tripsinas-like. Bown et al. (2004) também mostraram que Helicoverpa armigera apresentou

uma abordagem seletiva para suplantar os efeitos negativos IP em sua dieta.
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O aumento que observamos na atividade de enzimas antioxidantes como SOD, CAT,
POX e GST indica estresse oxidativo, pois essas enzimas defensivas trabalham
cooperativamente para lidar com as quantidades relativamente altas de ROS dentro da célula
(Foyer et al., 1994). Ambas as enzimas e ROS desempenham um papel importante na
homeostase, imunidade e desintoxicacdo. A extensa literatura sugere que as ROS sdo geradas
continuamente apds a exposicao a estressores ambientais (BAGCHI et al., 1995; LEDIRAC et
al., 2005; MELCHIORRI et al., 1998). Os inseticidas estdo entre os fatores ambientais mais
importantes e também podem induzir mudangas fisiolégicas significativas e estresse oxidativo
em insetos (MULLER, 2018; YU et al., 2011).

A atividade da CAT foi maior no intestino das lagartas alimentadas com IPs quando
comparadas ao controle. No entanto, as atividades de CAT entre lagartas expostas ao SKTI e
ao GORE2 ndo apresentaram diferencga significativa entre elas apds 24 h de exposicao. Isso
pode ter ocorrido devido a grande produgdo de perdxidos e superdxidos, que causam estresse
oxidativo. Niveis muito altos de H>O, limitam o potencial catalitico da CAT através da
formacao de radicais hidroxila em excesso. A CAT também € sensivel ao O>™ e pode ser inibida
por altos niveis desse superoxido (KARTHI; SANKARI; SHIVAKUMAR, 2014).

Quando o aumento da atividade da CAT € observado juntamente com o aumento da
atividade da SOD, considera-se que isso ocorreu para a eliminacdo de H.O>» (MUNDAY;
WINTERBOURN, 1989; SIES, 1991). Essa acdo cooperativa foi observada a medida que a
SOD apresentou um aumento da atividade nos intestinos das lagartas expostas aos IPs. A rdpida
inducdo da atividade de SOD pode ter levado a conversao de radicais superoxido em H2Oz, e
uma maior concentragdo intracelular de H»>O> induz a atividade de CAT e POX
(DMOCHOWSKA-SLEZAK et al, 2015; FELTON; SUMMERS, 1995; EUKASIK;
GOLAWSKA; WOICICKA, 2009).

Além disso, SOD apresentou maior atividade em lagartas alimentadas com SKTI em
relacdo ao tripeptideo GOREZ2. O fato de o inseto responder de forma mais eficiente ao SKTI
mostra um valioso potencial inseticida para o GORE2, pois a maquinaria celular foi menos
responsiva para reconhecer e superar os efeitos negativos do tripeptideo. A SOD € a primeira
enzima antioxidante na defesa contra ROS, e o aumento da atividade da SOD ¢ a principal
resposta celular a produgdo do anion superéxido (EMRE et al., 2013; KAYIS et al., 2015). A
enzima catalisa a dismutacao de radicais de anion superéxido em peréxidos de hidrogénio e
oxigénio molecular, desempenhando um papel crucial na defesa antioxidante contra essas ROS
(SANKARAPANDI; ZWEIER, 1999). Nesse sentido, contornar o sistema de defesa do inseto

implica em estimular o minimo possivel as vias metabdlicas de desintoxica¢do do sistema



220

fisiologico. A importancia das principais enzimas antioxidantes ja foi destacada por estudos
envolvendo inseticidas sintéticos que visavam suprimir a atividade da SOD (ALTUNTAS;
DELIBAS; SUTCU, 2002; BUYUKGUZEL, 2009; SOBEKOVA et al., 2009).

Altuntas (2015) demonstrou que metabdlitos vegetais aumentam a atividade da SOD em
lepiddpteros para prevenir o estresse oxidativo, mesmo em baixas doses. Outros estudos
também mostraram que a SOD pode eliminar rapidamente as ROS induzidas por pesticidas e
aumentar a tolerancia a inseticidas em Galleria mellonella, Oxya chinensis e Lymantria dispar
(BUYUKGUZEL, 2009; WU et al., 2017; ZENG et al., 2019). A atividade da SOD também foi
induzida sob concentrac¢des subletais de clorantraniliprole em Agrotis ipsilon (HE et al., 2019;
LI et al., 2021) e em Bombyx mori (MAO et al., 2020), sendo relacionado a resisténcia a
inseticidas.

A atividade da GST apresentou comportamento semelhante a SOD nas lagartas tratadas
com PI. Houve um aumento significativo na atividade enzimética em relagdo ao controle apds
24 h de exposicdo. Além disso, a atividade de GST foi maior nas lagartas alimentadas com o
inibidor natural de soja em relagdo ao GORE2. GST € uma enzima que catalisa a conjugacao
de GSH com metabdlitos eletrofilicos para superar a toxicidade aleloquimica em espécies de
lepidépteros (BUYUKGUZEL; HYRSL; BUYUKGUZEL, 2010; CHEN et al., 2019; SU et al.,
2018). GST pode desintoxicar vérias classes quimicas de inseticidas, como organofosforados,
piretréides, carbamatos e hidrocarbonetos clorados (KONANZ; NAUEN, 2004). Portanto, a
GST € frequentemente identificada como um biomarcador de resisténcia, como demonstrado
para as larvas de Lymantria dispar (LINDROTH; ANSON; WEISBROD, 1990).

Navarro-Roldan et al. (2020) revisaram 92 casos de mecanismos de desintoxicacdo em
lepiddpteros e descobriram que a GST estava envolvida em apenas 32% dos casos. Estudos
anteriores também mostraram que vérios aleloquimicos de plantas atuam como ativadores de
GST ou substratos de GST em insetos fitéfagos (PISKORSKI; INEICHEN; DORN, 2011;
THIBOLDEAUX; LINDROTH; TRACY, 1998; YU; ABO-ELGHAR, 2000). Nesse contexto,
o GST tornou-se um importante alvo de supressao no projeto racional de inseticidas sintéticos
para minimizar os efeitos da resposta do inseto alvo (COSSIO-BAYUGAR et al., 2002;
PAPADOPOULOS et al., 2004; WU et al., 2009). Portanto, um composto nocivo ao inseto que
apresenta baixa ativacdo de GST ¢ relevante no estudo de inseticidas mais eficientes.

A POX apresentou comportamento semelhante as demais enzimas envolvidas no
processo de desintoxicagdo celular. Houve aumento da atividade da POX no intestino das
lagartas quando expostas aos IPs; entretanto, os insetos alimentados com dieta mais GORE2

responderam menos intensamente ao estresse oxidativo quando comparados aos tratados com
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SKTI. Os resultados de POX sdo consistentes com os padrdes observados para as demais
enzimas antioxidantes avaliadas. Outra implicacdo importante da menor atividade de POX em
lagartas alimentadas com GORE?2 € a suscetibilidade a maior dano celular, observado no
intestino do inseto, como serd discutido mais adiante. As prostaglandinas derivadas de POX
atuam na sinalizacao do sistema imune celular, podendo comprometer a integridade tecidual de
Lepidoptera como Spodoptera exigua (PARK; STANLEY; KIM, 2014).

Alteragdes nas atividades de CAT, POX, GST e SOD tém mostrado importantes
adaptacdes metabdlicas que implicam na capacidade de desintoxicacgdo dos insetos (Ding et al.,
2005; Heng-Moss et al., 2004; Vontas et al., 2001). A regulac@o positiva de muitas dessas
enzimas antioxidantes em resposta a inseticidas é responsavel pela resisténcia de vérias espécies
de insetos (Coleman et al., 2002; Hemingway & Karunaratne, 1998; Vontas et al., 2001). A
adaptacdo de insetos-praga aos IPs atraiu pesquisadores para entender as respostas bioquimicas
envolvidas e projetar melhores abordagens para o uso de IPs como pesticidas (BOLTER;
JONGSMA, 1995; BRIOSCHI et al., 2007).

O contraste estabelecido entre os dois IPs estudados foi importante porque SKTI € uma
proteina natural de Glycine max, principal fonte alimentar de A. gemmatalis. Ao longo da
coevolucdo entre a planta e o inseto, a expressao de IPs teve como objetivo mitigar a herbivoria
(JONGSMA; BOLTER, 1997); por outro lado, a lagarta desenvolveu estratégias para vencer o
sistema de defesa da planta. As respostas fisioldgicas versateis exibidas pelo inseto facilitaram
sua adaptacdo a defesa da planta baseada em PI. Esse desempenho foi evidenciado em nossos
resultados quando A. gemmatalis respondeu de forma mais eficiente ao IP natural de soja (ou
seja, SKTI). Isso sugere que a dificuldade em recrutar enzimas antioxidantes em lagartas
alimentadas com GORE2 torna a lagarta mais suscetivel. Consequentemente, IPs ndo vegetais
podem ser explorados como uma medida mais eficaz para evitar as adaptacdes coevolutivas
especificas na interacdo planta-praga (HARSULKAR et al., 1999). Parte do desafio enfrentado
no desenvolvimento de inseticidas eficientes baseia-se na busca de moléculas que causem danos
fisiologicos e sejam neutralizadas com baixa eficiéncia pelo sistema de defesa do organismo
alvo.

Estudos anteriores relataram uma forte correlagdo entre a expressdao do gene CAT e
longevidade em Drosophila melanogaster (ORR; SOHAL, 1994). Diminuicdo da atividade
CAT ou interrup¢ao da expressiao do gene CAT levou a morte apds a eclosao (GRISWOLD et
al., 1993; ORR; SOHAL, 1994). POX também foi responsdvel por aumentar a tolerancia ao
estresse em insetos (MITTLER; POULOS, 2007). Vairios inseticidas convencionais,

especialmente organofosforados, organoclorados e piretréides, sdo conhecidos por diminuir as
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atividades de enzimas como SOD (BUYUKGUZEL, 2009), GST (COSSIO-BAYUGAR et al.,
2002; PAPADOPOULOQOS et al., 2004; WU et al., 2009) e CAT (SOWJANYA SREE et al.,
2010). Insetos resistentes a esses inseticidas apresentam atividade aumentada de enzimas
antioxidantes (COLEMAN; VONTAS; HEMINGWAY, 2002; ISHAAYA; CASIDA, 1974).
Portanto, analisar o potencial inibitério de um IP é muito importante quando se considera um
projeto racional. Mas isso é apenas a ponta do iceberg. E importante que os IPs modifiquem o
sistema de defesa do inseto para minimizar o surgimento de populagdes resistentes.

Além de burlar os mecanismos de defesa do inseto, o GORE2 causou danos mais
significativos ao intestino médio do inseto quando comparado ao SKTI. Alteracdes semelhantes
na morfologia celular, como o aumento da vacuoliza¢do em tratamentos contendo IP, foram
apontadas por outros estudos que utilizaram inseticidas convencionais (FIAZ et al., 2018;
GONCALVES et al., 2018). O aumento da atividade secretora também foi relatado no intestino
médio de A. gemmatalis (FIAZ et al., 2018) e em larvas de Aedes aegypti (Gaban et al., 2015)
quando tratadas com inseticidas. Essa intensa vacuolizacdo foi observada em A. gemmatalis
tratada com tebufenozida, um inseticida que mimetiza o horménio ecdisona (BEAULATON;
LOCKSHIN, 1977; ROMANELLI et al., 2014).

A presenga de vacuiolos nas células do intestino médio é comum em insetos (ALVES;
SERRAO; MELO, 2010; FERNANDES et al., 2015), mas seu nimero aumentado no
citoplasma por causa de inseticidas tem sido caracterizado como um precedente de autofagia
(HARIRI et al., 2000; SANTOS et al., 2015). Os muitos vacuolos citoplasméticos observados
e a desorganizacdo da borda estriada no intestino médio de A. gemmatalis sao semelhantes as
alteracdes observadas em Lepidoptera e Diptera quando desafiados com B. thuringiensis
(LOEB et al., 2001; MATHAVAN; SUDHA; PECHIMUTHU, 1989; REY et al., 1998),
sugerindo uma resposta de desintoxicagdo ao estressor € inicio do processo de morte celular
(DOS SANTOS et al., 2015). Estresses como a diminui¢do de aminodacidos livres causados pela
acdo imediata do IP, estresse oxidativo, danos ao DNA causados por ROS e células danificadas
podem ativar a via de autofagia (KROEMER; MARINO; LEVINE, 2010).

As desorganizagdes morfolégicas no limen do intestino médio de lagartas de A.
gemmatalis alimentadas com GORE2 sugerem um efeito citotoxico deste IP, que pode causar
apoptose (IHARA et al., 1998). A eliminacdo das células por morte seria, portanto, uma
resposta ao dano as células epiteliais do intestino médio apds 24 h da ingestao do IP. A apoptose
¢ fundamental para muitos processos bioldgicos importantes (OTTAVIANI; MALAGOLI,
2016) como desenvolvimento, homeostase tecidual, resposta a danos no DNA (AMUNDSON;
MYERS; FORNACE, 1998) e resposta imune (CREAGH; CONROY; MARTIN, 2003). Danos
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ao sistema digestivo do inseto por toxinas que ativam respostas defensivas também culminaram
em apoptose em Heliothis virescens (FORCADA et al., 1999; MARTINEZ-RAMIREZ;
GOULD; FERRE, 1999).

As enzimas antioxidantes compdem as defesas que mantém o equilibrio das ROS nas
células normais. A redu¢do na atividade de CAT, POX, SOD e GST pode levar ao acimulo de
ROS, resultando em apoptose celular (Jacobson, 1996; Wertz & Hanley, 1996). A produgdo de
ROS leva a peroxidagdo dos lipidios da membrana na presenca de oxigénio (SLATER, 1984) e
os perdxidos lipidicos formados sdo metabolizados pela GST em insetos (AHMAD et al., 1991;
KONNO; SHISHIDO, 1992).

Portanto, o dano histolégico mais intenso observado em lagartas alimentadas com
GORE?2 pode ser explicado pela baixa resposta do inseto a esta enzima antioxidante. Impacto
celular no intestino médio foi relatado para Alabama argillacea (SOUSA et al., 2010) e Plutella
xylostella (DA SOLIDADE RIBEIRO et al., 2013) similarmente apds a exposi¢ao a inseticidas.

Portanto, o fato de o tripeptideo desencadear uma menor resposta das enzimas
antioxidantes ndo significa que esse IP poupe o inseto. Pelo contririo, o GORE2 causa danos
mais graves a lagarta, provocando menor ativacao de vias de desintoxicacdo do inseto.

Até o momento, ndo existem plantas transgénicas comercialmente disponiveis
expressando IPs, mas o uso de pequenos peptideos pode ter vantagens em larga escala. Além
das vantagens adaptativas contornadas pelo tripeptideo, seu tamanho reduzido torna a producao
economicamente vidvel para pulverizacdo e bioenergeticamente favordvel para expressao
localizada em plantas geneticamente modificadas. Essa abordagem pode representar uma

mudancga de paradigma no desenvolvimento de novos agroquimicos ecologicamente corretos.

5. CONCLUSAO

O trabalho avaliou os danos causados por dois IPs em trés niveis: expressdao génica
diferencial, estresse oxidativo através de enzimas-chave e de uma perspectiva morfolégica
intestinal. A presenca de IP na dieta de A. gemmatalis causou modulacdo de genes importantes
relacionados a resisténcia do inseto, estresse oxidativo e alteragdes histoldgicas no intestino
médio do inseto. Além disso, 0 GORE?2 gerou um estresse oxidativo menos intenso que o SKTI,
mas um dano morfolégico mais intenso. Nesse sentido, o tripeptideo GORE2 apresenta-se

como uma alternativa eficiente no controle deste Lepidoptera.
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TABELAS

Tabela 1. Proteases diferencialmente expressas no intestino de Anticarsia gemmatalis quando alimentadas com os inibidores SKTI e GORE?2

Regulation

Description

Enzyme Code

SeqName

log2 FC

e-Value

p adj

SKTI-UP  serine protease 33 EC:3.4.21 CL1225.Contigl_All 11,9750225  5,10E-156  1,49E-27  F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  serine protease EC:3.4.21 CL1225.Contig3_All 10,70751206  3,40E-155 5,11E-35  F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP trypsin-like protease EC:3.4 CL1397.Contig]_All 5418909696  4,98E-81 0,000514654  F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-Up Preseduence protease, EC:3.4 CL157.Contigl_All 7,147367106 0.0 2,83E-17  F:G0:0016787; F:G0:0140096
mitochondrial
lon protease homolog F:G0:0003677; C:G0:0005739;
: > hoMOTog, . F:G0:0016787; P:GO:0030163;
SKTI-UP gélltochondrlal-hke isoform EC:3.4.21 CL1577.Contig6_All 2,448953637 0.0 1,41E-07 P:GO:0065003: F:GO:0140096:
F:G0:0140657
SKTI-UP trypsin, alkaline C-like EC:3.4 CL16.Contig2_All 2,907698393  8,13E-78 0,001461125  F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  trypsin, alkaline C-like EC:3.4 CL2010.Contig]_All 3968553061  6,02E-86 0,001017485 C:GO:OOE),SG%%}F 4;(?0%:60016787;
. . _ . C:G0:0005615; F:GO:0016787;
SKTI-UP trypsin, alkaline C EC:3.4.21 CL2410.Contig3_All 1,680681833  1,34E-103 0,001391058 FG0.0140096
SKTI-UP trypsin, alkaline C-like EC:3.4 CL2650.Contig2_All 3813550071  2,55E-80 0,000220762  F:GO:0016787; F:GO:0140096
venom serine protease Bi- . . C:GO0:0005576; F:GO:0016787;
SKTLUP o e EC:3.4.21 CL3952.Contig]_All 8,430010761 0.0  0,000152995 F-GO-0140096
skT-yp  Mitochondrial-processing gy 45y CL5050.Contigl_All 3,439106163 0.0  0,000547926 F:GO:0016787; F:G0:0140096
peptidase subunit beta
SKTI-UP  collagenase-like EC:3.4 CL51.Contigl1_All 2,599473031  2,19E-99 0,001383029  F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  serine protease EC:3.4.21 CL51.Contigd_All 2288541907 4,32E-100 0,001968344  F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  serine protease EC:3.4.21 CL51.Contig5_All 3,76344362 1,48E-90 4,93E-25 F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  serine protease EC:3.4.21 CL51.Contig6_All 2,3820552 1,13E-70 9,69E-07 F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  serine protease EC:3.4 CL51.Contig9_All 1,431517724  2,46E-102 0,006790245 F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  carboxypeptidase B-like EC:3.4.17 CL5209.Contig2_All 10,1788689 0.0 5,11E-45 F:GO:0016787; F:GO:0140096

250



C:G0:0005576; F:GO:0016787;

SKTI-UP  carboxypeptidase B-like EC:3.4.17 CL5825.Contig3_All 7,010970591 0.0 1,09E-05 F-GO:0140096
SKTI-UP trypsin, alkaline C-like EC:3.4 CL6108.Contigl_All 1,918163492  2,58E-92 0,001461125 F:GO:0016787; F:G0O:0140096
skTLup Uncharacterized peptidase g 5 CL6268.Contig]_All 11,62414956 0.0 706E-07  F:GO:0016787; F:GO:0140096
Cl1-like protein F26E4.3
SKTI-UP trypsin, alkaline B-like EC:3 CL785.Contigl _All 4,022253309  2,14E-60 0,000685466 F:G0O:0016787
SKTI-UP trypsin-like serine protease EC:3.4.21 Unigenel2150_All 3,638221909 6,66E-18 0,003194793  F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP trypsin, alkaline C-like EC:34 Unigenel12501_All 2,429827754  4,96E-90 0,003148514 F:GO:0016787; F:GO:0140096
Golgi-specific brefeldin A-
resistance guanine ) . F:G0O:0016787; P:GO:0023052;
SKTI-UP nucleotide exchange factor EC:3.4.23 Unigene2216_All 3,68935337 0.0 4,14E-07 F:G0O:0098772; F:G0:0140096
1 isoform X1
SKTI-UP trypsin, alkaline C-like EC:3.4 Unigene2276_All 3,146069419  7,19E-36 0,002415837 F:GO:0016787; F:GO:0140096
SKTI-UP  serine protease 59 EC:3.4.21 Unigene2402_All 11,91139868  3,93E-90 1,23E-20 F:G0:0016787; F:G0O:0140096
ATP-dependent zinc A . )
SKTI-UP  metalloprotease YME1 EC:3.4.24 Unigene2627_All 4,181955231 0.0 4,44E-17 F:G0:0016787; F:G0:0140096;
) F:G0O:0140657
homolog isoform X2
SKTI-UP serine protease 36 EC:3.4.21 Unigene7719_All 4,548315715  3,51E-117  2,41E-05 F:G0:0016787; F:G0O:0140096
disintegrin and
SKTI- . . i . F:G0:0016787; P:GO:0023052;
DOWN metal.lo'protemas’e domain- EC:3.4.24 CL3059.Contigl_All -8,462010975 0.0 0,00196197 F-GO:0140096
containing protein 10
SKTI- o ) . C:GO0:0005615; F:G0O:0016787,
DOWN trypsin-like protease EC:3.4.21 CL461.Contigl _All -2,132838265 2,40E-104 0,0001261 F-GO:0140096
ubiquitin carboxyl-terminal
SKTI- e ) . F:G0:0016787; P:GO:0030163;
DOWN l}l{};drolase 32-like isoform  EC:3.4.19.12 Unigene4082_All -4,387297501 0.0 6,98E-05 P:GO:0036211: F:GO:0140096
GORE2 - presequence protease, EC:3.4 CL157.Contigl_All 6,089406556 0.0 2,54E-11  F:G0:0016787; F:G0:0140096
UP mitochondrial
GORE?2 - dipeptidyl peptidase 3 ) . C:G0:0005737; F:GO:0016787;
UP soform X2 EC:3.4.14.2 CL2216.Contig2_All 1,302839553 0.0 0,008377606 F-GO:0140096
GORE2 - leukotriene A-4 hydrolase  p-.5 CL3113.Contig3_All 10,2044005 0.0 1,J0E-20  F:GO:0016787; F:GO:0140096
UP isoform X2
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methionine aminopeptidase

GORE2 - |5 mitochondrial isoform  EC:3.4.11 CL3143 Contig3_All 2006182744 8.74E-169 0008824794 1 00:0016787: P:GO:0036211:

UP X1 F:GO:0140096

. C:G0:0005634; C:GO:0005737;

GORE2 - profeesome subunitbeta gy 4 o5 CL3921.Contigl_All 8088182282 128E-170 121E-06  F:GO:0016787; P:GO:0030163;
up P C:GO:0032991; F:GO:0140096
GORE2 - mitochondrial-processing g3 4 54 CL5050.Contig]_All 4,160957797 0.0 4,03E-06  F:GO:0016787; F:GO:0140096

UP peptidase subunit beta
GO&Pz " collagenase-like EC:3.4 CL51.Contigl1_All 2,102057828  2,20E-99 0,000122163  F:GO:0016787; F:GO:0140096
GOII}Ez " trypsin alpha-3-like EC:3.4.21 CL51.Contig3_All 1,66091933  1,16E-23 0,008761093  F:GO:0016787; F:GO:0140096
GORE2 - . ) . O CBCO-

Up serine protease EC:3.4.21 CL51.Contigd_All 1,932342636  4,32E-100 4,88E-11  F:G0:0016787; F:G0:0140096
GORE?2 - . ) . .CO)- CB-CO-

Up serine protease EC:3.4.21 CL51.Contig5_All 505220764  1,49E-90  726E-25  F:GO:0016787; F:GO:0140096
GORE2 - . ) . O CBCO-

Up serine protease EC:3.4.21 CL51.Contig6_All 1,577863011  1,14E-70  3,14E-16  F:G0:0016787; F:G0:0140096
GOII}PEZ " carboxypeptidase B-like ~ EC:3.4.17 CL5209.Contig2_All 7,904137745 0.0  0,002140265 F:GO:0016787; F:GO:0140096
GORE2 - sentrin-specific protease 6- g5 CL5231.Contigd_All 7,846312629 0.0 0,00101668  F:G0:0016787; F:GO:0140096

UP like isoform X3
GORE2 - dipeptidyl peptidase 9 EC:3.4 CL6222.Contigl_All 9,017842177 0.0  0,000308924 F:GO:0016787; F:G0:0140096

UpP isoform X2
GORE2 - . , . C:G0:0005829; F:GO:0016787;

UP pyroglutamyl-peptidase 1 EC:3.4.19 Unigene1265_All 7,550171361  2,21E-38 0,000547424 F-GO:0140096

Golgi-specific brefeldin A-
GORE?2 - resistance guanine ) . F:G0:0016787; P:G0O:0023052;

UP nucleotide exchange factor EC:3.4.23 Unigene2216_All 4465360198 0.0 0,00682728 F:G0O:0098772; F:GO:0140096

1 isoform X1
ATP-dependent zinc
GORE2 - _ . F:G0:0016787; F:GO:0140096;
UP metalloprotease YMEI EC:3.4.24 Unigene2627_All 3,478315673 0.0 1,83E-12 F-GO:0140657

homolog isoform X2
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GORE?2 -

UP carboxypeptidase B-like EC:3.4.17 Unigene5732_All 5,175631623  3,89E-32 0,004095005 F:GO:0016787; F:GO:0140096
GOII}II)EZ " carboxypeptidase B-like EC:3.4.17 Unigene6320_All 4,793606264 1,90E-153  2,34E-05 F:GO:0016787; F:GO:0140096

GORE2 - probable alpha-aspartyl

. . EC:34 CL1552.Contigl_All -9,701270345 8,12E-122  4,03E-06 F:G0:0016787; F:G0O:0140096
DOWN  dipeptidase

GORE2 - membrane alanyl

. . . EC:3.4.11 CL1713.Contig3_All -26,87443177 0.0 3,30E-06 F:G0O:0016787; F:GO:0140096
DOWN aminopeptidase-like

GORE?2 - ubiquitin thioesterase C:G0:0005634; F:G0:0016787;

DOWN otubain-like isoform X1 EC:3.4.19.12 CL1733.Contig2_All -2,540511301 1,37E-167  1,16E-06 P:G0:0036211: F:GO:0140096
GORE?2 - dipeptidyl peptidase 3 _ . C:G0:0005737; F:GO:0016787;
DOWN isoform X2 EC:3.4.14.2 CL2216.Contig3_All -1,490430532 0.0 4,00E-06 F-GO:0140096
GORE?2 - glutathione hydrolase 1 . . P:G0:0006575; P:GO:0006790;
DOWN proenzyme-like isoform X2 EC:3.4.19.13 CL2266.Contigl_All -4,530341979 0.0 0,008444935 F:GO:0016787: F:GO:0140096
Glg)(?\&];jl\zl " zinc carboxypeptidase-like EC:3.4.17 CL2550.Contig3_All -7,093489585 0.0 0,003747412  F:GO:0016787; F:G0O:0140096
G§§\$§ " chymotrypsin-1 isoform X1 EC:3.4 CL3591.Contigl_All -14,75108151  5,01E-83 0,000422577  F:GO:0016787; F:GO:0140096
GORE2 - zinc metalloproteinase nas- pe.3 4 o4 CL4422.Contig3_All -7,572330767 5,08E-174 2,98E-12  F:G0:0016787; F:G0:0140096
DOWN  4-like isoform X1
GORE2 - . . ) . C:GO0:0005886; F:GO:0016787,
DOWN aminopeptidase N EC:3.4.11 CL5022.Contigl_All -12,26843116 0.0 0,001496461 F-GO:0140096
ATP-dependent zinc -GO- L B-GO- .
GORE2 - metalloprotease YMEI EC:3.4.24 CL5330.Contig2_All -1,165401994 0.0 0,009093881 F:G0:0016787; F:GO:0140096;
DOWN F:GO:0140657
homolog
GORE2 - collagenase-like isoform - 5 CL6019.Contigl_All 2,317611091  9,52E-57 0,002938325 F:GO:0016787
DOWN Xl
G]?(?VEI\ZI " aminopeptidase N EC:3.4.11 CL906.Contig5_All -23,75848631 0.0 7,22E-05 F:GO:0016787; F:GO:0140096
GORE?2 - . . _ . o o
DOWN aminopeptidase N EC:34.11 Unigenel311_All -13,08888841 0.0 0,000497904  F:GO:0016787; F:GO:0140096
G]?(?VEI\ZI " midgut aminopeptidase N4 EC:3.4.11 Unigene6594_All -11,46871248 0.0 0,002265247 F:GO:0016787; F:GO:0140096
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4. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho sistematiza e apresenta avancos na compreensao de respostas bioquimicas
e fisioldgicas do inseto quando desafiado com IP. O capitulo I revisa os avangos importantes
no entendimento da intera¢do inseto-planta, mostrando que o uso de IP é uma estratégia
promissora no controle de pragas agricolas e prop0s estratégias para o desenho racional de IP
eficientes. No entanto, os trabalhos que evidenciam os efeitos biolégicos de sobrevivéncia e
desenvolvimento do inseto necessitam de ferramentas que gerem respostas mais detalhadas. O
entendimento da resposta adaptativa do inseto frente a IP requer um conhecimento mais
aprofundado a nivel molecular.

Identificar e descrever o arsenal de hidrolases presente no intestino da A. gemmatalis é
um passo fundamental para direcionar o desenho racional de IP de forma eficiente e especifica.
A metodologia de andlise protedmica de enzimas, proposta de forma inédita neste trabalho,
permite a apresentacao do proteoma intestinal da lagarta com uma cobertura maior que aquelas
encontradas na literatura para outras espécies de lepidopteras. Com as estruturas primdrias das
serino-proteases reveladas, as andlises de docking molecular evidenciam as interacdes mais
provaveis entre os complexos EI formados.

Avaliamos também como o perfil protedmico varia quando a lagarta da soja é
alimentada com IPs diferentes. Nessa abordagem, verificamos que as lagartas sdo mais
responsivas aos processos de estresse quando tratadas com o inibidor natural da soja (SKTI)
em relacdo ao IP sintético (Berenil). A resposta adaptativa do proteoma € acompanhada pelas
atividades de proteases do intestino da A. gemmatalis, que é mais comprometida pelo Berenil.
Essa eficiéncia pode ser evidenciada pelas andlises in silico, que revelam acessos a sitios
cataliticos mais hidrofébicos e estdveis entre o Berenil e as serino-proteases do inseto. Devido
ao maior tempo de resposta fisioldgica ao Berenil, este IP gera danos histol6gicos mais intensos
quando comparado com o SKTI. As alteragdes do perfil protedmico mostram também um
aumento na expressao de isoformas suprarreguladas como uma tentativa fisioldgica de driblar
os efeitos negativos dos IP.

Esses resultados e outros esfor¢os do nosso grupo de pesquisa guiaram a proposi¢do de
um tripeptideo racionalmente desenhado para inibir as tripsinas-/ike de A. gemmatalis. Este
produto foi patenteado pelo importante potencial no manejo de insetos praga. Estudos prévios
do nosso grupo concluiram que o IP proposto trazia prejuizo ao desenvolvimento do inseto. No

entanto, faltava compreender os mecanismos bioquimicos envolvidos.
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De fato, este trabalho mostra que os efeitos fisioldgicos dos IP vao além da simples
inibicdo das proteases intestinais. As andlises histoldgicas mostram que lagartas alimentadas
com o tripepideo GORE2 possuem danos celulares mais extensos e intensos quando comparado
aos efeitos causados pelo inibidor natural da soja (SKTI). Além de causar danos celulares mais
severos, lagartas tratadas com GORE2 s@o menos competentes na desintoxicacdo fisiologica
mediada por enzimas antioxidantes.

A coevolucdo entre as proteases dos herbivoros e os IP das plantas estabelece um novo
paradigma para pesquisas de controle de pragas agricolas, baseado em respostas bioquimicas e
celulares. O conhecimento apresentado tem potencial de translacdo para outras espécies como
estratégia de manejo de pragas agricolas. Ainda € necessario estudar os efeitos da transformacao
de plantas projetadas para sintetizar localmente os IP, bem como os impactos nas relacdes

ecologicas em campo. Esta linha de pesquisa promete ser desafiadora por muitos anos.
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Chapter 6 )
Use of Protease Inhibitors as a Promising <z
Alternative for Pest Control

Neilier Rodrigues Silva-Junior ), Yaremis Beatriz Meriiio Cabrera,
Rafael de Almeida Barros, and Maria Goreti de Almeida Oliveira

Abstract Proteases are responsible for several processes essential to life and,
controlling their activity is naturally important in many specific metabolic events.
When a phytophagous insect feeds, the response machinery of a plant leads to the
production of protease inhibitors (PIs), which can occur locally or systemically.
Upon reaching the insect’s intestine, Pls bind to specific proteases and compromise
the insect’s digestibility, reducing the absorption of dietary amino acids. The
impaired nutritional balance affects the insect’s development and can lead to
death. In this sense, PIs have gained prominence as alternatives in the control of
pest insects, minimizing the toxic effects on other animals and the environment.
Conversely, insects express multiple isoforms of important digestive enzymes to
circumvent the toxic effect of plant PIs. Our research group is dedicated to under-
standing the biochemical mechanisms involved in plant—pest interaction from an
enzymatic, proteomic, and molecular biology point of view. Because of these efforts,
dozens of articles were generated, besides PI patented for use as ecologically correct
agricultural defensives. This chapter provides an updated overview of advances in PI
research applied to insect pest control.

Keywords Protein - Peptides inhibitors - Plant—pest interaction - Insect pest control

6.1 Introduction

Proteases handle several processes essential to life. This diverse group of enzymes
can cleave peptide bonds to finely control protein catabolism, selectively degrade
damaged proteins, or promote mass hydrolysis of dietary proteins. Advances in
enzymology and proteomics in recent decades have shown that proteases are
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essential not only for providing free amino acids to the cell but also for modulating
important processes, such as the removal of specific segments in zymogens (Stroud
et al. 1977; Gorelick and Otani 1999; Donepudi and Griitter 2002; Plainkum et al.
2003) and immature proteins (Peng et al. 1989; Muramatsu and Fukazawa 1993;
Khan and James 1998) or the removal of a signal peptide when the protein is already
in the appropriate cell compartment (Hussain et al. 1982; Novak and Dev 1988;
Friedmann et al. 2004; Lemberg 2011).

Proteolytic activity is also linked to the need to control specific metabolic events,
such as the final processing of proteins before they play their role in the cell (Lum
and Blobel 1997; Guttentag et al. 2003; Grau et al. 2005; Manolaridis et al. 2013),
selectively removing proteins when they are no longer useful or recycling amino
acids needed to synthesize new polypeptide chains (Ciechanover 1994; Bochtler
et al. 1999). Besides intra- and intercellular processes, proteases mediate several
molecular interactions that occur between different organisms in a given environ-
ment. Intracellular parasites, for example, secrete proteases that help their interac-
tions and survival in the host cell (Alves and Colli 2007; Knox 2007; Laliberté and
Carruthers 2008). Likewise, the hydrolysis of plant proteins in the intestine of
herbivorous insects are extracellular processes that aim to provide free amino acids
that will be absorbed to later make up new proteins (da Silva Junior et al. 2020).

During the evolutionary process, insects gained complex protease systems, an
essential process to get a better nutritional benefit (Silva-Junior et al. 2021). If, on the
one hand, an arsenal of proteases favors herbivory, co-evolution has selected plants
with strategies to overcome the adverse effects of insect proteases (Zhu-Salzman and
Zeng 2015; Pilon et al. 2017a; Merifio-Cabrera et al. 2018). Plants challenged by a
pathogen or predator, for example, produce protease inhibitors (PI) that bind to
proteolytic enzymes and prevent or limit their activity (Ryan 1990; Habib and Fazili
2007); this digestive deficiency implies less free amino acids to be absorbed and
used as raw material in the synthesis of proteins necessary for the proper develop-
ment of the insect. It is already well established that a wide variety of organisms use
PIs not only to control endogenous proteolytic functions but also to ensure their
protection against herbivory or infection. In this sense, PIs act for the complex set of
molecular interactions that occur between different organisms in an ecosystem,
acting as regulators of proteolytic events. Therefore, it is not surprising that PIs are
being proposed as a tool for the control of herbivores and pathogens (Clemente et al.
2019).

Based on this, pest control strategies using PIs were developed to control
nematodes (Turra et al. 2009), viruses (Masoud et al. 1993) bacteria (Mishra et al.
2020), and phytophagous insects (Senthilkumar et al. 2010). The effects of dietary
PIs on the fecundity and growth of herbivorous insects have been described for
several species (Thomas et al. 1995; Telang et al. 2003; Jamal et al. 2015; Dantzger
et al. 2015; Singh et al. 2020), and the implication of extracellular proteases in
pathogenic processes has been documented in several cases (Dunaevsky et al. 2005;
Armstrong 2006; Santos and Braga-Silva 2012). For this, the use of Pls of protein
origin was proposed to be expressed through transgenics to protect plants from
agricultural pests (Gatehouse et al. 1993; De Leo et al. 2002; Zhu-Salzman and
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Zeng 2015). Today, the expression of PIs by genetically modified plants is a reality
in the control of herbivores and plant parasites (Rahbé et al. 2003; Riglietti et al.
2008; Senthilkumar et al. 2010; Khalf et al. 2010). Therefore, this additional
protection granted to economically important plants has a powerful appeal from
the food, biofuel, textile industry and from the entire production chain that
involves them.

6.2 Serine Proteases and Plant Protease Inhibitors

According to the enzymatic classification system created in 1956 (Knight 1962),
serine proteases (EC 3.4.21) belong to the class of hydrolases, a sub-class of
hydrolases that act on peptide bonds. The family name derives from the nucleophilic
Ser residue in the active site of the enzyme, which attacks the peptide carbonyl group
of the substrate to form a tetrahedral acyl-enzyme intermediate (Hedstrom 2002; Cox
and Nelson 2008). At the end of the peptide bond hydrolysis, the complete organic
reaction mechanism of the serine proteases involves the catalytic triad composed of
Ser, His, and Asp (Matthews et al. 1967; Blow et al. 1969; Henderson 1971).

Serine proteases are the best studied peptidases and are considered the main
responsible for protein digestion in the intestine of important pest insects, such as
those belonging to the orders Lepidoptera (Pilon et al. 2017b; Zhao and Ee 2018;
Merifio-Cabrera et al. 2018; Zhao et al. 2019; da Silva Janior et al. 2020) and
Coleoptera (Mochizuki 1998; Alarcén et al. 2002; Marshall et al. 2008). At this
point, enzymes from the Trypsin-like, Chymotrypsin-like, and Elastase-like families
stand out as the main representatives (Kuwar et al. 2015; da Silva Junior et al. 2020).
Because of this importance, several plant serine protease inhibitors have been
described and characterized.

Protease inhibitors of protein origin are classified into 99 families according to the
homology existing in the amino acid sequence of their representatives, at least in the
inhibitory unit. There may also be subfamilies when there is evidence of a very old
evolutionary divergence within the family. PIs are also grouped into clans, which
represent a group of inhibitors in one or more families that show evidence of an
evolutionary relationship from their similar tertiary structures (Rawlings et al. 2018).

Against this background, plant protease inhibitors (PPI) are usually small proteins
found in plant storage tissues such as the root, but also in leaves (De Leo et al. 2002).
In seeds, tubers, and other plant storage tissues, trypsin inhibitors represent about
10% of the total protein content (Mandal et al. 2002). These high levels of PPI are
associated with plant resistance to insects and pathogens (Kim et al. 2009; Dunse
et al. 2010). Although high levels of PPI are often found in Leguminosae,
Solanaceae, and Gramineae (Brzin and Kidri¢ 1996; Xu et al. 2001; Sin and Chye
2004), the expression of these PPI depends on the stage of development of the plant,
tissue, and presence of stressors, even presenting different isoforms in the same
tissue (Sels et al. 2008).
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Two very well-studied PPI families are Kunitz and Bowman-Birk. Members of
the Kunitz family have in their primary structure some conserved residues, such as
the four cysteine residues that form the two intrachain disulfide bonds (Pouvreau
et al. 2003), besides being monomeric proteins containing from 150 to 200 amino
acid residues and approximately 20 kDa (Norioka et al. 1988). Each molecule
contains a unique binding site that interacts strongly with the protease against
which the inhibitor is targeted (Salier 1990).

On the other hand, Bowman-Birk PPIs are polypeptide chains of approximately
8 kDa that can form oligomers, ranging from 54 to 133 amino acid residues (Birk
1985; Kennedy 1998). A Bowman-Birk basic unit contains a high proportion of
cysteine residues and forms several intrachain disulfide bonds, leading to a rigidly
folded conformation (Losso 2008). The monomeric unit contains two binding loops
with reactive sites on the enzyme. Therefore, each inhibitor can inhibit up to two
proteases with different inhibitory specificities (Qi et al. 2005).

Although PPIs are very well documented as plant defensive compounds, the
damage caused to insects and pathogens goes far beyond just decreasing the activity
of digestive proteases. The molecular mechanisms are not fully known, but
metabolome, transcriptome, proteome, and histology studies have shown several
effects on the physiology of insects subjected to PPI (Valueva and Mosolov 2004;
Bayés et al. 2006; Quilis et al. 2007; Bobbarala 2009; Saboti¢ and Kos 2012;
Radanovic and Anauate 2013; Quilis et al. 2014; Shao et al. 2016; Cingel et al.
2017; Shamsi et al. 2018).

6.3 Contributions in the Field from Our Research Group

The use of Pls as an agricultural defensive was suggested as far back as 1947, when
Mikel and Standish (1947) observed that a soy-based diet limited the development of
some insects. Just 25 years later, Green and Ryan (1972) demonstrated that damage
to nightshade leaves induced PI synthesis, suggesting the protective role of this
compound. In the following decades, the economic and environmental importance of
developing alternative strategies for the ecologically correct control of agricultural
pests increased interest in the development of IP for this purpose. However, the
biochemical mechanisms involved in the interaction between insect physiology and
PIs were not well known.

Given this scenario, our research group focused on understanding the biochem-
ical mechanisms involved in the plant—pest interaction from the point of view of
biochemistry and molecular biology, exploring techniques of enzymology, proteo-
mics, metabolomics, and transcriptomics. The interaction between soybean (Glycine
max) and soybean caterpillar (Anticarsia gemmatalis) was used as a model to
validate the biochemical mechanism of plant response via the Lipoxygenase path-
way (Fig. 6.1). Soy was chosen for its importance in agricultural production in
Brazil, and A. gemmatalis was chosen because, besides being a key soybean pest, it
is an insect that is easy to breed and presents a good yield of biological material for
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Fig. 6.1 Lipoxygenase pathway. The mechanical damage caused by the biting insect activates a
cascade of intracellular messengers and leads to the formation of jasmonic acid. This plant hormone
activates transcription factors that end with the production of protease inhibitors, compromising the
insect’s digestibility

studies involving biochemical analyses that require purification and characterization
of the enzymes involved in the insect—plant interaction process.

The study of plant—insect interaction requires a thorough understanding of the
arthropod and the plant under properly controlled conditions. In this sense, the
determination of the enzymatic profile in the different larval instars of
A. gemmatalis was an important step to determine the proteases responsible for the
digestive process of the caterpillar throughout its development. For this, da Silva
Janior et al. (2020) showed that the proteolytic profile in the intestine of
A. gemmatalis changes during larval development, with a predominance of cysteine
protease activity in the third instar and serine protease in the fourth and fifth instars,
suggesting modulation in gene expression accompanied by different nutrient
demand throughout this internship. Previous studies involving Lepidoptera focused
on the physiology and biochemistry of the insect only in the fifth instar, as this is the
moment of the greatest voracity of the caterpillar. However, some studies show
changes in the morphological profile in the intestine of some insects during devel-
opment (Chougule et al. 2005; Kipgen and Aggarwal 2014; Zhao et al. 2019). This
dataset suggests that both cysteine and serine proteases are important targets for the
development of Pls, aiming to compromise larval development in different instars.
Insects express an arsenal of isoforms for digestive enzymes, having as an important
consequence the attempt to circumvent the negative effects of PIs (Kotkar et al.

261



142 N. R. Silva-Junior et al.

2009; Lomate and Hivrale 2011; Crava et al. 2013). Therefore, knowledge of the
primary and tertiary structures of proteins is of fundamental importance. Thinking
about that, Silva-Junior et al. (2021) described the proteomic profile of the intestine
of A. gemmatalis, showing a large number of functional enzymes, their sequences
and post-translational modifications (PTM) through proteomics techniques. The
description of a proteomic profile of enzymes is a challenge because of the low
concentrations of these hydrolases concerning other abundant proteins present in the
sample. However, the conciliation of several proteomic methodologies allowed for
high coverage of the intestinal proteome of the caterpillar as shown in the workflow
in Fig. 6.2. Furthermore, research by our group showed the energies and points of
interaction between enzymes and inhibitors by molecular docking are important
information for the rational design of PIs (Merifio-Cabrera et al. 2019, 2020; de
Almeida Barros et al. 2021; Silva-Junior et al. 2021).

A deeper knowledge of the enzymatic kinetics of digestive proteases from
A. gemmatalis allows a better understanding of the active centers, the mechanisms
of reaction of these enzymes, and the PI that need to be applied as inhibitors of the
complex arsenal of digestive proteases of the insect. In this sense, trypsins bound to
the intestinal membrane of the soybean caterpillar were partially purified and
identified by mass spectrometry (Reis et al. 2012). In addition, our research group
also evaluated the contribution of endosymbiotic bacteria in the production of
proteolytic enzymes in the intestine of A. gemmatalis (Pilon et al. 2013). The main
trypsins of these bacterial isolates were purified and kinetically characterized (Pilon
et al. 2017b) and this dataset allowed us to infer that endosymbiont bacteria
synthesize trypsin, contributing to the insect’s digestibility.

These works developed by our group brought a look towards the insect and its
intestinal enzymology of A. gemmatalis under normal conditions, that is, free from
PI treatments. However, the development of Pls, peptides, or organic peptide
mimetics with inhibitory activity requires a thorough understanding of the
enzyme-inhibitor complex. Inhibition kinetic studies are tools for understanding
the multi-mechanistic enzyme system. Thus, we performed the kinetic characteriza-
tion of trypsin-like inhibition of the insect against natural soybean PI (SKTI and
SBBI) and synthetic PI (Benzamidine and Berenil) to understand the inhibition from
the physiological structure/function point of view (Patarroyo-Vargas et al. 2020;
Silva-junior and de Almeida Oliveira 2021). Our study showed, for the first time, the
adaptation of trypsin-like enzymes in the intestine of A. gemmatalis against different
inhibitors. The effect of PI was also evidenced when the caterpillar was challenged
with Benzamidine (Pilon et al. 2018), Berenyl (Moreira et al. 2011; Paixdo et al.
2013), synthetic peptides (Patarroyo-Vargas et al. 2018; de Oliveira et al. 2020; de
Almeida Barros et al. 2021), SKTI, SBBI (Mendonga et al. 2020), ILTT and ApTI
(Merinio-Cabrera et al. 2020).

If, on the one hand, the in-depth study of the pest insect is important, it is
necessary to understand the physiology of the target plant and its response systems
against the herbivore. With this in mind, we performed biological assays associated
with metabolome analysis in two soybean genotypes contrasting for herbivory
resistance in response to A. gemmatalis (Gomez et al. 2018). This approach allowed
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showing flavonoid profiles from soybean leaf extract and efficiently identifying
some new compounds related to resistance. With the metabolic profiles, it was
possible to reconstruct the biosynthetic pathways of flavonoids, revealing
upregulated glycoconjugate flavonoids in the resistant soybean genotype. These
differences in abundance between genotypes suggest they handle resistance to
herbivory in these varieties and open the door to a vast field of investigation aimed
at increasing soybean resistance against insects. Still from the perspective of how the
plant perceives and reacts to damage caused by the herbivore, we show that the
response to flavonoids also occurs when the plant suffers artificial mechanical
damage (da Silva Junior et al. 2021). In addition, the deletion of genes in soybean
seeds that code for proteins important to plant defense, such as the lipoxygenase
enzyme and PI SKTI, does not interfere with the plant’s ability to respond to wounds
through the lipoxygenase pathway (da Silva Fortunato et al. 2007). These results
have industrial and practical appeal since these proteins are undesirable in the seed,
but fundamental in the plant’s defense against agricultural pests.

Given the reality of climate change, it is important to foresee how the plant—insect
interaction responds to environmental variations. Faustino et al. (2021) showed that
soybean subjected to drought reduces herbivory and survival of A. gemmatalis. The
group relied on gene expression, enzymatic kinetics, and metabolomic analysis to
conclude that the drought signal alone is not enough to promote increased resistance
to insect attack.

These results generated by our research group in the last decade made it possible to
identify the target enzymes and map the active sites, allowing the development of
potent peptide PIs to be sprayed, used as models for mimetic peptide production, or
even as a model for transgenics in the agricultural pest control. We have developed
promising protein inhibitors for agricultural pest control. Part of these contributions
is compiled in Fig. 6.3.

6.4 Final Considerations

The agricultural ex vivo application of protease inhibitors is still limited because of
the large molecular size, which turns them unstable in the environment. We believe
that smaller scaffold peptides designed according to the active site of important
digestive proteases and reactive domains of protease inhibitors could overcome this
bottleneck. Besides that, novel designed peptides have an advantage over vegetable
PIs that are not having co-evolved with insects, which might avoid adaptations. To
counteract the complex set of proteases that insects possess in their midgut, exposing
them to PIs for different classes of proteases could overcome the adaptative mech-
anisms more efficiently. Despite all the bottlenecks, PIs could be useful in integrated
pest management as an alternative/supplementary approach if well explored.
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Fig. 6.3 Some researches carried out in our group are characterized by the study of the insect—plant
interaction. Anticarsia gemmatalis represents the main object of study of our papers. And the plants
are crops such as soybeans, tomatoes, and coffee, but mainly soybeans have been used because it is
the host plant of A. gemmatalis. In insect pests, the activity of enzymes from the digestive tract of
caterpillars has been evaluated and characterized, mainly trypsins, enzymes that catalyze the
degradation of proteins, the activity has been determined in crude extracts from the intestine and
in samples enriched as trypsin isoforms from affinity purification, as well as two-dimensional
electrophoresis associated with mass spectrometry (1). In parallel, in the host plants of these pest
insects, a metabolic defense pathway has been evaluated, which is the lipoxygenase pathway that
activates the expression of protease inhibitors, as well as the purification and stability analysis of
these inhibitors (2). From the results of several studies of insect—plant interaction, we started to
evaluate the interaction of protein inhibitors and trypsins through in silico studies (protein model-
ing, protein—protein docking, and simulations by molecular dynamics) that allow predicting the
inhibitory effect and its capacity of trypsin binding complementing the experimental study (in vitro
and in vivo) (3). From these studies and analyzes of a region known as interface (protein—protein
interaction site) several peptides (patent deposits) have been proposed with bioinsecticide applica-
tion on Anticarsia gemmatalis and Spodoptera cosmioides (4) corroborated from in vitro and
in vivo tests (5)
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Abstract

Although the importance of intestinal hydrolases is re-
cognized, there is little information on the intestinal pro-
teome of lepidopterans such as Anticarsia gemmatalis. Thus,
we carried out the proteomic analysis of the A. gemmatalis
intestine to characterize the proteases by LC/MS. We ex-
amined the interactions of proteins identified with protease
inhibitors (PI) using molecular docking. We found 54 ex-
pressed antigens for intestinal protease, suggesting multiple
important isoforms. The hydrolytic arsenal featured allows
for a more comprehensive understanding of insect feeding.
The docking analysis showed that the soybean PI (SKTI) could
bind efficiently with the trypsin sequences and, therefore,
insect resistance does not seem to involve changing the se-
quences of the Pl binding site. In addition, a SERPIN was
identified and the interaction analysis showed the inhibitor
binding site is in contact with the catalytic site of trypsin,
possibly acting as a regulator. In addition, this SERPIN and
the identified Pl sequences can be targets for the control of
proteolytic activity in the caterpillar intestine and serve as a
support for the rational design of a molecule with greater
stability, less prone to cleavage by proteases and viable for

the control of insect pests such as A. gemmatalis.
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1 | INTRODUCTION

Insects of the order Lepidoptera are among those that most negatively affect agricultural productivity in the world
(Li et al., 2020; Romanazzi et al., 2020). The soybean caterpillar, Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae), is the main defoliating pest of soybeans (Glycine max (L.) Merrill, Fabaceae), causing severe damage in
both the reproductive and vegetative stages of the plant (De Castro et al., 2013; Lima et al., 2020; Walker
et al., 2000).

Faced with this challenge, agricultural pest control has focused on the use of synthetic insecticides over the
past decades (Badran et al., 2016; Bel et al., 2019). However, its overuse and indiscriminate use have brought
several environmental problems, contaminating groundwater, and compromising the food chain with consequences
for human health (Campos et al., 2019; Pardo-Lépez et al., 2013; Sousa et al., 2020). Besides the toxicity of these
pesticides to nontarget individuals, resistant pest insects have been selected, calling attention to the urgent search
for control alternatives (Coelho et al., 2020; Tavares et al., 2010). The Integrated Pest Management (IPM) pro-
grams emerged in this context to reduce the use of synthetic agrochemicals and the environmental damage caused
by them (Panizzi, 2013).

More recently, bioinsecticides such as Bacillus thuringiensis toxin (Bt) (Badran et al., 2016; Bel et al., 2019),
secondary metabolites (phytochemicals) (Gomez et al., 2018, 2020; Lourenco et al., 2018), and protease inhibitors
(PI) specific for target pests have gained prominence as alternatives in insect control, minimizing toxic effects on
other animals, and the environment (Merifio-Cabrera et al., 2018; Pilon et al., 2017; da Silva Junior et al., 2020). Pls
are naturally produced as a response strategy for plants, developed throughout the evolutionary process
(Cotabarren et al., 2020; Singh et al., 2020). When the plant is subjected to herbivory, its response machinery leads
to the production of PI by lipoxygenase pathway (Feussner & Wasternack, 2002; Gardner, 1991; Lima De Carvalho
et al,, 1999; Ryan, 1990; Thakur & Udayashankar, 2019), leading to the formation of jasmonic acid. This plant
hormone activates genes responsible for the production of Pl, which can occur locally or systemically. Upon
reaching the insect's intestine, Pls bind to specific proteases and compromise the insect's digestibility, reducing the
absorption of essential amino acids from the diet. Consequently, impaired nutritional balance affects the devel-
opment of the insect, which can lead to death (De Oliveira et al., 2019).

Endogenous serine protease inhibitors are widely found in animal tissues. SERPINs form a large class of
protease inhibitors, being mainly intracellular and undergoing a unique change in shape when they inhibit target
proteases (Sanrattana et al., 2019). These Pls regulate processes such as coagulation, inflammation, and immunity
(Lucas et al., 2018). So far, the known insect SERPINs are involved in insect immunity (Abraham et al., 2005).
However, some SERPIN insect inhibitors can bind to hydrolytic enzymes and block substrate access to the region
of the active center (Toubarro et al., 2013). Therefore, these molecules can be the target of molecular studies as a
fresh alternative in pest control.

Insects express multiple isoforms of important digestive enzymes. This functional redundancy aims to cir-
cumvent the toxic effect of Pls from the plant (Lomate & Hivrale, 2011), besides having an important role in
adapting the insect to the protein variation of the diet (Crava et al., 2013; Kotkar et al., 2009). In this sense,
knowing which proteases isoforms are present in the insect's intestine pest is fundamental so that efficient Pls can
be rationally proposed. Therefore, this study aimed to identify and describe the proteases of the A. gemmatalis
intestine.



SILVA-JUNIOR T AL AR ST
INSECT BIOCHEMISTRY
AND PHYSIOLOGY

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Insects and preparation of the artificial diet

A. gemmatalis caterpillars were obtained from the Insects Laboratory of the Department of Biochemistry and
Molecular Biology of the Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais, Brazil and maintained under
controlled conditions of 25 + 2°C temperature, 70 + 10% relative humidity and 12 h photophase. The caterpillars
were fed after hatching the eggs until they reached the fifth instar of larval development on an artificial diet
comprising 15.6 g of brewer's yeast, 25 g of wheat germ, 31.2 g of beans, 25 g of soy protein, 12.5 g of casein, 2.5 ml
of vitamin solution (1.2% ascorbic acid, 0.03% calcium pantothenate, 0.015% niacin, 0.008%, riboflavin, 0.004%
thiamine, and 0.004% HCI) and 10 g of agar (Greene et al., 1976).

2.2 | Extraction protein from the caterpillar intestines and quantification

Intestines larvae in the fifth instar were dissected and placed in 1 ml of 103 M hydrochloric acid solution at 4°C,
always maintaining the ratio of five intestines per 1 ml solution. Cell lysis got the protein extract containing the
protolithic enzymes resulting from three cycles of freezing in liquid nitrogen and thawing, followed by maceration
on TissueLyser Il (Qiagen). The extract was centrifuged at 10,000 x g for 30 min at 4°C, and the pellets were
discarded. The supernatants containing the soluble material were separated and stored at -20°C.

2.3 | PEG fractionation

Part of the crude extract from the intestine of caterpillars in the fifth instar was fractionated with polyethylene
glycol (PEG) for separation of the proteins of low and high abundance before 1DE-liquid chromatography/mass
spectrometry (1DE-LC/MS) analysis (Figure 1). For this, 10 ml of the crude extract was added in 10 ml of 30%
aqueous PEG4000 solution. The solution was mixed by vortex for 30 s, kept on ice for 30 min and centrifuged at
3200 x g for 20 min at 4°C. The supernatant, containing low-abundance proteins, was collected and stored at
-20°C until further analysis. The pellet was resuspended with 10 ml of 20% trichloroacetic acid (TCA). Subse-
quently, it was centrifuged at 6000 x g for 30 min at 4°C. The supernatant was stored and the pellet was re-
suspended and washed for two cycles with 80% acetone on ice and centrifuged at 6000 x g for 10 min at 4°C.
Finally, the pellet was washed with 70% ethanol and dried at room temperature. The different fractions were used
in electrophoretic runs. The protein concentrations of samples from crude extract and PEG precipitation were
quantified by the Bradford assay (1976). A standard curve was prepared with increasing concentrations of bovine

serum albumin (BSA) between 0 and 15 ugul .

24 | Short-run gels

Low and high-abundance proteins were applied in the unidimensional polyacrylamide gels (1DE) before the tryptic
digestion (Figure 1). Electrophoresis was performed under denaturing conditions according to the method of
Laemmli (1970). The separation gel used was 1.5 mm thick and had a 10% concentration of polyacrylamide
buffered in 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8. Each channel received 50 ug of total proteins, derived from samples previously
boiled with sample buffer composed of 277.8 mM Tris-HCI, pH 6.8, 44.4% glycerol, and 4.4% sodium dodecyl
sulfate (SDS). The electrophoretic run occurred at 200 V until the proteins entered 1.0 cm in the separation gel and
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FIGURE 1 Workflow showing the strategy used for characterization of the intestine proteome of the
caterpillars by 1DE-LC/MS. The gels containing samples of crude extract and treated with polyethylene glycol. The
stained gel regions were excised and grouped in three, making up a repeat. Each repetition was digested separately
and the triptych peptides identified by LC-MS/MS. LC-MS, liquid chromatography/mass spectrometry

the run was stopped. The gel was fixed in an aqueous solution of 10% methanol and 5% acetic acid for 2 h with
stirring. The staining was carried out in the coomassie G250 solution for 48 h.

2.5 | In-gel digestion and mass spectrometry for protease identification

The regions of the gels containing proteins were excised and proceeded to the steps of tryptic digestion, as shown
in Figure 1. Slices of the gel excised were discolored in 50 mM ammonium bicarbonate and 50% methanol (v/v),
followed by acetonitrile addition for dehydration. The proteins were then reduced by adding 200 mM dithiothreitol
(DTT) solution in 100 mM of ammonium bicarbonate for 30 min of incubation at 56°C, followed by alkylation with
200 mM of iodoacetamide solution containing 100 mM of ammonium bicarbonate for 30 min at room temperature.
The pieces of gel containing proteins were washed with 100 mM of ammonium bicarbonate solution, dehydrated
with acetonitrile and dried using vacuum centrifugation. The gels were rehydrated using trypsin digestion solution
overnight (20 h) at 37°C. The digested peptides were extracted using an extraction buffer (50% acetonitrile and 5%
formic acids) and dried using vacuum centrifugation. The samples were desalted using C18 ZipTips (Millipore) and
dried using vacuum centrifugation.

The peptides were dissolved in 20 pl of 0.1% formic acid and analyzed using a nanoAcquity (Waters) UPLC
system equipped with trapping (nanoAcquity UPLC 2G-V/MTrap 5pum Symmetry C18 180 um x 20 mm) and an
analytical column (nanoAcquity UPLC 1.7 pm BEH130 100 pm x 100 mm) operating at a flow rate of 0.3 pl min™%.
The solvent used was: (A) formic acid 0.1% in water and (B) formic acid 0.1% in acetonitrile in a gradient of time/%
B: 0/2; 1/2; 300/30; 305/85; 310/85; 315/2; 320/2. The eluted peptides were automatically injected into a mass
spectrometer Q-ToF MAXIS 3G (Bruker Daltonics) using a nanoESI ionization needle (CaptiveSpray), dry gas
3Lmin"%, at 150°C, 2000 V.

The scanning of the ions from the mass spectrometer was carried out between 300 and 1500 m/z in positive
mode, and the data were acquired through LC-MS/MS analysis. The mass spectrometer operated in auto-MSn
mode. The acquisition of data from the LC/MS instrument was controlled using Hystar software (Bruker Daltonics)
and the spectra were processed with Data Analysis software (Bruker) using the default settings for proteomics.

The spectra were analyzed by PEAKS 7.0 program with a local Client license, connected to a remote server for
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protein identification. The parameters used in the program were: a translated ESTs database from the midgut of
A. gemmatalis, containing DNA contigs from transcribed RNA sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/
308354); methionine oxidation as a variable modification of cysteine carbamidomethylation as a fixed modifica-
tion; one missed cleavage, charge states of 2+, 3+, and 4+; trypsin-like cleavage enzyme, and a mass error of
50 ppm. For protein identification, we considered a false discovery rate (FDR) less than 1.0% along with at least

three unique peptides.

2.6 | Functional annotation of the identified protein

The filtered list of identified ORFs by LC/MS from A. gemmatalis ESTs database was exported from the Peaks
package as a fasta file and used as input for a homology search against Bombyx mori genes database. The exported
DNA sequences were aligned using the blastn tool of the Lepbase (the Lepidopteran genome database, http://blast.
lepbase.org/) using default search parameters. We selected all genes that code for hydrolase and PI. Subsequently,
the outputs that had the highest score were manually sieved to ensure better accuracy and cancel redundancies in
the identifications. The names and functional classifications of the homologous proteins described for B. mori were

extracted from UniProt and Lepbase.

2.7 | Multiple sequences alignment and phylogenetic reconstruction

To explore sequence diversity and analyze sequence variability, especially for trypsin active and regulatory, the
consensus boundaries of the core trypsin domain in the sequences, included in the phylogenetic analyzes, were
determined from full-length sequences identified in the previous part. For this, it was combining the outputs of
Pfam (Finn et al., 2016) and ScanProsite (de Castro et al., 2006) protein domain prediction search engines. The
trypsin amino acid sequences were aligned with the resolved three-dimensional structure using PROMALS3D
(Pei et al., 2008), a multiple sequence alignment program that incorporates structural information to improve
alignment accuracy.

The phylogenetic reconstruction implemented for the analysis of several trypsins of A. gemmatalis was per-
formed by PhyML, a maximum likelihood (ML)-based program which optimizes a seed Neighbor-Joining tree by
using a simple hillclimbing algorithm, implemented in the Phylogeny.fr web server (http://www.phylogeny.fr/
version2_cgi/alacarte.cgi) (Dereeper et al., 2010). The protein tree was visualized and optimized with the TreeDyn
tool also implemented on the Phylogeny for a web server. The program ConSurf (Lima et al., 2020) was employed
to estimate conservation of amino acid residues of A. gemmatalis trypsin. For this purpose, the multiple sequence
alignment output of the entire trypsin homologous amino acid sequences analyzed in this study was used as input
to the program to project the conservation grades of residues on the known three-dimensional structure of the
A. gemmatalis 2 trypsin (XM_004928940.1).

2.8 | Molecular modeling and docking

Besides the hydrolases identified by analyzing the intestinal proteome of A. gemmatalis, a serine protease inhibitor
(SERPIN) has been identified, and its potential for inhibiting trypsins has been evaluated through interaction
analysis using protein modeling and molecular docking. The Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor (SKTI) was used as a
control protein to compare the strength and type of interaction of the endogenous SERPIN. The three-dimensional
structures were predicted for the 13 trypsin-like sequences and the two inhibitor proteins (SERPIN and SKTI) using
the Phyre2 server (Kelley et al., 2015). This technique is approximately 80% accurate if the backbone is correct
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(Kelley et al., 2015). The models quality were measured by evaluation of geometry and stereochemistry, energy

distribution, and other characteristics of the 3D models using the webserver PRoSA (Protein Structucture Analysis)
analysis package (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) and analyze Ramachandran Plot.

The docking between trypsins and inhibitors was performed using the program CLUSPRO (Kozakov et al.,
2013, 2017), getting in total 26 docked systems. The binding mode between inhibitors and proteins was visualized
and analyzed using the program PyMOL (Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC). The con-
servation of amino acids from inhibitors involved in potential interactions with the trypsins was carried out using
the webserver WebLogo (Crooks et al., 2004).

3 | RESULTS
3.1 | Sample treatment, SDS-PAGE, and identification

It was possible to verify difference in protein patterns between the crude extract (A) and after the precipitation
with PEG (B) (Figure 2), showing that the sample treatment with PEG was efficient. Besides, the efficiency of PEG
fractionation can also be verified in the chromatograms (Figure 3). The chromatograms got for the crude extract
samples (Figure 3a) and precipitated with PEG (Figure 3b) presented different profiles.

The analysis of both samples was performed separately by LC/MS, which revealed a total of 572 ORFs using
A. gemmatalis transcripts as reference. When compared with the B. mori bank, 219 nonredundant homologous
proteins were identified. Seventeen and five isoforms were identified for trypsin and chymotrypsin respectively
(Table 1). We identified 43 serine proteases (EC 3.4.12 and 3.4.16), corresponding to 79% of the identified and
characterized proteases. Altogether, we identified 98 hydrolases (EC 3), 6 Pl and 13 uncharacterized proteins
(Figure 4). Of the 98 hydrolases identified, 54 correspond to peptidases (EC 3.4).

Besides grouping the hydrolases into their respective subsubclass, we also classified the proteins identified
with known function into five functions, based on the Gene Ontology (GO). Those with unknown cell function
corresponded to 11%. From this functional classification, we observed that 31% of the identified proteins are

Crude extract MW Crude extract

1 ° 2 3 "4 5 6 7 8 9 10

PEG fractionation MW PEG fractionation
1 2 3 RS 6 7 S 10

FIGURE 2 Protein analysis by a short-run SDS-PAGE strategy of Anticarsia gemmatalis intestines. In the lane 5
molecular weight standard. In the lanes 1-4 and 6-10 proteins from crude extract (a) and PEG fractionation (b).
PEG, polyethylene glycol; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
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FIGURE 3 Total ion Chromatograms (TIC) got from the LC-MS/MS platform of complex samples of crude
extract (a) and after fractionation with PEG (b). LC-MS, liquid chromatography/mass spectrometry; PEG,
polyethylene glycol

related to metabolic and cell signaling processes (Figure 5), such as ribosomal proteins, membrane signaling, and
involved in cell respiration. The secreted enzymes comprised the most expressive slice of the identified proteins
(53%). Transmembrane proteins represented 2% of the identifications and contain isoforms of serine proteases
that contribute substantially to the total proteolytic activity in the caterpillar intestine which is the major focus of
this study. Structural and reserve proteins represented 1% of those identified (Figure 5).

3.2 | Multiple sequences of alignment and phylogenetic reconstruction

Because the highest percentage of identified proteins was represented by serine endopeptidases (34.5%), and from
this group of proteins all were trypsin-like enzymes, they were chosen for further structural analysis for their high
expression in the gut of A. gemmatalis and possible inhibition targets.

For the visualization of the results, only one trypsins was used (NM_001043572.1), but all the analyzes were
made in all 13 identified sequences.

Our inspection of the multiple sequence and structure alignment using Promals3D with 13 trypsin of insect
A. gemmatalis showed the invariant residues of the active-site catalytic triad (Figure 6). The first line in each block
(Figure 6) shows conservation indices for positions with a conservation index above 4, when 9 is the maximum
value. The conservation indexes by the catalytic residues were 6, 9, and 8 by the Hys, Asp, and Ser, respectively.
The consensus predicted secondary structure by Asp and Ser was Beta-strand (e), and Hys is part of an Alpha-helix
(h) (Figure 6).



TABLE 1 Identification of hydrolase from the fifth instar Anticarsia gemmatalis intestines by liquid chromatography-mass spectrometry

Sub-subclass
Carboxylic-ester hydrolases
Carboxylic-ester hydrolases
Glicosidases
Glicosidases

Glicosidases

Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases

Glicosidases

Description

Bile salt-activated lipase-like

Time interval measuring enzyme-esterase A4

Alpha amylase
Alpha amylase

Beta-fructofuranosidase

Glucosidase
Maltase 2-like
Maltase Al-like
Myrosinase 1
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like

Myrosinase 1-like

Query A. gemmatalis
GFUV01000494.1_527
GFUV01000849.1_899
GFUV01000649.1_693
GFUV01001924.1_2019

GFUV01001357.1_1425

GFUV01000088.1_98
GFUV01000649.1_693
GFUV01000649.1 693
GFUV01005532.1_5832
GFUV01000088.1_98
GFUV01000103.1_114
GFUV01000398.1_429
GFUV01000811.1_860
GFUV01001071.1_1129
GFUV01001367.1_1435
GFUV01002356.1_2471
GFUV01002650.1_2772
GFUV01003681.1_3834
GFUV01004009.1_4191
GFUV01004362.1_4545

GFUV01004616.1_4830

Gene Bombyx mori

LOC101737366
LOC692772

LOC100500759
LOC100500759
LOC100145905

LOC692627

LOC101738762
LOC101738628
LOC101741245
LOC101737930
LOC101737249
LOC101737249
LOC101741385
LOC101738689
LOC101736497
LOC101736636
LOC101737930
LOC101737930
LOC101736379
LOC101736636
LOC101737249

Score
96.8649 (106)
131.129 (144)
96.8649 (106)
86.0446 (94)
286.219 (316)

302.449 (334)
102.275 (112)
206.87 (228)
183.427 (202)
77.0278 (84)
147.359 (162)
242.938 (268)
105.882 (116)
179.82 (198)
235.724 (260)
169.0 (186)
77.0278 (84)
210.477 (232)
167.196 (184)
179.82 (198)
215.887 (238)

Identities
149/209 (71.29)
226/330 (68.48)
80/98 (81.63)
91/119 (76.47)

921/
1404 (65.60)

291/372 (78.23)
189/275 (68.73)
301/424 (70.99)
378/553 (68.35)
83/110 (75.45)

378/571 (66.20)
545/802 (67.96)
225/330 (68.18)
329/473 (69.56)
668/998 (66.93)
160/203 (78.82)
83/110 (75.45)

246/331 (74.32)
289/412 (70.15)
210/282 (74.47)
348/498 (69.88)
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TABLE 1 (Continued)

Sub-subclass
Glicosidases
Glicosidases
Glicosidases

Glicosidases

Glicosidases

Ether hydrolases

Aminopeptidases

Aminopeptidases

Aminopeptidases

Aminopeptidases

Aminopeptidases

Dipeptidyl-peptidases and tripeptidyl-
peptidases

Serine-type carboxypeptidases
Serine-type carboxypeptidases

Serine-type carboxypeptidases

Serine-type carboxypeptidases

Serine-type carboxypeptidases

Description

Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like
Myrosinase 1-like

Uncharacterized family 31 glucosidase
KIAA1161

Uncharacterized family 31 glucosidase
KIAA1161

Juvenile hormone epoxide hydrolase-like
protein 5

Aminopeptidase N

Aminopeptidase N3

Aminopeptidase N3

Putative aminopeptidase W07G4.4

Xaa-Pro aminopeptidase 1

Venom dipeptidyl peptidase 4-like

Carboxypeptidase B-like
Carboxypeptidase B-like

Carboxypeptidase B-like

Carboxypeptidase B-like

Carboxypeptidase Q-like

Query A. gemmatalis
GFUV01004824.1_5038
GFUV01005158.1_5372
GFUV01005622.1 5922
GFUV01000144.1_155

GFUV01005558.1_5858

GFUV01000754.1_800

GFUV01000653.1_697

GFUV01000223.1_242

GFUV01005935.1_6235
GFUV01002991.1_3133

GFUV01003879.1_4060
GFUV01001023.1_1077

GFUV01000837.1_887
GFUV01001100.1_1158
GFUV01001531.1_1607

GFUV01001656.1_1737

GFUV01001131.1 1192

Gene Bombyx mori

LOC101738689
LOC101747172
LOC101736636
LOC733140

LOC733140

LOC100415790

LOC692370
LOC100127057

LOC100127057
LOC101742623

LOC101742084
LOC101742792

LOC101745363
LOC101740853
LOC101740853

LOC101745363
LOC101744086

Score
77.0278 (84)
69.8143 (76)
125.719 (138)
609.022 (674)

208.674 (230)

412.454 (456)

246.544 (272)
562.134 (622)

250.151 (276)
508.033 (562)

104.078 (114)
178.016 (196)

439.505 (486)
295.235 (326)
470.162 (520)

390.814 (432)
769.521 (852)

Identities

135/195 (69.23)
156/233 (66.95)
115/144 (79.86)

738/
1002 (73.65)

229/298 (76.85)

738/
1071 (68.91)

461/670 (68.81)

946/
1353 (69.92)

291/393 (74.05)

807/
1145 (70.48)

232/347 (66.86)
158/198 (79.80)

641/902 (71.06)
450/638 (70.53)

822/
1185 (69.37)

560/779 (71.89)

973/
1331 (73.10)

(Continues)
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TABLE 1

Sub-subclass

Metallocarboxypeptidases

Metallocarboxypeptidases

Omega peptidases

Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases

Serine endopeptidases

(Continued)

Description

Zinc carboxypeptidase-like

Zinc carboxypeptidase-like

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 8-like
35 kDa protease

Brachyurin-like

Brachyurin-like

Brachyurin-like

Brachyurin-like

Cathepsin B

Chymotrypsin-2-like

Chymotrypsin-like elastase family member 1
Chymotrypsin-like elastase family member 1
Chymotrypsin-like serine protease
Chymotrypsin-like serine protease
Chymotrypsin-like serine protease

Serine protease

Serine protease

Serine protease

Serine protease

Serine protease

Serine protease inhibitor 21

Query A. gemmatalis
GFUV01000385.1_415
GFUV01001070.1_1128
GFUV01006063.1_6363
GFUV01002854.1 2983
GFUV01000120.1_131
GFUV01000120.1_131
GFUV01000161.1_176
GFUV01002171.1 2280
GFUV01004118.1_4300
GFUV01000022.1_25
GFUV01002250.1_2359
GFUV01004555.1 4769
GFUV01000464.1_495
GFUV01002278.1 2387
GFUV01002651.1_2773
GFUV01000011.1_13
GFUV01000036.1_41
GFUV01000098.1_109
GFUV01000228.1_247
GFUV01003174.1_3317

GFUV01000723.1_769

Gene Bombyx mori

LOC101745066
LOC101745066
LOC101736709
LOC692590
LOC101740293
LOC101740293
LOC101740147
LOC101738048
LOC692390
LOC101737248
LOC692380
LOC692380
LOC732967
LOC732967
LOC732967
LOC692357
LOC692357
LOC692447
LOC692447
LOC692357

LOC100272186

Score
116.702 (128)
73.4211 (80)
143.752 (158)
95.0615 (104)
221.297 (244)
221.297 (244)
69.8143 (76)
203.264 (224)
239.331 (264)
179.82 (198)
75.2244 (82)
187.033 (206)
96.8649 (106)
105.882 (116)
104.078 (114)
86.0446 (94)
93.2581 (102)
95.0615 (104)
68.0109 (74)
192.443 (212)
176.213 (194)

Identities
375/576 (65.10)
64/80 (80.00)
121/149 (81.21)
232/347 (66.86)
428/623 (68.70)
428/623 (68.70)
116/168 (69.05)
274/382 (71.73)
242/315 (76.83)
245/335 (73.13)
94/129 (72.87)
314/454 (69.16)
184/271 (67.90)
125/170 (73.53)
122/165 (73.94)
143/205 (69.76)
125/169 (73.96)
181/265 (68.30)
74/96 (77.08)
252/341 (73.90)
599/924 (64.83)
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TABLE 1 (Continued)

Sub-subclass

Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases
Serine endopeptidases

Serine endopeptidases

Serine endopeptidases

Description

Transmembrane protease serine 9-like
Transmembrane protease serine 9-like
Transmembrane protease serine 9-like
Transmembrane protease serine 9-like
Transmembrane protease serine 9-like
Trypsin alpha-3-like

Trypsin, alkaline A-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Trypsin, alkaline C-like

Venom serine protease-like, transcript
variant X1

Venom serine protease-like, transcript
variant X1

Query A. gemmatalis
GFUV01000027.1_31
GFUV01000161.1_176
GFUV01000278.1_304
GFUV01000792.1_838
GFUV01004166.1 4348
GFUV01004150.1_4332
GFUV01000428.1_459
GFUV01000200.1_218
GFUV01000683.1_727
GFUV01000813.1_862
GFUV01000954.1_1007
GFUV01000974.1_1027
GFUV01001099.1 1157
GFUV01001224.1_1286
GFUV01001333.1_1396
GFUV01001769.1_1859
GFUV01001775.1_1865
GFUV01005229.1_5443
GFUV01001559.1 1635

GFUV01003194.1_3337

Gene Bombyx mori

LOC101735750
LOC101735750
LOC101735750
LOC101735750
LOC101735750
LOC101739308
LOC101737834
LOC101738353
LOC101738353
LOC101747046
LOC101736414
LOC101738353
LOC101738353
LOC101738353
LOC101736414
LOC101738624
LOC101738353
LOC101738353
LOC101744823

LOC101744823

Score
127.522 (140)
109.488 (120)
98.6682 (108)
66.2076 (72)
116.702 (128)
111.292 (122)
95.0615 (104)
132.932 (146)
179.82 (198)
136.539 (150)
78.8312 (86)
125.719 (138)
147.359 (162)
98.6682 (108)
68.0109 (74)
77.0278 (84)
203.264 (224)
111.292 (122)
132.932 (146)

136.539 (150)

Identities
161/220 (73.18)
193/279 (69.18)
189/274 (68.98)
108/156 (69.23)
301/454 (66.30)
267/399 (66.92)
128/178 (71.91)
402/605 (66.45)
157/193 (81.35)
254/372 (68.28)
138/201 (68.66)
251/369 (68.02)
238/335 (71.04)
138/191 (72.25)
63/80 (78.75)
187/279 (67.03)
204/264 (77.27)
107/135 (79.26)
267/395 (67.59)

247/361 (68.42)

(Continues)
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TABLE 1

Sub-subclass

Metalloendopeptidases

Hydrolases acting in nitriles

Hydrolases acting on phosphorous-nitrogen

bonds

(Continued)

Description
Collagenase-like

Aliphatic nitrilase

Phosphohistidine phosphatase

Antitrypsin, transcript variant 3
Antitrypsin, transcript variant 3
Antitrypsin, transcript variant 3
Serine protease inhibitor 2
Uncharacterized LOC100500745
Uncharacterized LOC101735686
Uncharacterized LOC101735686
Uncharacterized LOC101735686
Uncharacterized LOC101736728

Uncharacterized LOC101737875, transcript
variant X5

Uncharacterized LOC101743712
Uncharacterized LOC101743760

Uncharacterized LOC101744336

Uncharacterized LOC105842978

Query A. gemmatalis
GFUV01000489.1_522

GFUV01000757.1_803

GFUV01000316.1_343

GFUV01001446.1_1515
GFUV01001743.1_1833
GFUV01002634.1_2756
GFUV01006839.1 7139
GFUV01002171.1_2280
GFUV01000435.1 466

GFUV01004411.1_4594
GFUV01005222.1 5436
GFUV01004657.1_4871
GFUV01000735.1_781

GFUV01003921.1 4102
GFUV01006166.1_6466
GFUV01000685.1_729

GFUV01001986.1_2088

Gene Bombyx mori

LOC101735472
LOC100329149

LOC692960

LOC692739
LOC692739
LOC692739
LOC692573
LOC100500745
LOC101735686
LOC101735686
LOC101735686
LOC101736728
LOC101737875

LOC101743712
LOC101743760
LOC101744336

LOC105842978

Score
80.6345 (88)

987.729
(1094)

109.488 (120)

78.8312 (86)

118.505 (130)
78.8312 (86)

100.472 (110)
91.4547 (100)
223.101 (24¢)
141.949 (156)
131.129 (144)
315.072 (348)
279.005 (308)

152.769 (168)
152.769 (168)
675.746 (748)

100.472 (110)

Identities
120/168 (71.43)

919/
1167 (78.75)

153/215 (71.16)

174/257 (67.70)
379/583 (65.01)
141/205 (68.78)
120/161 (74.53)
155/225 (68.89)
340/480 (70.83)
157/207 (75.85)
160/216 (74.07)
326/427 (76.35)
491/713 (68.86)

168/224 (75.00)
253/361 (70.08)

828/
1128 (73.40)

132/178 (74.16)
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Number of hydrolases identified

Serine endopeptidases

Glycosidases

uncharacterized

Carboxylic-ester hydrolases

Aminopeptidases

Protease inhibitors

Serine-type carboxypeptidases

Ether hydrolases

Metalloendopeptidases

Thioester hydrolases

Endodeoxyribonucleases

Phosphoric-monoester hydrolases
Phosphoric-diester hydrolases
Dipeptidyl-peptidases and tripeptidyl-peptidases
Metallocarboxypeptidases

Omega peptidases

Hydrolases acting in cyclic amidines
Hydrolases acting in nitriles

Hydrolases acting in ketonic substances
Hydrolases acting on phosphorous-nitrogen bonds

FIGURE 4 Functional classification of the hydrolases identified by LC/MS according to EC (enzyme
classification) at subsubclass level

Functional classification

2% 1% 2%

m Storage proteins
Cellular structural component
w Transmembrane protein
m Unknown
m Secreted enzyme function

m Metabolic process

FIGURE 5 Ontological and functional classification of enzymes identified in the intestine of Anticarsia
gemmatalis

To examine the relationships among trypsin proteins identified in A. gemmatalis gut and trypsin of B. mori,
14 sequences were aligned and used to construct a phylogeny (Figure 7a). The phylogenetic analysis revealed that
these sequences clustered in distinct clades separated with high bootstrap support (above 0.7) (Figure 7a). Overall,
the sequence alignment of A. gemmatalis displays multiple highly conserved amino acids, like showed in the consurf
analysis (Figure 7b). The degree of conservation of the three catalytically important amino acids is shown in the
predicted three-dimensional structure of the A. gemmatalis trypsin (Figure 7b) where they appear to be in the most
conserved region.
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98669 5 8 985555 578669
Agemmatalis 13 136 8 200
Agemmatalis 11 17 72
Agemmatalis7 44 —- —RKAEEAGLSNTRIVGGSPATLGQFPYQGGLLITIVVNGQPRTGVCGASLVTTNRLLTAAHCWED 107
Agemmatalis 5 38 ————- RRAEEAADFDGTRIVGGSAANAGAHPHLAGLVIALTN---GRTSICGASLLTNTRSVTAAHCWRT 99
Agemmatals 6 38 —-——- KRAEEAADFDGTRIVGGSAANAGAHPHLAGLVIALTN---GRTSICGASLLTNTRSVTAAHCWRS 99
Agemmatals g I7 e SAAPNTRLVGGEHTTIEQFPYIVALVYYYPR-PAIRVQRCVGSLISSWHVVTSGYCFTG 74

Agemmatalis 12 17 --—
Agemmatalis 10 17 --—

——AVPTNPQRIIGGSTTTIDRYPGIVSLLFTRNW--SQWWQONCGGNLLNQRSVLSAAHCTFG 74
——AVPTNPQRIIGGSTTNINQYPGIAALLYTWNW--NQWWQSCGGNILNQRSILSAAHCPYG 74

Bombyximiori 17 ‘semsssoes AVPTNQORIIGGSVVTIDRYPEVAATLVSRNG-—-IQWLQGCGSSILNNRAVLTAAHCIY- 73
Agemmatalis9 17 -—-———-—————- ATDDPSQRIGGGTLVPITSYPFATALLNNPGS--GVFTHRCGGSILTRNAILSAASCFEFYT 74
Agemmatalis4 29 —-————- EIARDRSLPGSRIVSGWEASEGQFPYQLSIRMVSTV-——-GGVNACGATIIHSNWGLTAAHCTGL 89
Agemmatalis2 29 —-—-—-—— DINKDVDTTNLRIVSGWEATPGQHPHHAALRMVDPT---GGVFACGGSIVHREWVITAAHCVAG 89
A.gemmatalis 1 83 e IEDLRNTDRQSRIVAGWPAEDAQIPHQISLRMVSPV-—--GGVSSCGGSIIHHEWVLTAAHCLAN 93
Agemmatalis3 27 —————— SIFYEHVDRNARIVGGSQAAQGSHPHMVAMTNGIF-—---IRSFVCGGSVLTARTVLTAAHCIAA 86
CONSENnsUS @a  seeseaeeaan ss...pRIItG..hs.sp@Ph.hth....S......... CGtollppp.lloAAHChhs
Consensus ss g es eeeeeee hh

v
8 655 76 6 95 55
Agemmatalis 13 201 Q-———— RTDNIGVIVGEHDVSIGTESAAQGYVVQRFIIHPLFTAS———-NYDYDVAIVETAKEITEFS-DI 260
Agemmatalis 11 73 D—-———-— RPSQWRVLLGTSLAS———-SGGTTHAVREIVLHPQYIHR--——-TLDNDIAIIRLSNPAVYS-SS 128
Agemmatalis7 108 GTN--—QGTSVTEVLGSVTLF-——-SGGTRVETSSIVMHPNWSPA-———-TIRNDVAVIYLPSPVTLS-DT 165
Agemmatalis 5 100 156
Agemmatalis6 100 156
Agemmatals 8 75 130
Agemmatals 12 75 130
Agemmatalis 10 75 130

Bombyx mori 74 127
Agemmatals9 75 135
Agemmatalis4 90 —-—----RVTIIVRAGAVNLT----RPGLLFETTKYINHPEYSENL-NVVQPHDIGLIDFGRKIEFN-DY 146
Agemmatalis2 90 ———=——= RITVVIRAGVINLT---—-TPEYISESTEWYNYPTYDDTRPNLVQPNDISLLRLERPVVFT-RY 147
Agemmatalis1 94 ————=-- RINFVVRLGLTNLT----RPDYLVETTHKFIHPRYIEIL-GGVQTDDIALVKLNHHIPYS-RY 150
A.gemmatalis 3 87 VFIFGSLSGNLRLTVGTNQWN-———-SGGTLHAVSRNITHPNYVSN--—-—-TIKNDLGILITSSNIVEN-DR 147
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Agemmatalis 13 317 —————- TLTDRQMCTFT-——-PGKDACQDDSGGPLLYTDPSTGLFFNLGIVSYGRF---CA-SNSPGINMR 373

Agemmatalis 1 190 GFENWPDITENMLCAGILNVGGKDACQGDSGGPLAHQG-———— DILVGVTSWGYR--—-CADPFYPGVNAR 251
Agemmatalis 7 226 —-— —VLQSSNLCTSGR-—-GGVGTCRGDSGGPLVVTR--NNRPILIGITSFGSG--LGCQVNLPAAYAR 283
Agemmatalis 5 214 ——--—-NVIIASTLCVDGS--NGRSTCSGDSGGPLTIGS-—-GGSRQLIGITSFGSA--QGCQRGHPAGFAR 272

Agemmatalis6 213 ————- TLIIGSTLCVDGS—--NGRSTCRGDSGGPLTIGS--GGGRQLIGITSFGSA--QGCQRGFPAAFAR 271
Agemmatals 8 188 ——-TKVDISDRVICANE---VGRSTCFGDSGAPMVIG—-————— QVLVGTASYHEG-—--CGDDDHPDVFTR 242
Agemmatalis 12 188 ——--NRSITANMLCSGVLDVGGRDQCQGDSGGPLLHN-————— NVLVGVCSWGQY-—--CADRRYPGVNVR 244
Agemmatalis 10 188 ———-NRAITANMLCSGVLDVGGRDQCQGDSGGPLLHN-————— RVLVGVCSWGQY—-—-—-CADRRFPGVNVR 244
Bombyx mori 184 —————— TITANMLCVGRLGVAGFGQCGGDSGSPLFHN—————— GVVVGVCSFGVG———-CGDSYHPTVNVR 238
Agemmatals9 194 ———-—-GFTVASNMVCLGWLDVGVRGQCQDDNGSPILDN-————— GAVVGVEFSWAEG-—--CALGRYPGINTR 250
Agemmatalis 4 207 —-TIQPSTICTLGYN-DTTQSTCQGDSGGPLTVIDE-DGQITQVGVTSFVSS——EGCHVDIPSGFIR 267
Agemmatalis2 206 —————— LITPNAICARFFNVTSQSTCQGDSGGPLVHVDP-QGVPILIGVTSFVAGGEFGCHSGFPAGFIR 268
Agemmatalis1 213 ————- RVIQKQTLCAAYYNDTAQSSCQGDSGGPLTIVDE-DGQPTMVGVVSFGHR--DGCNSPHPSAYVR 274
Agemmatalis 3 207 NMRAPPVEPHIELCTFHA--EGTGTCNGDSGSALARTD----SGLQVGIVSWGFP---CA-LGAPDMFVR 266
Consensus aa @ sesses- 1l..p.1Ch.....stpspCpGDSGtPLhhS.......h.161h8@s..... Etp.-NPS: AR
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FIGURE 6 Multiple sequence alignments of the 13 sequences of the Anticarsia gemmatalis and Bombyx mori
sequence according to the secondary structure using the server Promals3D (http://prodata.swmed.edu/promals/
promals.php). The black box showed the amino acid changes

3.3 | Tertiary structure prediction and assessment of the models

Three-dimensional modeling of all (13 sequences) A. gemmatalis trypsins was estimated by the Protein Homology/
analogY Recognition Engine 2.0 (PHYRE2) (Figure 8a,b). PHYRE2 uses profile-profile matching and secondary
structure for the prediction of tertiary structure. This server also uses the alignment of hidden Markov models via
HHsearch (Séding, 2005; Séding, et al., 2005) to significantly improve the accuracy of alignment and detection rate.
The models of the trypsins by PHYRE2 were predicted with 100% confidence and identity above 30% (Table S1).
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XM_012692038.1_serino_7_A._gemmatalis
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0.93 XM_004928924.2_serino_4_A._gemmatalis
NM_001043572.1_serino_1_A._gemmatalis
XM_012695247.1_serino_13_A._gemmatalis
XM_004925896.2_serino_3_A._gemmatalis
XM_004927083.2_serino_8_A._gemmatalis
[_ XM_004929468.2_serino_11_A._gemmatalis
XM_004931319.2_serino_9_A._gemmatalis
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o7 Bombyx-mori

0.99 XM_004929985.2_serino_12_A._gemmatalis

XM_004929983.2_serino_10_A._gemmatalis

0.7

(b)

Ser229

FIGURE 7 (a) Phylogenetic tree: an unrooted Bayesian inference tree constructed from the alignment of amino
acid sequences presented in Figure 6. (b) Tertiary structure of A. gemmatalis 1 trypsin identified in this study
(NM_001043572.1). Graphic visualization of the protein color-coded by conservation score, where the region in
red corresponds to the most highly conserved region. Trypsin is represented as a cartoon. The three conserved
amino acid residues (His, Asp and Ser) are indicated in sticks. Only one (NM_001043572.1) of the trypsin
structures is used for visualization as a consensus model of the 13 identified sequences, but all analyzes were
performed for all sequences

The first validation of the stereochemical quality was carried out using Ramachandran plot analysis computed
with PROCHECK by checking residue-by-residue of the protein structures. The analysis showed that residues of
A. gemmatalis trypsins in the most favored region added to the allowed region were above 95% and the outlier
region was between 3.7% and 1.9% (Table S1). The plot revealed that the tertiary structure of all trypsins has good
chains stereochemistry.

The interaction energy per residue was also calculated by the PROSA program. The PROSA Z-Score
shows overall model quality. Global analysis of the model trypsins with PROSA showed a Z-Score between
-2.51 to -6.19 (Table S1), showing no significant deviation from typical native structures of similar size as
the template.
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FIGURE 8 (a) General and local overview of the best-ranked docking pose of serino proteases inhibitor
(SERPIN) binding with digestive trypsin Anticarsia gemmatalis serino. Surface shape representing the trypsin in blue,
and the SERPIN in green. In the right, catalytic amino acids in red sticks and the reactive residues as green sticks
involved in the trypsin-SERPIN interaction. (b) Sequence logo of the more representative reactive motifs present in
SERPIN that bind to the Anticarsia gemmatalis trypsins. The height of each letter is proportional to the frequency of
the corresponding residue at that position. (c) Pharmacophoric profile of the SERPIN-trypsin complex after docking
molecular. Color ball and pointed line indicate the interaction type between SERPIN reactive sequence and
residues side chain of trypsin. Only one (NM_001043572.1) of the trypsin structures is used for visualization as a
consensus model of the 13 identified sequences, but all analyzes were performed for all sequences
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34 | Docking protein-protein

To examine the interactions between the trypsins and the protein inhibitors (SERPIN and SKTI), computational
studies were carried out using the online docking server ClusPro (Kozakov et al., 2017) to identify potential
interaction sites on the proteins. For each docking, the software produced the top 10 binding models. The best
model was chosen according to the results of the PROSA, Ramachandran, Verify3D, WHATCHECK validation
analyzes, and the weighted score given by ClusPro (Table S1). After trypsin sequences alignment, the amino acids
from the catalytic site were identified and its participation in the interaction with each inhibitor was verified
(Figures 8 and 9). All trypsins bind to inhibitors (SKTI and SERPIN) through residues of the S1 specificity site or
residues of the catalytic triad.

The graphical representation of the standard residues from the alignment of the trypsin-bounded inhibitors
sequences was performed using WEBLOGO; the participants residues in the binding to trypsins were shown like
the fragment of the complete sequence with the largest number of continuous residues (Figures 8b and 9h).
SERPIN showed, three possible reactive sites by interaction with the A. gemmatalis trypsins (13 proteins), 69% of
the interactions were performed by the motif containing the amino acid residues between the 1 and 9 position of
protein chain (Met-Asp-Tyr-Lys-Ser-Phe-Ser-Ser) (Figure 8b). In the analysis of SKTI inhibitor residues binding to
all selected A. gemmatalis trypsins were found two reactive sites, 62% of the interactions were performed by the
motif containing the amino acid residues between the 80 and 86 position of protein chain (Ala-Val-lle-Met-Leu-
Cys-Val) (Figure 9b).

The importance of interface residues of the trypsin-protein inhibitors complex was clarified by docking and
was demonstrated that catalytic residues are involved in binding with SERPIN and SKTI forming hydrogen bonding
interaction (Figures 8c and 9c). In the SERPIN-trypsins interface, 60% of the interaction are conventional hydrogen
bonds (Figure 8c), and 66% by SKTI-trypsins interface (Figure 9c). Apart from hydrogen bonding, several inter-
actions such as pi-sigma, pi-Alkyl, and carbon-hydrogen were involved to inhibit the catalytic activity of A. gem-

matalis trypsin upon inhibitor binding (Figures 8c and 9c).

4 | DISCUSSION

The design of news Pls showing more efficient capabilities to control caterpillar infestation requires knowledge of
the proteases sequences presents in the insect intestines. However, the proteomic characterization of the insect's
intestinal enzymes is a challenge since these biomolecules are found in very low concentrations in the physiological
environment, ranging from 107 to 107°M (Srere, 1967). Besides, abundant gene products, such as structural
proteins, make it difficult to detect low abundance enzymes by suppressing signals on the mass spectrometer. To
overcome it, our chosen PEG fractionation followed by in-gel digestion improved proteome coverage and digestion
efficiency which involves immobilizing the proteins in denaturing conditions, ensuring better access of trypsin to
the hydrolysis sites. In addition, alkylation and reduction of proteins present in the sample are facilitated in in-gel
digestion. lodoacetamide and DTT could be completely washed from the gel, avoiding interferences in digestion
and the acquisition of mass spectra. Distinct patterns of retention times can lead to quantitative and qualitative
interpretations about the analyte. Besides, this parameter can be studied independently or with the spectra
provided by MS/MS, increasing confidence in the identification of peptides (Le Maux et al., 2015; Palmblad et al.,
2004; Strittmatter et al., 2004). Furthermore, in-gel digestion may have been important for removed the PEG
binding in the proteins before the proteolytic cleavage and to attain a more efficient intestine protease dena-
turation. It enabled the identification of a greater number of peptides derived from the enzymes present in the
intestine of A. gemmatalis. In fact, da Silva Janior et al., (2020) identified 14 genes that code for proteases from
unfractionated samples of the crude extract of A. gemmatalis, extracted from 7 bands of SDS-PAGE, while using the
PEG precipitation strategy we identified 54. As also shown by Xi et al. (2006) and Lima et al. (2019), fractionation



; 290
18 of 28 SILVA-JUNIOR €T AL
2 Lwiey-

Trypsin A. gemmatalis

b
. 4.0

3.0

wn

‘5 2.0 T
1.0

0.0
80 85

(c) ALA

Pi-Alkyl

.Conventional Hydrogen bonds

FIGURE 9 (a) General and local overview of the best-ranked docking pose of Soybean Kunitz trypsin inhibitor
(SKTI) binding with digestive trypsin Anticarsia gemmatalis serino. Surface shape representing the trypsin in
magenta, and the SKTI in green. In the right, catalytic amino acids in red sticks and the reactive residues as green
sticks involved in the trypsin-SKTI interaction. (b) Sequence logo of the more representative reactive motifs
present in SKTI that bind to the Anticarsia gemmatalis trypsins. The height of each letter is proportional to the
frequency of the corresponding residue at that position. (c) Pharmacophoric profile of the SKTI-trypsin complex
after docking molecular. Color ball and pointed line indicate the interaction type between SERPIN reactive
sequence and residues side chain of trypsin. Only one (NM_001043572.1) of the trypsin structures is used for
visualization as a consensus model of the 13 identified sequences, but all analyzes were performed for all
sequences.

with PEG favors the detection of less abundant proteins. Therefore, the use of this technique was crucial for the
successful identification of high numbers of proteases by LC/MS.

The number of nonredundant proteins identified was higher than those found in the literature, performed with
intestines of other lepidopterans in the larval stage. Using a two-dimensional electrophoresis approach, 98 proteins
were identified in Tribolium castaneum (Morris et al., 2009), 91 proteins in B. mori (Kajiwara et al., 2005) and 29

proteins in Helicoverpa armigera (Yannick Pauchet et al., 2008). Through the traditional one-dimensional



SILVA-JUNIOR ET AL Archives of 19 of 28
; il WILEY

electrophoresis technique, 372 proteins were identified in B. mori (Liu et al., 2018) and 98 proteins in Spodoptera
frugiperda (Acevedo et al., 2017). Using RNAseq, 238 overexpressed genes were detected in the intestine of the
Tribolium castaneum caterpillar (Perkin & Oppert, 2019).

Initially, the expression of many isoforms may seem redundant or bioenergetic loss, but the diversity in the
expression of enzymes that perform similar biological activities has a great adaptive role in insects (Diaz-Mendoza
et al,, 2005). As reported by Souza et al. (2016), the expansion of genes that code for serine proteases is associated
with the insect's adaptation to the Pl produced by the plant. Because protein digestion in lepidopterans is per-
formed mainly by serine proteases, the increase in the structural and functional diversity of genes that code for this
sub-subclass can be attributed to the insect's response machinery to circumvent Pls. Therefore, these con-
stitutively expressed proteins represent an adaptive advantage.

Transcriptome approach in the intestine of the S. frugiperda caterpillar (Lepidoptera, Noctuidae) showed 14
chymotrypsins and 9 trypsins differentially expressed in response to Pl in the diet (Brioschi et al., 2007; de Oliveira
et al., 2013; Pauchet et al, 2010). The authors pointed out this expression reprogramming as a strategy to
overcome the harmful effect of Pls.

Lepidopterans exhibit incredible flexibility in adapting to the diet. H. armigera, for example, even expresses 20
isoforms of serine proteases (Bown et al., 1997; Gatehouse et al., 1998; Patankar et al., 2001). The existence of
multiple isoforms of these serine proteases in insects is because of gene duplication events (Baptista et al., 1998;
Lopes et al., 2004). Modulation of key proteases during larval development has also been shown to occur in-
dependently of the diet in A. gemmatalis (da Silva Junior et al., 2020), H. armigera (Chougule et al., 2005; Kipgen &
Aggarwal, 2014), Naranga aenescens (Zibaee et al., 2011), Nezara viridula (Lomate & Bonning, 2016). However,
studies relating the genetic reprogramming of insects to Pl in the diet showed that, initially, all digestive proteases
are upregulated and then there is downregulation in Pl-sensitive proteases (Bown et al., 2004).

At different stages of development, insects can have diverse diets. Parallel to this, the gut of the caterpillars
alters the profile of expressed proteases (da Silva Junior et al., 2020). It is not known for sure whether this dynamic
modulation is a cause or a consequence of the change in diet. But what appears to be a fact is that the great
diversity of isoforms is important not only to deal with the diverse content of plant proteins but also to circumvent
an expressive part of the Pl-based plant defense. Lima et al. (2020) reported that approximately one-third of the
proteases expressed in the intestine of insects of the order Lepidoptera correspond to serine proteases (EC 3.4.16
and EC 3.4.21). This fraction of enzymes can represent up to 95% of the proteolytic activity in the larval intestine in
lepidopteran (Srinivasan et al., 2006).

Glycosidases (EC 3.2.1) were the sub-subclass with the second-highest identification. These hydrolases are
well studied, because of their industrial applications (Ishak et al., 2019) and for their physiological function in
phytophagous insects: the digestion of sucrose, one of the most abundant sugars in the leaf tissue (Pauchet et al.,
2010). Besides this energy importance, glycosidases can also represent an important focus of studies in the
development of pest control strategies. Plants produce a wide variety of allelochemicals as a defense to herbivory
(e.g., cyanogens, alkaloids, triterpenoid glycosides, and glucosinolate).

Although effective most times, the plant's biochemical arsenal selectively pressures its enemies. An important
action of glycosidases in this respect is represented by myrosinase (E.C. 3.2.1.147), which takes part in the system
known as glucosinolate-myrosinase. In this important plant defense pathway, myrosinase and glucosinolate are
separately compartmentalized in plant cells until tissue damage puts them in contact. As a result, glucosinolate is
activated by myrosinase through the hydrolysis of the thioglycoside bond, leading to the formation of an unstable
aglycone which leads to toxic compounds to the insect (Li et al., 2000; Winde & Wittstock, 2011). In contrast,
insects have gained coevolutionary adaptations that allow them to overcome these defenses. They have developed
ways to store or detoxify harmful compounds and thus use them as defensive compounds against their enemies.

In this study, myrosinase had the highest number of isoforms identified among the glycosidases, about two-
thirds. They are commonly reported in multigene families (Vassao et al., 2018), encoding several functional iso-

enzymes in plants (Rask et al., 2000). The question is, why do insects invest in myrosinase enzymes if their activity
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can lead to toxic products when associated with the diet? There is still no satisfactory answer, but there are some
indications that these enzymes are used to switch from direct to indirect defense, at the same time that the insect
can neutralize the toxicity of isothiocyanate products (Abdalsamee et al., 2014; Schramm et al., 2012). Extracts got
from the intestine of A. gemmatalis lacked glutathione S-transferase (GST) activity to isothiocyanate, even after
induction, but not on artificial substrates frequently used to measure GST activity (Wadleigh & Yu, 1988; Yu,
1987). Even a generalist who feeds only occasionally on plants containing glucosinolate benefits from such a
specialized mechanism (Winde & Wittstock, 2011).

The glucosinolate-myrosinase system is important not only for the defense of plants against herbivores, but
also for purposes directly related to the fitness of insects, such as host location, acceptance of oviposition, and
defense against enemies (Rask et al., 2000). Insects such as Brevicoryne brassicae and Lipaphis erysimi sequester
glucosinolate that can be degraded by a myrosinase produced endogenously by them (Bridges et al., 2002;
Husebye et al., 2005; Rossiter et al., 2003). Also, the production of myrosinase by these two species appears to
mimic the plant's glucosinolate-myrosinase system (Husebye et al., 2002; Jones et al., 2001; Rossiter et al., 2003).
Studies have shown that the growth of Plutella xylostella was not affected when fed with a mutant that over-
expresses myrosinase, for the inactivating glucosinolate sulfatase of the insect, suggesting that the presence of
myrosinase is indifferent to this herbivore (Ratzka et al., 2002).

Comparative metabolome studies can be useful to quantify the glucosinolate products in A. gemmatalis and
complement these analyzes. The enzymatic activities of myrosinase need to be investigated under conditions
similar to the physiological conditions of the intestine of A. gemmatalis. These enzymes may represent an important
investigative target in the control of insect pests.

Xavier et al. (2005) characterized trypsin-like linked to the membrane of A. gemmatalis and studies carried out
in B. mori showed that chymotrypsin-like trypsin-like are transported via the membrane to the lumen where they
are solubilized and activated (Eguchi et al., 1982). An expressive part of these enzymes remains anchored in the
peritrophic membrane of the caterpillar's midgut (Eguchi et al., 1979; Kuriyama & Eguchi, 1985). These membrane-
bound proteases have already been identified as targets for the action of soybean trypsin inhibitor (SBTI) in the
control of Plodia interpunctella (Amorim et al., 2008). Histochemical analyzes show that trypsins are exposed in
the intestinal lumen of insects as transmembrane proteins, mainly in the anterior portion of the intestine. In the
posterior region, there is a predominance of soluble trypsins (Jordao et al., 1999). The binding of enzymes in the
membrane can occur by anchoring via detergent-resistant domains (Fuzita et al., 2019) or by vesicles linked to
microvilli (Jordao et al., 1999). Advancing to the posterior region of the intestine, these enzymes are soluble and
secreted by exocytosis. As a result, the activity of serine proteases decreases along the larval intestine (Bolognesi
et al., 2001).

The abundance of serine-proteases identified in this study shows how important the trypsin-like enzymes are
in the gut tissue of A. gemmatalis. In herbivorous Lepidoptera species, the expansion of the number of genes
encoding serine-proteases has been mainly associated with adaptation to overcome the effects of host serine
proteases inhibitors (Pls) (Lima et al., 2020). Evolutionarily, herbivorous insects attempt to possess a diverse array
of digestive enzymes and improve their adaptability by expressing distinct types of an enzyme to overcome plant
Pls and ensure digestion (Mehrabadi et al., 2012).

Trypsin-like exhibit multiple architectures capable of influencing their functional properties and capabilities in
their acting pathways. Despite this, phylogenetic analysis shows that the serine-proteases domain is the most
important in shaping trypsin-like evolution (Arenas et al., 2010; Lima et al., 2020). Thus, we identified that chains
with a high conservation index contain the catalytic triad (His, Asp, and Ser), residues responsible for maintaining
the active site favorable catalytic conformation, and other residues important for stabilizing this favorable con-
formation during the zymogen to active enzymatic forms a transition in the gut of A. gemmatalis.

Variations on the catalytic Ser/His/Asp triad configuration were observed in the trypsin group analyzed,
specifically, substitutions in the residues Hys and Ser, possibly shows that some of these sequences may have

originated from duplications in ancient ancestral species and been preserved in this proteome to the present day
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(Ekici et al., 2008); this conservation over time and these enzymes in A. gemmatalis gut, show that these enzymes
might play important roles in these insects. This residue substitution in the catalytic triad could also be associated
with loss of enzyme activity, an expression of inactive homologous enzymes, a product of gene expansion events
observed during trypsin and chymotrypsin gene family evolution. These inactive enzymes could play different roles,
particularly in regulatory processes and subject to high purifying selective pressure (Pils & Schultz, 2004).

The amino acids Arg and lle at the beginning of the trypsin polypeptide chain was also a highly conserved
region, because activation of these proteases occurs in this site, during an irreversible proteolytic cleavage step, in
the bond between Arg-lle residues which delimits the enzyme's A and B-chain (Afonso et al., 2020; Di Cera, 2009).

Serine-proteases play a prominent role in a wide array of physiological processes such as food digestion, blood
clotting, embryogenesis, tissue reorganization, defense mechanisms, and immune responses (Heutinck et al., 2010;
Schoofs et al., 2005). Many of these processes are proteolytic cascades, which, once set in action, lead rapidly and
irreversibly to a specific cellular response. Activation and inactivation of protease cascades have to be closely
controlled at different regulatory levels being protease gene transcription, mMRNA translation, zymogen activation,
substrate specificity, enzyme kinetics, and by enzyme-inhibitors. Most animal species synthesize a variety of
protease inhibitors with different specificities, whose function is to prevent unwanted proteolysis (Clynen et al.,
2005; Schoofs et al., 2005).

Analyzing the A. gemmatalis gut proteome, we identified a serine enzyme inhibitor, whose SERPIN motif was
identified by Pfam. We here explore and describe the basic biochemical mechanisms of the interaction between the
SERPIN and trypsins of the pest A. gemmatalis by bioinformatic tools. The identified SERPIN is a protein with 374
amino acid residues, molecular weight approximately 42 kDa, fold into nine a-helices and three §-sheets. The three-
stranded {8 are positioned in the middle of the molecule and a flexible reactive center loop is positioned on top of
the molecule, formed by the amino acid residues at position 1-9 in the protein chain; these characteristics agree
with the definition of a native SERPIN (Cabrera & Blamey, 2018).

The analysis of the interaction between the SERPIN and the A. gemmatalis trypsins showed the reactive site of
the inhibitor is in contact with the catalytic cavity of the trypsins (Hys-Asp-Ser) and adjacent residues to the triad,
in other words, it blocks the access of the substrate to the active site. Of the 374 amino acid residues that are part
of SERPIN, nine amino acid residues interact with the A. gemmatalis trypsins at a distance of four angstroms. These
amino acids in the reactive center loop are mostly polar uncharged and hydrophobic, binding to trypsins by
conventional Hydrogen bonds mainly. Toubarro et al. (2013) showed in vitro that SERPINs inhibit trypsin-like
activity in the intestine of lepidopterans. Thus, the identified SERPIN could be acting as a regulator of the serine
protease activity (An & Kanost, 2010; Wang et al., 2017; Zhu et al., 2003), especially those involved in insect
modulation the responses to bacteria, via the polyphenoloxidase (PPO) pathway (An et al., 2011; Li et al., 2002),
and to viruses in B. mori (Wu et al., 2016).

In SERPINSs, its RCL contains a sequence motif that is specifically recognized by target enzymes. Interestingly,
amino acid sequences next to the cleavage site are highly variable between different SERPINs (Cabrera & Blamey,
2018). Thus, an identification performed of the reactive sequence of the A. gemmatalis SERPIN is promising for
molecular minimization, aiming to create a peptide molecule with greater stability and less prone to cleavage by
proteases and viable to be used in Lepidoptera insect pest control such as A. gemmatalis larvae.

5 | CONCLUSIONS

The 1DE-LC/MS enables the proteomic mapping of the larval intestine of A. gemmatalis and describes an expressive
number of hydrolases, showing several important isoforms for the digestibility of the insect. The identification of
gut enzymes in A. gemmatalis allows a more comprehensive understanding of insect feeding. In general, all trypsins
bind to inhibitors (SKTI and SERPIN) through residues of the S1 specificity site or residues of the catalytic triad.

Protein models predicted from DNA sequences indicated that there are no differences in how trypsins interact
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with the studied inhibitors using molecular docking analyzes. Thus, differences on overall sequences could con-
tribute to a strategy to avoid inhibition by Pls through to structural changes of the expressed protease to avoid its
inactivation.

In addition, an endogenous serpin was identified and the analysis of the interaction showed the site reactive of
the inhibitor is in contact with the catalytic cavity of the trypsins with affinity energy close to that determined
between trypsin-SKTI. This SERPIN could be acting as regulator (Wang et al., 2017; Zhu et al., 2003) and binding
dynamic indicated as promising for molecular minimization, aiming to create a peptide molecule with greater
stability and less prone to cleavage by proteases and viable to be used in Lepidoptera insects pest control such as
A. gemmatalis larvae.
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Abstract

Protease inhibitors (Pls) interfere with digestion, leading to poor nutrient absorption
and decreasing amino acid availability in insects. Ingestion of Pls can delay develop-
ment, cause anatomical malformations, reduce fertility and change the set of prote-
ases in the insect gut. This study evaluated the proteomic profile in the midgut of
Anticarsia gemmatalis fed on synthetic (Berenil® with a bis-benzamidine as active
ingredient) and natural (SKTI) protease inhibitors and their effect on the gut physiol-
ogy, proteolytic activity and the structural characteristics of the trypsin-inhibitor
binding. Larger numbers of protein isoforms were identified specially related to pro-
tease activity and stress processes, being that the synthetic Pl triggered a lower
reprogramming than SKTI. Furthermore, Berenil also promoted higher reduction on
midgut protease activity at first times of Pl treatment. Molecular modelling of the
interactions between the identified proteases and Pls indicated that Berenil can
interact with the trypsin enzymes and access to a more hydrophobic site promoting
the inhibitory effect on serine proteases. Besides, its inhibitory capacity and struc-
tural damage on the midgut cells was sped up possibly by the delay in the expression
of proteases, the reprogramming less extensive and the lower expression of
upregulated isoforms. Thus, the integration of our results shows that the use of
synthetic Pls, such as Berenil, can be efficient for the management of A. gemmatalis.

KEYWORDS
bis-benzamidine, larvae, proteome, soybean, trypsin

1 | INTRODUCTION

The velvet bean caterpillar Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera:
Noctuidae) is the main soybean (Glycine max) defoliating pest,
compromising yield with serious economic effects (Bueno et al., 2021;
Lima et al., 2020; Walker, All, McPherson, Boerma, & Parrott, 2000).
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The economic loss in soybean crops caused by A. gemmatalis has
encouraged the search for strategies of pest control that are currently
based on synthetic insecticides (Krinski, Foerster, & Deschamps,
2018). However, alternative approaches are needed to reduce the
pollutant effects, risks to non-target beneficial insects and evolution
of insecticide resistance in pest populations.

In A. gemmatalis just like in other insects, digestive proteases
including serine proteases in the alimentary canal primarily hydrolyse
ingested proteins and subsequently influence both the insect growth,
development and reproduction (da Silva Junior et al., 2020; Hemmati
et al., 2017; Hemmati & Mehrabadi, 2020). Trypsins-like are the main
serine proteases in A. gemmatalis and their inhibition promote great
impact in the capability of protein digestion in the midgut (Oliveira,
De Simone, Xavier, & Guedes, 2005; Patarroyo-Vargas et al., 2018; da
Silva Junior et al., 2020). For this reason, it has been the focus of inhi-
bition of both to compromise larval development (Merifio-Cabrera, de
Oliveira Mendes, et al., 2020).

Many natural peptides and synthetic inhibitors of trypsin have an
arginine or a lysine that binds in the specificity site of the enzyme,
which is near the catalytic triad responsible for the catalysis
(de Almeida Barros et al., 2021; Presnell et al., 1998). In particular,
benzamidine, a structural mimic of arginine and itself a potent inhibi-
tor (Mares-Guia & Shaw, 1965), is the primary component of many
larger inhibitors. In fact, potency and specificity for different serine
proteases can be attained by incorporating the small inhibitor
benzamidine into larger and more complex synthetic inhibitors such as
a bis-benzamidine, an active compound of Berenil®. This inhibitor is
an example of a synthetic trypsin inhibitor (Oliveira et al., 1993) but
its potential effect as insecticide, repellent and antifeedant against
pests has been poorly tested in comparison with the natural soybean
inhibitor SKTI
et al., 2020).

Deeper knowledge of the serine-proteases and their molecular

(Marinho-Prado et al, 2012; Patarroyo-Vargas

binding to inhibitors affecting the proteolytic activity and intestinal
physiology in the A. gemmatalis is critical for control of this insect
pest. Thus, the exposure to Berenil allowed a better understanding of
the active centre of trypsin and molecular interactions with Pls, as
well as evaluate the use of synthetic inhibitors as a strategy for inte-
grated pest management. Thus, this work was aimed to identify the
protein isoforms involved in the A. gemmatalis response to ingestion
of synthetic (a bis-benzamidine) and natural (SKTI) protease inhibitors
and their effect on structural characteristics of midgut epithelium, pro-
teolytic activity and the structural characteristics of the trypsins-
inhibitor binding.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Insects and preparation of the artificial diet
containing Pls

The A. gemmatalis were reared at 25°C £ 2°C, 70% + 10% relative
humidity and 14:10 (light: dark) photoperiod at the Laboratory of

Insects of the Department of Biochemistry and Molecular Biology of
the Federal University of Vigcosa, Brazil. To maintain the adult insects,
50 x 50 cm cages were screened and internally coated with sheets of
paper. The pupae were placed in Petri dishes (150 x 20 mm) inside
the cages and, after their hatching, the moths were fed on a nutritive
solution composed of honey (20.0 g), beer (350 ml), sucrose (50 g),
ascorbic acid (1.05 g), nipagin (1.05 g) and water (650 ml), soaked in a
cotton ball placed on the bottom of the cage. The paper sheets con-
taining A. gemmatalis eggs were cut into strips 2.5 x 10 cm and trans-
ferred to 500-ml plastic vials. After egg hatching, the caterpillars were
fed on artificial diet according to Greene, Leppla and Dickerson (1976).
The fifth instar larvae were separated in cages 2 x 5 cm and fed on
diet (control) and diets supplemented with Pls 0.0019% (wt/vol) of
the synthetic serine-protease inhibitor Berenil (Br; Treatment 1), and
0.01% (wt/vol) of serine-protease Kunitz (SKTI; Treatment 2) as
described by Chougule, Doyle, Fitches and Gatehouse (2008). After
6, 12, 24 and 48 h, the caterpillars were collected from each treat-
ment and respective controls, and the intestines were removed and
stored at —80°C. For each treatment were used 10 cages with two

caterpillars.

2.2 | Proteomic analysis by 2DE-LC/MS
The midguts of fifth instar caterpillars (four per treatment and control)
were dissected, pooled and macerated with a sterile glass rod under
1.0 ml of 10~2 M HCl solution, at 4°C, and then centrifuged at 10,000g,
for 10 min, at 4°C, to remove cell debris (Oliveira et al., 2005; Xavier,
Oliveira, Guedes, Santos, & De Simone, 2005). Following, the superna-
tant obtained containing the proteins was collected and precipitated with
one volume of 10% trichloroacetic acid in acetone for 12 h at —20°C.
The solution was centrifuged at 6,000g for 30 min at 4°C and the super-
natant was discarded. The pellet was resuspended and twice washed
with 80% acetone on ice and centrifuged at 6,000g for 10 min at 4°C.
Finally, the pellet was washed with 70% ethanol and dried at room tem-
perature. The protein extract obtained was solubilised in a solubilisation
buffer composed of 7 M urea, 2 M thiourea and 2% CHAPS. The solu-
tion was solubilised using the UltraSonic Processor (Model GE 50) for
cycles of 5-10 s until complete pellet solubilisation and the samples were
stored at —80°C. Protein concentrations were measured by the Brad-
ford (1976) method.

Isoelectric focusing was performed on a 24-cm IPG strip pH 3-10
(GE Healthcare, Chicago, IL). The strips were previously rehydrated for
14-20 h with 450 pl rehydration buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 2%
CHAPS, bromophenol blue 0.002%, 2% IPG-buffer, 0.2% DTT) with the
addition of DeStreak 50% reagent (GE Healthcare). The amount of pro-
tein in each sample was 1.3 mg. Proteins were separated into the first
dimension using the IPGphor3 focusing system (GE Healthcare). After
focusing were added to the strips the equilibration buffer (6 M urea,
50 mM Tris-HCI [pH 8.8], 30% glycerol and 4% SDS) initially containing
1% (wt/vol) DTT for 15 min followed by 2.5% (wt/vol) iodoacetamide
for 15 min at room temperature. The IPG strips were placed on 12%

polyacrylamide gel and sealed with 0.5% agarose.
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The gels were electrophoresed in the EthanDalt Six system
(GE Healthcare) at 20 mA/gel for 10 h. At the end of the electropho-
resis, the gels were fixed for 16 h in 40% ethanol solution and 10%
acetic acid. To visualise the protein spots, the gels were submerged in
Coomassie brilliant blue solution for 48 h and were washed with ultra-
pure water to eliminate excess colouring solution. The gels were
stored in 5% acetic acid solution and were scanned with
ImageScanner Il (GE Healthcare), with image calibration by Labscan
software (GE Healthcare).

The protein profiles from caterpillar midguts exposed or not to
Pls for each time (pair-wise) were compared by ImageMaster2D Plati-
num 7 software (GE Healthcare) to determine protein abundance
spots. Spots that had radio values above 1.0 and analysis of variance
(ANOVA) with p values below .05 were considered as differentially
expressed. Three biological replicates were used for each treatment.
The abundances (% V) of the protein spots expressed differentially
using the criteria above were converted to fold-change and classified
as up or downregulated.

The protein spots of the gels were cut and previously discoloured
in 50 MM ammonium bicarbonate/50% methanol solution, followed
by dehydration with acetonitrile. Proteins were then reduced with
200 mM DTT solution prepared in 100 mM ammonium bicarbonate
for 30 min at 56°C and alkylation with 200 mM iodoacetamide solu-
tion in 100 mM ammonium bicarbonate for 30 min at room tempera-
ture. The pieces of gels were washed with 100 mM ammonium
bicarbonate solution, dehydrated with acetonitrile and dried by vac-
uum centrifugation. For proteolytic digestion, the spots were
rehydrated with 20 ng/pl trypsin solution for 20 h at 37°C. Digested
peptides were extracted for three cycles using the extraction buffer
(50% [vol/vol] acetonitrile, 5% [vol/vol] formic acid) and dried by vac-
uum centrifugation. Peptides were dissolved in 0.1% (vol/vol) formic
acid and analysed by liquid chromatography-mass spectrometry
(LC-MS) using a nanoUPLC (nanoACQUITY-Waters) system con-
taining a capillary column C18 BEH130 1.7 pM 100 nm x 100 mm,
operating at a flow rate of 0.5 pl/min.

The eluted peptides were automatically injected into a mass spec-
trometer ION TRAP Amazon (Bruker, Billerica, MA), online using a
nanoESI ionisation needle. The scanning of the ions from the mass
spectrometer was performed at between 300 and 1,500 m/z in posi-
tive mode and data were acquired for 70 min in each LC-MS/MS
analysis. The mass spectrometer was operated in auto-MSn mode.
Data acquisition of the LC-MS instrument was managed by Hystar
software (Bruker) and the spectra were processed with the Data Anal-
ysis software (Bruker) using the default settings for proteomics. The
spectra were analysed by PEAKS 7.0 program with a local Client
licence, connected to a remote server to identify proteins. The param-
eters used in the program were: a translated ESTs database from mid-
gut A. gemmatalis, containing 7,806 DNA contigs from transcribed
RNA sequences (www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/308354) or a pro-
tein list download from UNIPROT for all Insect taxa; methionine oxi-
dation as a variable modification and cysteine carbamidomethylation
as a fixed modification, one missed cleavage, charge states of 2+, 3+,

4+, trypsin-like cleavage enzyme and mass error of 0.15 Da. For
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protein identification, we considered a false discovery rate less than

1.0% along with at least three unique peptides.

23 |
midgut

Proteolytic activities from the caterpillar

For proteolytic activities, 10 dissected midguts from fifth instars lar-
vae fed on PIs and control for each time were placed in 1 ml of 1072

M hydrochloric acid solution at 4°C, (maintaining the ratio of four
midguts per 1 ml of solution).

The protein extract containing the proteolytic enzymes was
obtained by cell lysis resulting from three cycles of freezing in liquid
nitrogen and thawing, followed by maceration using a polypropylene
pestle. The obtained suspensions were centrifuged at 10,000 g for
30 min at 4°C and the pellets were discarded. The supernatants con-
taining the soluble material were separated and stored at —20°C.

The activity of total proteases of the gut of the caterpillars was
determined using azocasein as substrate in 100 mM Tris-HCI buffer,
pH 8.0, 20 mM CaCl, (pH 8.0), at 37°C. The rate of formation of the
product, calculated in M/s, was obtained from the absorbance values,
using the formula V = Ao (e 1 )72, in which Ay corresponds to the
absorbance at 440 nm, ¢ is the molar extinction coefficient (36 M1
cm™Y), 1is the optical path (1 cm) and t is the incubation time of the
reaction (120 s). Aliquots of 5 ug of proteins from each sample and
500 pl of a 0.3 mM azocasein solution were used and the absorbance
values were continuously read every second until 120s, in the
automatic mode of the spectrophotometer (Hitachi UV-VIS, model
U-5100), when the values of A440 were recorded (for all samples were
observed a linear increase of the absorbance).

Trypsin-like serine protease activity was measured using
0.5 mM N-a-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride
(L-BApNA) as substrate for amidolytic (amidasic) activity diluted in
0.1 M Tris-HCI buffer pH 8.2 containing 20 mM CaCl,, described
by Erlanger, Kokowsky and Cohen (1961). The amidasic activity
was determined by the formation of p-nitroaniline at 410 nm dur-
ing 2.5 min using the molar extinction coefficient of 8,800 M1

cm™L. The experiment was conducted in a series of three repeti-
tions and two-way ANOVA was used to compare the responses to
Pls exposure over time.

Protein concentrations were measured by the Bradford (1976)
method, using bovine serum albumin, at a concentration ranging from
0 to 20 mg/ml for the standard curve. The enzymatic activities of all
assays were performed in triplicate and expressed according to the

protein concentration (umol s~ pg~? of protein).

2.4 | Histological analyses of the caterpillar midgut
For histological analysis, four A. gemmatalis caterpillars fed on Pls and
control for each time were collected and dissected in 125 mM NaCl
and transferred to the Zamboni's fixative solution (Stefanini, Martino,
& Zamboni, 1967) for 12 h at 4°C (Fiaz, Martinez, Costa, et al., 2018).
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Then the midguts were dehydrated in a graded ethanol series (70%,
80%, 90% and 95%) and embedded in Historesin (Leica) following the
manufacturer's instructions. Sections 3-um-thick were obtained with
rotation microtome and stained with haematoxylin (8 min) and eosin

(30 s) and analysed with light microscope.

2.5 | Protein-ligand docking

The tridimensional structure of the A. gemmatalis trypsins previously
modelled (da Silva Junior et al., 2020) using Phyre2 server (Kelley,
Mezulis, Yates, Wass, & Sternberg, 2015) was used like receptors in
the docking analysis using the software PyRx (Dallakyan &
Olson, 2015). The individual file of each trypsin was opened in PyRx
virtual screening tool as a starting protein structure in pdbqt format.
The ligand bis-benzamidine (Berenil) was chosen and automatically
had its energy minimised and converted to pdbqt format. Following
that, the grid box was automatically appearing and was adjusted to
cover the entire surface of the protein receptor. The docking was per-
formed with Autodock Vina. The protein-ligand docking analysed by
one ligand was compared with eight trypsin receptors. The best affin-
ity energy values and structural pose of the ligand in each docking
were got/developed in PyRx. The Discovery Studio Visualizer 4.0
(Accelrys, 2012) and Pymol (Molecular Graphics System, Version 2.0;
Schrodinger, LLC, New York, NY) were used to perform for all figures.
The structural results of the dockings between trypsins and Berenil
were compared to the results of SKTI inhibitor (da Silva Junior
et al., 2020).

3 | RESULTS
3.1 | Protein expression profiles from caterpillar
midgut in presence of protease inhibitors

Protease inhibitors were added in the caterpillar diets for evaluation
of the protein expression reprogramming after 6, 12 and 24 h of
ingestion (Figure 1; Table S1). The protein profiles by 2-DE were con-
trasted with the respective controls without the addition of Pl and the
increases or decreases of the protein abundances were shown as up-
and downregulated. For all treatments, 312 and 240 spots showed
differential protein abundances and, these spots were classified as up-
and downregulated, respectively (Figure 1a). A higher number of pro-
teins were downregulated (57%), whereas 43% were upregulated
(Figure 1a) without differences between treatments. Of these spots,
134 were identified by LC-MS as unique peptides, responsive to
SKTI, while 126 spots showed difference in the presence of Berenil
(Table S1). Thus, a higher number of protein isoforms were found in
the 2-DE profiles. Furthermore, the IDs for Bombyx mori homologues
of these unique proteins, identified from 2-DE profiles of each PI,
were compared to check the proteins shared in the expression profiles
(Figure 1b). From these, 23 unique proteins showed protein expres-

sion changes both for up- and downregulated for both Berenil and
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FIGURE 1 Distribution of the protein isoforms differentially
abundant from midgut of Anticarsia gemmatalis fed on Berenil

(BR) and soybean Kunitz trypsin inhibitor (SKTI). In (a), the isoform
numbers are classified as up- and downregulated. In (b), the numbers
those isoforms showing difference in abundances specifically for each
protease inhibitors

SKTI (Figure 1b). Therefore, it is indicative that for the same protein
ID were detected in different isoforms (spots with different isoelectric
point or molecular mass) with differential expression pattern. Other-
wise, approximately 30% of the unique proteins showed alterations
specifically for each expression pattern/profile (Figure 1b).

The protein abundances showed as fold change up- and down-
regulated were additionally divided as early and later to indicate protein
expression reprogramming in the caterpillar midguts before 12 h and
after 24 h of Pl ingestion (Figure 2). The number of protein isoforms
classified as downregulated early or late was similar (Figure 2a), whereas
those classified as upregulated late were higher than upregulated early,
especially for SKTI. Thus, indicating that the cascades for activating the
increase of the protein expression were found after 24 h of Pl ingestion,
being 3.9-fold higher than after 12 h (Figure 2a). When the IDs of the
unique proteins were compared, their distributions were similar
between Berenil (Figure 2b) and SKTI (Figure 2c), being only the number
of proteins upregulated later was higher for SKTI.

3.2 | Functional classification of the differentially
expressed proteins

The B. mori IDs homologous to the A. gemmatalis proteins identified

from 2-DE profiles were used for functional categorisation which
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FIGURE 2 Effect of the exposure times in the distribution of the
protein isoforms differentially abundant from midgut of Anticarsia
gemmatalis fed with Berenil (BR) and soybean Kunitz trypsin inhibitor
(SKTI). The protein isoforms from 2DE profiles were classified as
“Early” when the spot was detected as differentially abundant before
12 h of exposure and as “late” after 12 h. (a) Number of isoforms up-
and downregulated during the early and late exposure times.

(b) Number of isoforms showing up- and downregulated specifically
for each exposure times in response to the presence of Berenil.

(c) Number of isoforms showing up- and downregulated specifically
for each exposure times in response to the presence of SKTI

were grouped by up- or downregulation for each PI (Figure 3). In
general, most protein isoforms were classified as belonging to pro-
teases, redox process, energy coupled proton and transferase/
modification activity classes (Figure 3; Table S1). For down-
regulated proteases isoforms, the numbers were similar between
the Pls Berenil and SKTI, with 34 and 33 isoforms, respectively
(Figure 3a), whereas the upregulated isoforms were approximately

An international journal of the QQD

2.3-fold higher for insects fed on SKTI (Figure 3b). Similar finding
also occurred for other protein functional classes (Figure 3a,b). On
the other hand, the transferase/modification class isoforms were
downregulated with SKTI.

Other protein isoforms were identified and grouped as hydrolases
(Figure 3a,b), including «, p-hydrolase-1 protein domain (two isoforms)
and carboxylic ester hydrolase (five isoforms). The alpha/beta-hydrolases
belong to a group of enzymes structurally related to several catalytic
functions, including acetylcholinesterase, serine carboxypeptidase, prolyl
aminopeptidase and prolyl oligopeptidase. This class includes esterase
enzymes, which hydrolyse ester bonds present in a wide variety of insec-
ticides and, therefore, these enzymes may be involved in resistance to
the main chemicals used in control programs, a mechanism known as
metabolic resistance (Montella, Schama, & Valle, 2012). Some hydrolases
were identified such as glycosyl hydrolase family 31 protein with three
isoforms that are involved in carbohydrate metabolism.

Some protein groups up- and downregulated were related to the
energy metabolism, mainly the proton pumps such as ATP synthase,
ATPase and electron transfer proteins (Table S1), indicating that Pls
have a direct and indirect effect on the cell metabolism of the caterpil-
lar midgut. Many proteins have been shown to be expressed differ-
ently in response to Pls in the diet have activities involving oxidation-
reduction (redox) reactions, including several dehydrogenases, oxido-
reductases, glutathione transferases, superoxide dismutase and thiol
peroxiredoxin (Table S1). Many of these have been associated with
the responses to cellular oxidative stress. Furthermore, many isoforms
were identified as heat shock proteins and most were upregulated
(Table S1). Insect heat shock proteins included ATP-independent small
heat shock proteins and the larger ATP-dependent proteins are
synthesised constitutively in insects and induced by stress conditions
(King & Macrae, 2015).

Alterations in the protein abundances showed that the midgut cell
metabolism in the presence of the Pls triggers an adaptive mechanism in
response to nutritional stress. Differential expression of glycolysis path-
way, metabolism of protein and, absorption and transport and binding to
fatty acid show also cascades for modulating the metabolism of carbohy-
drates, proteins and lipids that occur in the midguts in response to the
presence of Pls (Table S1; Figure 3). Some responsive proteins belong to
FABP domain-containing proteins and these are important for fatty acids
uptake and transport in the midgut during the larval feeding stages of
the insect. Proteins of the central energetic metabolism were also
upregulated, probably to compensate the reduction of amino acid supply,
as observed for the increase of the abundance of glutamine synthetase
(three isoforms) and aspartate aminotransferase (one isoform).

Storage proteins (SPs) and vitellogenin were also regulated in
response to Pls. The accumulation and utilisation of SPs and vitello-
genin are important for insect metamorphosis and function as an
amino acid reserve for the production of adult proteins (Ogawa &
Tojo, 1981; Telang, Buck, & Wheeler, 2002). Insect SPs are cat-
egorised into two groups: methionine-rich proteins and aromatic-rich
proteins (arylphorins). In B. mori, storage protein 1 (SP1) is named for
methionine-rich protein, and storage protein 2 (SP2) is named for
aromatic-rich protein

(arylphorin). For protein storage 1, the
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expression profiles were similar; however, arylphorin was upregulated
only in response to SKTI (Table S1).

The ribosome biogenesis regulatory protein was downregulated
early for both Pls and thus, it might be a sign that under protease inhibi-
tion and amino acid starvation stress the protein biosynthesis was
impaired in midgut cells. The protein expression profiles showed a down-
regulation of a protein homologous to prohibitin, which comprises a
highly conserved family of proteins implicated in important cellular pro-
cesses, such as membrane scaffolds, ensuring the recruitment of mem-
brane proteases to facilitate substrate processing (Ochoa-Campuzano,
Martinez-Ramirez, Contreras, Rausell, & Real, 2013).

Seven unique proteins were identified for responding to Pls in the
caterpillar midgut showing homologies with proteins involved in cell sig-
nalling processes, such as protein kinase C, cytosolic juvenile hormone-
binding protein 36 kDa and an importin subunit alpha (Table S1). The

protein kinase C (PKC) gene family comprises serine/threonine kinases
that serve as central signalling molecules and regulators of a broad spec-
trum of cellular processes, including epithelial barrier function and immu-
nity. Importin subalpha mediates transport of the protein or RNA from

the cytoplasm to the nuclear lumen.

3.3 | Protease abundances in response to Pls
added in the diets

The most responsive proteins were the protease subclasses (Table S1;
Figure 3) because a long history of the close association between her-
bivorous insects and their host plants has led to sophisticated physio-
logical responses to dietary Pls. Proteases have been classified into
threonine, cysteine, aspartic and

five catalytic types: serine,
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metalloprotease. A total of 103 protein isoforms were identified for
20 unique proteases (20 IDs homologous to B. mori; Table 1). From
103 proteins, 34 and 31 isoforms were downregulated early and late,
whereas 4 and 34 were upregulated early and late, respectively. Thus,
65 isoforms were downregulated and 38 were upregulated in
response to Pls.

Alterations in the differential abundances were more observed for
the serine protease class (Table 1), as 70 isoforms and 13 unique proteins.

Within serine protease, 27 and 12 were upregulated, whereas 17 and

An international journal of the QQD

28 were downregulated for SKTI and Berenil, respectively. This inverse
response between the Pls is indicative that SKTI triggers a different or
more intensive cascade to the biosynthesis of serine protease isoforms.
Also 19 isoforms were identified for two unique proteins as
metallocarboxypeptidase (Table 1). Interesting, other types of protease
isoforms were identified as belonging to the proteasome complex, with
11 isoforms for four unique proteins. Thus, it shows that under amino acid
starvation stress, the protein degradation was activated in the caterpillar

intestinal cells. In fact, a protein identified showing homology with a

TABLE 1 Protease isoforms differentially expressed from caterpillar midguts of Anticarsia gemmatalis fed with protease inhibitors Berenil (BR)

and soybean Kunitz trypsin inhibitors (SKTI) comparing to caterpillars fed on control diet without inhibitors
Inhibitor Protease type Bombyx ID Protein name Down early Down late Up early Up late
BR Serine-type peptidase H9IVN9 Trypsin alpha-3 1 5 NA 1
SKTI Serine-type peptidase H9IVN9 Trypsin alpha-3 1 4 1 3
BR Serine-type peptidase H9J230 Peptidase S1 domain 1 1 NA NA
SKTI Serine-type peptidase H9J230 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
BR Serine-type peptidase H9J231 Trypsin-like serine protease 8 1 2 NA 1
SKTI Serine-type peptidase H9J231 Trypsin-like serine protease 8 2 2 NA 2
BR Serine-type peptidase H9J243 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
SKTI Serine-type peptidase H9J243 Peptidase S1 domain 1 2 NA 4
BR Serine-type peptidase H9J4K5 Peptidase S1 domain 1 1 NA NA
SKTI Serine-type peptidase H9J4K5 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
BR Serine-type peptidase H9JAI9 Chymotrypsin-2 isoform X1 1 NA NA NA
SKTI Serine-type peptidase H9JAI9 Chymotrypsin-2 isoform X1 NA 1 NA NA
BR Serine-type peptidase H9JG67 Peptidase S1 NA NA 1 NA
SKTI Serine-type peptidase H9JG67 Peptidase S1 NA NA NA 1
BR Serine-type peptidase H9JJA9 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
SKTI Serine-type peptidase H9JJA9 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
BR Serine-type peptidase H9JL75 Peptidase S1 domain 1 NA NA NA
SKTI Serine-type peptidase H9JL75 Peptidase S1 domain 1 NA NA 1
BR Serine-type peptidase H9JM38 Peptidase S1 domain 1 NA NA 3
SKTI Serine-type peptidase H9JM38 Peptidase S1 domain 2 3 NA 3
BR Serine-type peptidase 001953 Serine protease 1 1 NA 1
SKTI Serine-type peptidase 001953 Serine protease 1 NA NA 2
BR Serine-type peptidase H9J268 Peptidase S1 domain NA 2 NA NA
BR Serine-type peptidase H9JOV4 Alpha-aspartyl dipeptidase X1 NA 1 NA NA
BR Metallocarboxy H9JIY6 Peptidase_M14 domain 3 1 NA
SKTI Metallocarboxy H9JIY6 Peptidase_M14 domain 1 1 1 4
BR Metallocarboxy H9JUR3 Peptidase_M14 domain 1 1 NA 1
SKTI Metallocarboxy H9JUR3 Peptidase_M14 domain 1 1 NA 1
BR Proteasome H9JVG2 Proteasome subunit beta type-2 1 NA NA NA
SKTI Proteasome H9JVG2 Proteasome subunit beta type-2 1 NA NA 1
BR Proteasome H9JWI4 Proteasome endopeptidase 1 1 NA NA
SKTI Proteasome H9JWI4 Proteasome endopeptidase 1 1 NA NA
BR Proteasome Q2F5X2 Proteasome subunit alpha 1 NA NA NA
SKTI Proteasome Q2F5X2 Proteasome subunit alpha 1 NA NA NA
BR Proteasome H9JI185 Proteasome subunit alpha NA NA 1 1
SKTI Mitochondrial peptidase H91Z97 Mitochondrial peptidase beta 1 NA NA 1
Total 34 31 4 34
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FIGURE 4  Effect of Berenil (BR) and soybean Kunitz trypsin inhibitor
(SKTI) on protease activities in the Anticarsia gemmatalis midgut. (a) Total
protease activity. (b) Trypsin-like amidasic activity. Asterisk is indicative of
statistical significance when comparing averages of the protease activities
at each exposure time by analysis of variance and Tukey-test

protein of B. mori (ID H9IYN7) acts on the activation of cysteine-type
endopeptidase activity and is involved in apoptotic process. This protein
was upregulated late only for SKTI and was classified as “protease activity
regulation” in Table S1.

From 2-DE protein profiles, 21 protein isoforms classified as
“protease inhibition activity” were identified (Table S1) for two
B. mori homologous IDs as serpin-2 and antichymotrypsin-2. Some
isoforms were up- and others were downregulated in a similar mode
for SKTI and Berenil. Insect serpins are found expressed in various
organs including fat bodies, midgut and hemocytes (Meekins,
Kanost, & Michel, 2017). Most of these serpins are believed to be
related to innate immunity and acting by inhibiting serine proteases.
For example, when B. mori was challenged by pathogens such as
Micrococcus luteus and Serratia marcescens, the expression of serpiné
was increased significantly (Li et al., 2017). It was found that
BmSerpiné directly inhibited the expression of the antimicrobial pro-
teins drosomycin and gloverin2, and the polyphenol oxidase activity
in the melanization cascade. In studies of Manduca sexta, researchers
showed that serpin-1 could form a complex with the serine protease
hemolymph protease 8, to inhibit the activation of the Toll pathway
(An, Budd, Kanost, & Michel, 2011) during bacterial infection.

FIGURE 5 Light micrographs of the midgut of Anticarsia gemmatalis
caterpillars fed on artificial diet. (a) General aspect of the epithelium
showing digestive cells (DC) with well-developed apical brush border (BB),
goblet cells (GC) cells and regenerative cell nest (RC). (b) Details of DC with
homogeneous cytoplasm and well-developed nucleus (N), and GC with
cavity BB and basal nucleus (N). L, midgut lumen

However, the role of these Pls in the regulatory cascades to respond
to Pls in the insect midguts has not been described yet.

3.4 | Protease activities in the caterpillar midgut in
the presence of Pls

Considering the alterations in protease abundances, for both unique
and isoforms proteins in the midgut of caterpillars fed on Pls, the total
protease and amidasic trypsin activities were also evaluated. Further-

more, protein isoforms abundances were also up- and downregulated
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FIGURE 6 Light micrographs
of the midgut of Anticarsia
gemmatalis caterpillars fed on
Berenil and soybean Kunitz
trypsin inhibitor (SKTI) protease
inhibitors. (a) Caterpillar fed on
SKTI for 6 h showing digestive
cell (DC) with vacuolized

(Va) cytoplasm. (b) DC with
cytoplasm vacuoles (Va) after
12 h exposure to Berenil.

(c) Detail of goblet cell (CG) with
disorganised brush border
(arrows) after 48 h exposure to
SKTI. (d) Detail of the midgut
epithelium 48 h after exposure to
Berenil showing GC with
disorganised brush border
(arrows), DC with disorganized
brush border (BB), apical
protrusions (PT) I, some with
nucleus (arrowheads) and cell
fragments (Fr) released to the
lumen (L). N, nucleus; PM,
peritrophic matrix

depending on time of exposure and thus were assayed and compared
to characterise the changes in proteolytic activity in the midgut for
6,12, 24 and 48 h after the Pls ingestion.

The overall protease activities varied according to the time, show-
ing reductions and increases in comparison with the control. After
12 h, the protease activities were 35% lower for both the Pls than the
control diet (Figure 4a).

Accordingly, increased activity after 24 h compared with control
is adaptive and helps larvae to overcome negative effects of
decreased activity after 12 h. Larvae returned to “normal” after 48 h
as they have the same activity as control larvae. On the other hand,
the proteolytic activity in the midgut in the presence of SKTI were
gradually recovered after inhibition at 12 h and after 48 h reached
values approximately 50% higher than control.

The serine protease activity was 53% lower for trypsin in caterpil-
lars fed on Berenil, whereas SKTI had not effect on trypsin activity

according to evaluated periods (Figure 4b).

35 |
midgut

Histological analyses of the A. gemmatalis

The midgut cells of the caterpillar were evaluated to verify histopath-

ological alterations caused by Pls in the diets. In the control, the

An international journal of the QQD

TABLE 2  Affinity energy values determined by molecular docking
of eight Anticarsia gemmatalis trypsin's and the inhibitory ligand Bis-
benzamidine (Berenil) using PyRx software

Affinity energy
Complexes (trypsin-Berenil) (kcal/Mol)
Trypsin1-Berenil -7.9
Trypsin2-Berenil -7.6
Trypsin3-Berenil 74
Trypsin4-Berenil -8.1
Trypsin5-Berenil -7.6
Trypsiné-Berenil -7.9
Trypsin7-Berenil -74
Trypsin8-Berenil -7.3

Note: Values correspond to the best model for each docking.

midgut remained undamaged with a single-layered epithelium with
digestive and goblet cells, as well as some regenerative cell nests
(Figure 5a).

The digestive cells had a homogeneous cytoplasm, an evident api-
cal brush border and a well-developed nucleus with decondensed
chromatin (Figure 5b). The goblet cells had a large cavity with brush
border (Figure 5b).
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Those caterpillars fed on SKTI and Berenil protease inhibitors

showed some differences in the midgut epithelium in comparison
with the control. A. gemmatalis midgut exposed to SKTI for 6 h and
Berenil for 12h had the digestive cells with cytoplasm
vacuolization (Figure 6a,b) and the presence of goblet cells with
disorganisation of the brush border (Figure 6c), features that were
kept until 24 h of exposure. The caterpillars fed with both inhibitors
for 48 h showed the digestive cells with apical protrusions
(Figure 6d) and the release of cell fragments, some with nucleus
(Figure 6d) to the midgut lumen.

3.6 | Protein-ligand docking

To probe the interactions between the A. gemmatalis trypsins and the

Berenil inhibitor, a bioinformatics analysis was carried out using PyRx

FIGURE 7 General overview
of the best ranked docking pose
of Berenil binding with digestive
trypsins of Anticarsia gemmatalis
(Trypsin 1-8). Trypsin in magenta,
active site in green and Berenil

in blue

to identify potential interaction sites on the proteins. For each dock-
ing, the software produced the top 10 binding models. The best model
for each docking was chosen according to the results of the affinity
energy (Kcal/mol; Table 2).

The graphical representation of the interaction position of Berenil
in the trypsin showed that the Pl have two interaction sites in
A. gemmatalis trypsin, 62.5% of the interactions in the site S2’
(Figure 7) and 37.5% binding to amino acid residue closely to site S1.
The conformations adopted by the Berenil inhibitor in each one of the
complexes were different, since it interacted with different amino acid
residues on the surface of the proteins via hydrogen bonds and hydro-
phobic interactions (Figure 8).

The amino acids in the S2’ pocket and those close to the catalytic
triad were involved in binding with Berenil forming hydrogen bonds,
pi-sigma, pi-alkyl, pi-anion, pi-cation, pi-donor and attractive charge
(Figure 8).
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Uncharted polar and non-polar amino acids were responsible for
interaction trypsins-Berenil. Some polar amino acids play a role in
trypsin-Berenil complex, approximately 50% of the complexes showed
Arg, Asp and Glu performing hydrogen bonds and attractive charge
interactions with the ligand (Figure 8).

4 | DISCUSSION

The efficiency of plant defence to insects through Pls can be impaired

by the adaptation of the herbivore. This coevolutionary association

between the phytophagous insect and the host plant has developed
physiological responses in the insect that circumvent the negative
effects caused by the Pls present in the diet (Dawkar et al., 2013;
Zhu-Salzman & Zeng, 2015). One of these physiological responses of
the insects to plant Pls is the differential regulation of multiple diges-
tive proteases (Lomate et al., 2018). Thus, our study shows by the first
time a comprehensive analysis on the proteomic response of
A. gemmatalis caterpillars fed on Berenil and SKTI Pls, suggesting that
variations in the synthesis and posttranslational modifications of spe-
cific proteins are responsible for the insects to overcome those Pls.
Furthermore, Berenil has the maximum inhibition of trypsin-like
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enzymes 2 h after exposure, confirmed by its binding at the S2’ site of
trypsin through hydrogen bonds and attractive charge, and the forma-
tion of apical protrusions in midgut cells that are released to the gut
lumen revealed by light microscopy.

The ingestion of Berenil and SKTI by A. gemmatalis shows that
this insect compensates the inhibition of proteolytic enzymes by the
late secretion of other proteases. This finding is evidenced by a higher
number of upregulated protein isoforms for protease and a decrease
of the protease activity after 12 h of exposure, despite did not differ
from the control group after 48 h. The compensation for inhibiting
the activities of endopeptidase enzymes by increasing the activities of
exopeptidases isoforms has been reported in Helicoverpa armigera
(Lepidoptera; Lomate et al., 2018), suggesting that these digestive
proteases are synthesised not only due to activation and repression of
genes, but also due to posttranslational modifications when the cater-
pillar is exposed to Pls in the diet (Chougule, Giri, Sainani, &
Gupta, 2005; Grabherr et al, 2011; Patankar et al., 2001; Sarate
etal, 2012).

Small molecules such as synthetic inhibitors have several advan-
tages compared to other potential chemical agents (inorganic insecti-
stability, bio-distribution, half-life,

pharmacokinetics and permeability (Ran

cides), including metabolic
manufacturing
et al., 2015; Zhao et al., 2017). However, it cannot be ruled out that

small molecules may have some disadvantages when protein-protein

cost,

interactions are the target, due to their limited surface (Ran &
Gestwicki, 2018). However, the effect of these molecules on response
through the expression of proteases may be advantageous for the
management of agricultural pests, such as shown by results here
obtained, indicating that when the insect is exposed to a small inhibi-
tory molecule such as Berenil, they can delay the expression of prote-
ases, the reprogramming it may be less extensive and upregulate
expression of few proteins. These results may indicate that the inhibi-
tory effect of Berenil compared to SKTI may be more severe due to
the delayed response to the level of expression of new proteases that
may mitigate the inhibitory effect of this molecule. Furthermore,
insect recovery was faster when challenged with Berenil compared to
SKTI, suggesting that the natural soybean inhibitor has a late effect in
modulating the activity of total proteases. This result may indicate
that SKTI is more unnoticed by the arthropod defence system, imply-
ing a longer lasting effect. The better response of A. gemmatalis to
exposure of the SKTI in the diet might be due to the closely evolution-
ary association with their host plants (such as the soybean plants that
produce SKTI) resulting in a sophisticated physiological responses to
dietary Pls (Ryan, 1990; Zhu-Salzman & Zeng, 2015). Berenil has a
diazo bond between two benzamidine amino rings and binds to the
active site as a competitive trypsin inhibitor. There is also an effective
binding at the secondary site of the enzyme, exhibiting a parabolic
behaviour that is partially competitive with the substrate (Junqueira,
Silva, & Mares-Guia, 1992). Because of this, Berenil is a severe inhibi-
tor for A. gemmatalis.

At the kinetic level, SKTI show lower inhibition constant
(Ki) compared with those from synthetic inhibitors, which allow them

to occupy all the binding sites available in the active centre of the

enzyme and thus an optimised adjustment occurs in the enzyme-
inhibitor (EI) complex formation. The synthetic inhibitors, being
smaller, do not occupy all the available sites of the enzyme, forming
less stable EI complex (Merifio-Cabrera, de Oliveira Mendes,
et al, 2020; Merifio-Cabrera, Severiche Castro, et al, 2020;
Patarroyo-Vargas et al., 2020; Volpicella et al., 2003). In this study, we
found that protein synthesis is accompanied by changes in the insect's
enzymes profile. The hydrolytic capacity of A. gemmatalis trypsin
decreases 53% after 48 h of exposure to Berenil, which is higher in
comparison with SKTI. Furthermore, SKTI increases the number of dif-
ferentially abundant proteases in a shorter exposure time, showing
that the increased production of proteases is not enough to bypass
the inhibitory effects of SKTI in a short period. Similar findings have
been reported for other insects exposed to plant protease inhibitors
(Cotabarren, Lufrano, Parisi, & Obregon, 2020;
Bolter, 1997).

Gene reprogramming is an expected response in the insect's

Jongsma &

attempt to overcome the negative effects of Pls and thus increasing
its tolerance. Helicoverpa armigera (Lepidoptera) adaptively responds
to the effects of plant Pls by regulating the expression of genes
encoding for proteases (Chougule et al., 2005; Grabherr et al., 2011;
Patankar et al., 2001; Sarate et al., 2012). Besides acting directly on
proteolytic enzymes in the gut of A. gemmatalis, the Pls also trigger
cell signalling to reprogram stress-related genes. This confirms that
protease inhibitors can induce not only changes in on the assimilation
of nutrients such as proteins, but can also induce apoptosis and oxida-
tive stress in midgut cells of A. gemmatalis, as has been shown in other
pest insects (Napoleao et al., 2019).

Furthermore, Pls causes changes in the midgut morphology of
insects. In both treatments containing PI, the midgut digestive cells
shown cytoplasm vacuolization (after 6 h in SKTI and 12 h in Berenil)
that is maintained up to 24 h, following occurrence of apical protru-
sions that are released as cell fragments to the gut lumen. In addition,
the brush border of goblet cells undergoes severe disorganisation.
These features can be related to the number of stress-related proteins
expressed in A. gemmatalis, which has been associated with cytoplasm
vacuolization as a response to metabolic stress since the midgut is an
important organ of detoxification and antioxidative defence
(Lushchak, Matviishyn, Husak, Storey, & Storey, 2018). Possibly, many
of these vacuoles are also autophagosomes degrading damaged
organelles. The release of cell fragments into the lumen has been
associated with apocrine secretion, but also with mechanisms of cell
death, as some of these fragments contain the cell nucleus (similar to
apoptosis in mammals; Shubin, Demidyuk, Komissarov, Rafieva, &
Kostrov, 2016). Similar cell death features have been reported in the
midgut cells of A. gemmatalis exposed to some pesticides (De Almeida
et al,, 2014; Castro, Martinez, Barbosa, et al., 2019; Castro, Martinez,
Plata-Rueda, et al., 2019; Fiaz, Martinez, Costa, et al., 2018; Fiaz, Mar-
tinez, Plata-Rueda, et al., 2018).

Molecular docking analyses and characterisations of the binding
energies of the inhibitor Berenil to A. gemmatalis trypsins showed that
the stabilisation of this complex is achieved by 39% hydrogen bonds
and 61% hydrophobic interactions. Nevertheless, the contributions to
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the total change in Gibbs free energy during binding of Berenil might
be associated with these interactions. Differences in the affinity ener-
gies between the trypsin and the ligand might be explained by the var-
iations of the hydrogen bonds in each docking, such as shown in other
studies (Perilo, Pereira, Santoro, & Nagem, 2010). These differences
can be explained by variation of the amino acid residues involved in
the interaction, which are mainly uncharged polar or non-polar in the
S2" and near to S1 sites.

In summary, we propose that a Berenil inhibitor can interact
with the trypsin through hydrogen bonds allowing the ligand to
access a more hydrophobic pocket and its inhibitory effect on serine
proteases as validated in the experimental analyses. Also, the inte-
gration of our results shows that the use of Berenil can be efficient
for the management of the A. gemmatalis, since its inhibitory capac-
ity and morphological damages on the midgut cells is rapid possibly
by the delay in the expression of proteases, less extensive repro-
gramming of protein isoforms and the lower expression of up-

regulated proteins.
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