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RESUMO

PILON, Franciny Martins, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2012.
Clonagem e expressdo de serino-proteases de Anticarsia gemmatalis e
caracterizagdo cinético-enzimatica de tripsinas-like purificadas, produzidas por
sua microbiota intestinal Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Coorientadores: Joel Antonio de Oliveira, Liliane Evangelista Visotto, Luciano Gomes
Fietto e Thiago Renno dos Mares Guia.

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, é considerada uma das principais pragas da
cultura da soja. Os danos causados pelo ataque deste inseto associado a relevancia
econémica do cultivo da soja para o Brasil e para 0 mundo fomentam a busca por
alternativas no controle deste inseto. Estratégias de controle de insetos-pragas baseadas
no uso de inibidores de proteases tém sido estudadas e o conhecimento das enzimas
digestivas tem se mostrado fundamental. Neste contexto, este trabalho teve como
objetivo identificar genes de serino-proteases de A. gemmatalis e avaliar sua expressdo
diante de inibidores de serino-proteases bem como purificar e caracterizar serino-
proteases produzidas pela microbiota intestinal da lagarta da soja. Foram isolados trés
genes distintos de serino proteases do genoma da lagarta da soja chamados de Agem 1,
Agem 2 e Agem 3, indicando que 0s genes de serino-proteases de A. gemmatalis estdo
organizados em familia multigénica. Os trés genes mostraram alta identidade com
tripsinas de outros insetos da ordem Lepidoptera. Foi verificado que a expressdo do
gene Agem 2 se sobressaiu em relacdo ao gene Agem 1 e Agem 3. As sequéncias
descritas neste trabalho evidenciaram ser genes de tripsinas sensiveis e/ou insensiveis ao
inibidor de serino-protease Benzamidina. O inibidor sintético Berenil foi
potencialmente eficiente na supressdo dos genes de tripsinas isolados neste estudo. Os
genes de tripsinas isolados mostraram serem sensiveis aos inibidores proteicos da soja
SKTI e SBBI, diminuindo sua expressdo durante o tratamento. Esses estudos mostram
que o significado da expresséo diferencial de proteases digestivas diante de inibidores
de proteases nunca pode ser subestimado. O processo de purificagdo das enzimas
produzidas por Bacillus cereus, Staphylococcus xylosus, Enterococcus mundtii e
Enterococcus gallinarum isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis, foi realizado em
cromatografia de afinidade (p-aminobenzamidina). As massas moleculares estimadas
das enzimas foram de aproximadamente 25 kDa (SDS-PAGE). As enzimas
apresentaram maior atividade em temperatura a 40°C e em pH 7,5 para B. cereus, pH
10,0 para E.munditti, e pH 8,5 para S.xylosus e E.galinarum. Os ions célcio néo

afetaram a atividade enzimatica nas concentragdes testadas. Os valores de Ky da serino
Xii



protease de E. gallinarum, B. cereus, S. xylosus e E. mundtii foram de 0,35mM, 0,18
mM, 0,21 mM e 0,22 mM, respectivamente. As enzimas foram sensiveis a inibi¢do por
inibidores tipicos de serino- proteases e tripsina, como Aprotinina, Berenil e SKTI. Suas
atividades ndo foram alteradas pelos inibidores TPCK de quimiotripsina, Pepistatina A
de aspartil-proteases, E-64 de cisteino-proteases e EDTA de metalo-proteases. Esses
resultados em conjunto demonstram que as bactérias sintetizam e excretam no limen
intestinal de A. gemmatalis enzimas tripsinas-like com caracteristicas semelhantes as
produzidas pelo proprio inseto. Através do conhecimento obtido neste trabalho surgem
novas perspectivas para a realizacdo de pesquisas complementares que poderdo
contribuir para o desenvolvimento de estratégias de controle de pragas baseadas na
inibicdo de proteases digestivas, tanto produzidas pelo inseto quanto pela sua

microbiota intestinal.
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ABSTRACT

PILON, Franciny Martins, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012. Cloning
and expression of serine proteases Anticarsia gemmatalis and Kinetic
characterization of enzyme-purified trypsin-like, produced by their intestinal
microbiota. Advisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-Advisores: Joel Antdnio
de Oliveira, Liliane Evangelista Vis6tto, Luciano Gomes Fietto and Thiago Renné dos
Mares Guia.

The caterpillar, Anticarsia gemmatalis, is considered a major pest of soybean. The
damage caused by this pest associated with the economic importance of soybean
cultivation in Brazil and the world to promote the search for alternatives to control this
insect. Strategies to control insect pests based on the use of protease inhibitors have
been studied and knowledge of digestive enzymes has proved crucial. In this context,
this study aimed to identify genes for serine proteases of A. gemmatalis and evaluate
your expression face of inhibitors of serine proteases as well as purify and characterize
serine proteases produced by the intestinal microbiota of the soybean caterpillar. Genes
were isolated three distinct serine proteases of the genome of soybean caterpillar called
Agem 1, Agem 2 and Agem 3, indicating that the genes of serine proteases of A.
gemmatalis are organized into multigene family. The three genes showed high identity
with trypsins from other insects of the order Lepidoptera. It was found that gene
expression Agem 2 excelled compared to the genes Agem 1 and Agem 3. The
sequences described herein have shown to be sensitive genes trypsins and/or insensitive
to the serine protease inhibitor benzamidine. The synthetic inhibitor berenil was
potentially effective in the suppression of genes trypsins isolated in this study. The
genes of isolates showed trypsin to be sensitive to inhibitors of soybean protein SKTI
and SBBI decreasing its expression throughout the treatment. These studies show that
the significance of differential expression of digestive proteases before protease
inhibitors can never be underestimated. The purification process of enzymes produced
by Bacillus cereus, Staphylococcus xylosus, Enterococcus gallinarum, and
Enterococcus mundtii isolated from the intestinal tract of A. gemmatalis was performed
on affinity chromatography (p-aminobenzamidine). The molecular weights of the
enzymes were estimated to approximately 25 kDa (SDS-PAGE). The enzymes were
more active in temperature to 40 ° C and pH 7.5 for B. cereus, pH 10.0 for E.munditti
and pH 8.5 for S.xylosus and E.galinarum. The calcium ions did not affect the enzyme
activity at the concentrations tested. The values of Km serine protease of E. gallinarum,
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B. cereus, S. xylosus and E. mundtii were 0.35 mM, 0.18 mM, 0.21 mM and 0.22 mM,
respectively. The enzymes were sensitive to inhibition by inhibitors of serine proteases
typical and trypsin, as Aprotinin, Berenil and SKTI. His activities were not altered by
inhibitors chymotrypsin of TPCK, Pepstatin A of aspartyl proteases, E-64 of cysteine
proteases and EDTA of metalo-proteases. These results together demonstrate that the
bacteria synthesize and secrete the intestinal lumen A. gemmatalis trypsin-like enzymes
with similar characteristics to those produced by the insect. Through the knowledge
gained in this work are new prospects for conducting additional research that will
contribute to the development of pest control strategies based on the inhibition of
digestive proteases, both produced by the insect as for their intestinal microbiota.

XV



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt ettt 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..o oot 4
N o] - FO TP P PP U PP PRPPPRTPPRUPRPTIN 4
2.2. Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae)..............ceeeee. 5
2.3. INteraGao Planta-INSELO ........coiueeiiieiiieie et 8
P e (0] =T - PR SUPPRPRPPRRPRPPRI 10
2.4. 1. SEIINO-PIOTEASES ... .eeeeeeutee ittt ekt ettt ettt ettt ekt ettt ettt et et nes 11
2.4.1.1. Genes que codificam Serin0-ProteASES ..........ccerueereeerieeiiierieeniee e 14
2.5. INIDIAOIES U8 PIOLEASES ......veiiveieiiieiee ettt ettt 15
2.6. Microbiota bacteriana de INSELOS .........cecveeeiiieeiiie e s e e see e 18
2.6.1. Microbiota bacteriana de Anticarsia gemmatalis............cccoooeriinnieiiiniiieiiecn, 20
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA .......coooiirieirieiseeseeiese s 22
CAPITULO Lottt 36
Isolamento, identificacdo e expressdes de genes de serino-proteases de Anticarsia
gemmatalis em resposta a inibidores de Proteases .........ccvvvveervreerieeerieee e e seeeeieeens 36
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt ettt e st een e te e te e be et enes 37
1. INTRODUGAD ..ottt sttt sttt eate et e beaneeanes 39
2. MATERIAL E METODOS.......cocoiieieieeeeeceee ettt es sttt en s 42
2.0 INSEBLOS. ...ttt e e e s 42
2.1.1 Criacao da 1agarta da SOJA........ccueeeivreeiiieeiieeesiie e s rie e se e srae e e e e anae e 42
2.1.2 Preparo da QIEta..........ccveeiiiee et 42
2.1.3 Insetos submetidos a tratamento com e sem inibidores ..........cccceveiiieiieiienne, 43
2.2 ExtracGes de RNA e sintese de CDNA ... ...oooii e 43
2.3 AMPLIfIcagies d0 CDNA ..o 44
2.4 Sequenciamento e andlise in silico das sequéncias obtidas............cccccccveeiiieeiinnnn, 45

2.5 Confeccdes dos primers para analise da expressdo génica por RT-PCR em tempo

7= TSP PR TR TRPPRURS 45
2.6 TranscricOes reversa PCR quantitativo (QRT-PCR) ........cccceoviie i 45
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooverieeeiseeseseseeeeees et es s 47

3.1 Isolamentos, sequenciamento e identificacdo de genes de serino-proteases expressos

M AL EMMALANIS. ....eeii i 47

XVi



3.2 Expressdes de genes de serino-proteases de A. gemmatalis em resposta a inibidores

A8 PIOLEASES ...tttk ettt ettt b ettt 53
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA ...t 63
CAPITULO Il 71
Purificacdo e Caracterizacdo de Serino Proteases Produzidas pela Microbiota Intestinal
de Anticarsia gemMmMALAlIS ...........ooiuieiiiiie e 71
RESUMO ..ottt e e e e e et e e e e e e s et r e e e e e e e e nnrees 72
1. INTRODUGAOD ... .ottt ettt e et e e e annbeeas 74
2. MATERIAL E METODOS. ...ttt ettt 7
2.1. Microrganismo e condigdes da CUUIA..............occueiiieiiiiiiiieee e 77

2.2. Obtencéo dos extratos enzimaticos de bactérias isoladas do trato intestinal de larvas

A8 AL GEMMALATIS. ...ttt 77
2.3. Determinacao de ProteING.........coviiiieeiiieiie et 78
2.4 ENSAI0S BNZIMALICOS ...veeivviieiiieeeiiee et e e siee e st e e steaeataeessteaeanseeeesneaeesntaeesnseeennseeeas 78
2.5. PUrIfICAGA0 BNZIMALICA ......veeiiieiie et 78
2.5.1. Precipitagdo por sulfato de amOnio ...........cccueiiieiiiiiieiiie e 78
2.4.2. Cromatografia de afinidade ...........cceeviieeiii e 78
2.5 EIBLIOTOIESE. ...ttt 79
2.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE)
................................................................................................................................... 79
2.7. Caracterizagdo ENZIMALICA .........cvveeiereeiieeeeieeesteeesee e s e e e sae e e e e e sre e e sneeearee e 80
2. 7.1 EFRItO O PH. ..o 80
2.7.2 Efeito da teMPEratUra ...........ccoiuiieiiiee et e e e e snae e 80
2.7.3 Efeito da concentragdo de ions CAICIO ........ccueveviiieeiiiieiiiie e 80
2.7.4 DeterminaCdo da KIM € VIMAX .....cccviiiiiiiciieee e e e 81
2.7.5. Avaliacdo do efeito de INIDIdOreS.........c.eeeiiireiiie e 81
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cocooeiieeieieeieseseseeetees et es s 82

3.1 Perfis do crescimento bacteriano e da atividade das proteases produzidas pelas
bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis...............cccccovviieiiieeiiiec e, 82

3.2 Purificacbes das serino-proteases produzidas pela microbiota isolada do trato

intestinal de A. gemmataliS............ccovviiiiiiiiii e 84
3.3. Caracterizagdo ENZIMALICA ........cc.eeiiiie it 88
SBLERIO O PH. ..o 88
3.3.2 Efeit0 da tEMPEIatUa .......vvviee ittt e e 89
3.3.3 Efeit0 de 10NS CAICIO .....eevveiiieiiii et 90



3.3.4 Constante de Michaelis-Menten (KM) e velocidade méxima (Vmax) ................. 92

3.3.5 Avaliagéo do efeito de inibidores na atividade de serino proteases bacterinas ..... 95
3.3.5. 1 Efelt0 de APIOTINING ......coiiieiiiiiieiiee et 95
3.3.5.2 EfEIt0 de BEIeNil ...cccvvvieiiiee ettt 96
3.3.5.3 EfRIT0 08 TPCK ..ottt e e e e e ansee s 97
KR N N o (-1 (oI (3R] G I RSP RTSOURRRR 99
3.3.5.5 Efeito de Pepstatina A ........cooviiiieiiieie e 100
3356 EfEITO U E-B4 ...t 101
.35 7 Efelto dE EDTA ..o e e et r e s eraae e 102
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA .......oooiiitiiirieeineie i 105
CONCLUSOES GERAIS ...ttt 111

XViil



1. INTRODUCAO

No panorama do agronegécio mundial, a producdo de soja estd entre as
atividades econbmicas que mais vem crescendo nas Ultimas décadas. Os maiores paises
produtores de soja sdo também os maiores exportadores, sendo o principal os Estados
Unidos, seguido pelo Brasil e Argentina. No Brasil, a soja € cultivada praticamente em
todo territorio nacional, destacando-se como fonte de proteina e de 6leo vegetal, para
consumo interno ou como gerador de divisas, através das exportacdes (SAVIO et al.,
2008; DALL’AGNOL et al., 2010, CONAB, 2011).

Atualmente o Brasil é considerado o pais que tem maior potencial (terra,
tecnologia e clima) para expandir consideravelmente a producgéo de soja e atender uma
demanda mundial crescente (CONAB, 2011). De acordo com a CONAB (2011) ha
perspectivas de reducdo da oferta global da colheita de soja, em funcdo da possivel
queda da safra dos Estados Unidos para 2011/12, o que levaria o Brasil a ocupar um
papel de destaque e ampliar a sua posicdo no mercado internacional. Tal fato é
corroborado pela maior capitalizacdo dos produtores brasileiros, associada ao aumento
gradual na oferta de recursos nas modalidades de Custeio e Comercializagcdo a juros
controlados, que na safra 2011/12 foram estimados em R$ 64,1 bilhGes frente aos R$
60,7 bilhdes do ano safra 2010/11 (CONAB, 2011).

Os cultivos de soja estdo sujeitos ao ataque de pragas durante todo o seu ciclo, e
os insetos, principalmente na fase larval, representam um importante prejuizo. Eles
afetam tanto a planta quanto a semente, podendo reduzir substancialmente a qualidade
de ambas, causando perdas significativas do rendimento da cultura (ANDRADE et al.,
2004).

Entre os insetos que trazem consequéncias econémicas mais significativas na
soja, destaca-se Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
como lagarta da soja. Este inseto é o principal causador de danos a sojicultura, atuando
como desfolhador e geralmente suas maiores incidéncias ocorrem durante o periodo
vegetativo até o final da floracdo, exigindo atencdo e controle rapido para ndo causar
prejuizos econdmicos (PRACA et al., 2006; SAVIO et al., 2008; VIANNA et al., 2011).

Atualmente os métodos de controle de pragas se concentram basicamente na
utilizacdo de agroquimicos (LAWRENCE & KOUNDAL, 2002, VIANNA et al., 2011).
Sabe-se que estes provocam prejuizos financeiros, desequilibram a cadeia alimentar,

elevam pragas secundarias a categoria de pragas-chave, causando o surgimento de
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novas pragas e pragas resistentes. Essas consequéncias tém provocado uma revolugéo
no controle de insetos na agricultura moderna, tornando-se necessarios estudos que
propiciem métodos alternativos de controle (SAVIO et al., 2008; MILLS e KEAN,
2010, VIANNA et al., 2011). A exploracdo de mecanismos de resisténcia endogena das
plantas ao ataque dos insetos herbivoros é uma tendéncia, servindo de ferramenta para a
aplicacdo no manjo integrado de pragas (GATEHOUSE, 2002; FERRY et al., 2006;
SCOTT et al., 2010).

Sabe-se que uma rota de defesa de plantas, conhecida como via das
lipoxigenases, culmina com a produc¢do do acido jasmonico, um hormdnio vegetal que
ativam genes que expressam inibidores de proteases tidos como agentes antimetabdlicos
para o0s insetos. Os inibidores de proteases interferem na digestdo proteica dos insetos,
diminuindo a disponibilidade de aminoécidos e prejudicando a sintese de proteinas
necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo (FARMER e RYAN, 1992;
OLIVEIRA et al., 2005; SCOTT et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010; WUNSCHE, et al.,
2011; JAMAL et al.,, 2012). Em contrapartida, como resultado de um processo
coevolutivo, estes insetos tambem desenvolveram mecanismos para se defenderem dos
efeitos deletérios provocados pelos inibidores de proteases produzidos pelas plantas,
através do aumento da sintese enzimatica, tanto da classe que esta sendo inibida como
de outras classes enzimaticas, tentando burlar esse efeito inibitério (JONGSMA e
BOULTER, 1997; OLIVEIRA et al., 2005; SRINIVASAN et al., 2006; PILON et al.,
2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 2010, JAMAL et al., 2012).

Apesar dos mecanismos adaptativos dos insetos, pesquisas sobre a aplicabilidade
de inibidores de proteases, em programas de controle de pragas, tém sido desenvolvidas
e consideradas promissoras visando a expressdao desses inibidores em plantas
geneticamente modificadas, tornando-as mais resistentes ao ataque de insetos (HAQ et
al., 2004; DUNAEVSKY et al., 2005; ZHANG et al., 2010a; JAMAL et al., 2012).
Entretanto, o sucesso dessa estratégia serd obtido quando a planta for capaz de expressar
uma combinacao de inibidores que cubra o espectro total de proteases intestinais que
estdo envolvidas no processo de adaptacdo do inseto a esses (JOGSMA e BOLTER,
1997; VISOTTO et al., 2009a, b). Dessa forma, deve ser considerada a fisiologia do
inseto e as interagdes deste com o ambiente, levando em consideracdo a bioquimica da
sua digestdo, a contribuicdo da microbiota associada ao seu trato digestivo e o
conhecimento do sistema de proteases produzidas pelo inseto e pela microbiota
simbionte (SRINIVASAN et al., 2006; PILON, 2008; VISOTTO et al., 2009a, b;
DOUGLAS, 2009).



As enzimas priméarias da digestdo em lepiddpteras sdo as serino-proteinases,
particularmente tripsinas (TERRA e FERREIRA, 1994; TERRA et al, 1996,
OLIVEIRA, et al.,, 2005). Estudos utilizando extrato bruto e purificado do trato
intestinal de A. gemmatalis mostraram a predominancia de serino-proteases do tipo
tripsina no seu processo digestivo (OLIVEIRA et al., 2005, XAVIER et al., 2005, REIS,
2009). Recentes estudos sobre a existéncia e a contribui¢cdo da microbiota intestinal na
bioquimica e fisiologia de A. gemmatalis foram realizados, onde foi verificado que,
além das proteases produzidas pelas proprias células de A. gemmatalis, hd também
proteases que sao sintetizadas por microrganismos presentes no seu trato intestinal e que
influenciam o seu desenvolvimento (MENDONCA et al. 2009, VISOTTO et al., 2009 a,
b).

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo identificar genes de serino-
proteases de A. gemmatalis e avaliar a expressdo desses genes diante de inibidores de
serino-proteases, bem como purificar e caracterizar serino-proteases produzidas por
bactérias isoladas do trato intestinal da lagarta da soja, a fim de esclarecer
cientificamente os processos de interacdo planta-inseto e inseto-microbiota ligados ao
mecanismo adaptativo de A. gemmatalis a inibidores de proteases, para posterior
desenvolvimento tecnoldgico de potentes inibidores ou ainda servir de base para a

construcdo de plantas geneticamente modificadas no controle de insetos-pragas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Soja

Atualmente, a cultura da soja (Glycine max) assume importante papel no cenério
econémico mundial, integrando uma porcao significativa nas balangas comerciais. Isto
pode ser atribuido a diversos fatores, tais como: estruturacdo de um grande mercado
internacional relacionado com o comércio de produtos do complexo da soja;
consolidacdo da oleaginosa como importante fonte de proteina vegetal, especialmente
para atender demandas crescentes dos setores ligados a producéo de produtos de origem
animal e maior desenvolvimento e oferta de tecnologias, que viabilizaram a expanséao da
exploracgdo sojicola para diversas regides do mundo (DALL’AGNOL et al., 2010).

Dos principais paises produtores de soja (Estados Unidos, Brasil e Argentina), o
Brasil (segundo produtor mundial) é o que tem maior potencial (terra, tecnologia e
clima) para expandir consideravelmente a producdo de soja para atender uma demanda
mundial crescente, o que vem se concretizando, haja vista o desempenho da Producéao
Nacional, nas Gltimas safras que saltou de 53,0 milhdes de toneladas, na safra 2005/06
para 75,3 milhGes de toneladas, na safra 2010/11(CONAB, 2011).

Diante das perspectivas de reducdo da oferta global, em funcdo da possivel
queda da safra dos Estados Unidos, principal produtor mundial, o Brasil pode ocupar
um papel de destaque e ampliar a sua posicdo no mercado internacional. Tal fato é
corroborado pela maior capitalizacdo dos produtores brasileiros, associado ao aumento
gradual na oferta de recursos nas modalidades de Custeio e Comercializacdo a juros
controlados, que na safra 2011/12 estdo estimados em R$ 64,1 bilhdes frente aos R$
60,7 bilhGes do ano safra 2010/11 e R$ 37,9 bilhdes da safra 2008/09 (CONAB, 2011).

Dada a importancia econdmica da soja, 0os problemas ocasionados pelo ataque de
pragas sdo consideraveis face aos prejuizos a producdo e a qualidade dos grdos ou
sementes (MAGRINI et al., 1999).A cultura da soja esta sujeita, durante todo o seu
ciclo, ao ataque de diferentes espécies de insetos. Logo apds a emergéncia, insetos como
a lagarta rosca Agrotis ipsilon (Hifnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), os percevejos
castanhos Scaptocoris castanea (Perty) (Hemiptera: Cydnidae) e Atarsocoris
brachiariae (Becker) (Hemiptera: Cydnidae), os coros e a broca-do-colo Elasmopalpus
lignosellus (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) podem atacar as plantulas. Posteriormente,
a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta

falsa-medideira Chrysodeixis (Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera:
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Noctuidae) e a broca-das-axilas Epinotia aporema (Walsinhgan) (Lepidoptera:
Tortricidae) atacam as plantas durante a fase vegetativa e, em alguns casos, até durante
a floracdo. No inicio da fase reprodutiva é comum o ataque de percevejos Nezara
viridula (Linnaeus) (Hemiptera: Pentatomidae), Piezodorus guildinii (Westwood)
(Lepidoptera: Pentatomidae) e Euschistus heros (Fabricius) (Hemiptera: Pentatomidae).
Além destas, a soja pode ser atacada por outras espécies de insetos, em geral menos
importantes do que as referidas anteriormente. Embora esses insetos tenham suas
populacoes reduzidas por predadores, parasitoides e doencas, em niveis dependentes das
condicdes ambientais e do manejo de pragas que se pratica, quando atingem populacdes
elevadas, capazes de causar perdas significativas no rendimento da cultura, necessitam
ser controlados (EMBRAPA, 2011).

Apesar dos danos causados na cultura da soja ser, em alguns casos, alarmantes,
ndo se indica a aplicacdo preventiva de produtos quimicos, pois, além do grave
problema de poluicdo ambiental, a aplicacdo desnecessaria eleva os custos da lavoura e

contribui para o desequilibrio populacional dos insetos (EMBRAPA, 2011).

2.2. Anticarsia gemmatalis (HUbner) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae)

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) é o principal
desfolhador da cultura da soja na América do Norte e do Sul (VIANNA et al., 2011).
No Brasil € encontrada em todos os locais de producdo de soja e representa um risco a
producdo e a qualidade dos cultivos brasileiros, exigindo atencdo e controle rapido para
n3o causar prejuizos econdmicos (PRACA et al., 2006; SAVIO et al., 2008; VIANNA
etal., 2011).

A lagarta da soja € uma praga desfolhadora, que mesmo em baixas densidades
populacionais pode causar prejuizos a lavoura, que vao desde o desfolhamento até a
destruicdo completa das plantas. Uma tnica lagarta pode consumir cerca de 110 cm? de
folhas de soja (VIANNA et al., 2011). O desfolhamento compromete o enchimento das
vagens, com consequente reducdo da producdo de grdos (SILVA et al., 2002). Os
maiores danos ocorrem na fase larval, quando as lagartas inicialmente raspam as folhas
da soja, causando prejuizos consideraveis a medida que crescem. Comem tanto o limbo
como as nervuras, podendo ocasionar 100% do desfolhamento até atingir seu
desenvolvimento maximo, para tornarem-se pupa. Até completar o seu desenvolvimento
larval, cada lagarta pode consumir em média 90 cm? de folhas, ou seja, o equivalente a
2,1 vezes a sua prépria massa a cada 24 horas (ANDRADE et al., 2004). Embora a

preferéncia alimentar desta lagarta seja a soja, a fase imatura do inseto € generalista e
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pode se alimentar de outras espécies de vegetais causando prejuizos em outras culturas,
como alfafa, amendoim, arroz, ervilha, feijdo, vagem e trigo, atacando durante a fase
vegetativa e, em alguns casos, no periodo de floragdo (BATISTA et al., 2005).

O desenvolvimento da A. gemmatalis é do tipo holometabolo e sua ocorréncia
varia de novembro a marco, atingindo picos populacionais a partir de janeiro
(ANDRADE et al., 2004). Seu ciclo bioldégico é de aproximadamente 30 dias,
dependendo das condi¢cdes ambientais, com a fase adulta durando cerca de 15 dias, com
a mariposa medindo cerca de 30 a 38 mm e apresentando coloracdo variando de cinza a
marrom avermelhada ou amarelada, sem dimorfismo sexual. Uma linha transversal
escura unindo as pontas das asas € observada quando estas estdo completamente
estendidas (Figura 1) (PRACA et al, 2006).

: ba ¥ -

Figura 1: Anticarsia gemmatalis, inseto adulto.

Fonte: http:// www.discoverlife.org/

A oviposicdo ocorre na face inferior das folhas, embora em casos de infestacGes
mais sérias 0s 0vos possam ser encontrados na superficie superior das folhas, peciolos e
até mesmo hastes. O periodo de incubacdo geralmente dura de trés a cinco dias
(BARBARA, 2000).

As lagartas recém-eclodidas alimentam-se das folhas e dependendo das
condicBes ambientais podem apresentar de cinco a seis instares larvais, chegando a
medir de 40 a 50 mm de comprimento. Sdo de coloracdo variavel de verde, pardo-
avermelhada e em condi¢cdes de alta populacdo podem ser pretas, com cinco listras

brancas longitudinais no corpo (Figura 2).


http://www.discoverlife.org/mp/20p?see=I_JP58415

Figura 2: Estagio larval de Anticarsia gemmatalis.

Fonte: http://www.dowagro.com/br/lorsban/pragas/lagartasoja.htm

Inseticidas quimicos, utilizados no controle de lagartas desfolhadoras de soja,
provocam prejuizos financeiros, desequilibram a cadeia alimentar, elevam pragas
secundarias a categoria de pragas-chave, causam surgimento de novas pragas e pragas
resistentes. Essas consequéncias estdo diretamente relacionadas ao largo espectro desses
produtos e as aplicacdes realizadas de forma intensiva e indiscriminada(VIANNA et al.,
2011).

Assim, no controle desta praga segue-se uma tendéncia geral de se experimentar
métodos alternativos de controle que apresentem menor custo, sejam mais especificos e
menos poluentes. A utilizacdo de agentes de controle bioldgico é uma alternativa viavel
(BATISTA et al., 2005). No Brasil, destaca-se o programa de controle da lagarta da soja
desenvolvido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), que
utiliza o Virus da Poliedrose Nuclear Multicapsideo Baculovirus anticarsia (AgMNPV).
Este virus € altamente especifico e atua driblando, de maneira eficiente os mecanismos
de defesa da lagarta (SAVIO et al., 2008).

As enzimas digestivas também tém sido selecionadas como alvo nos programas
de controle de pragas. Foi demonstrado que a inibicdo de enzimas digestiva de A.
gemmatalis, na presenca de inibidores de proteases causa retardo no crescimento e
diminuicdo da taxa de sobrevida dos insetos (PILON et al., 2006; PILON et al., 2009;
MOREIRA et al., 2011). Portanto, o conhecimento das enzimas presentes no trato
intestinal da lagarta e sua sensibilidade aos inibidores sdo pecas fundamentais para o

desenvolvimento de novos programas de controle desta praga.



2.3. Interacéo planta-inseto

Nos ecossistemas naturais, as plantas e os insetos sdo apenas alguns dos
organismos Vivos que estdo continuamente interagindo de uma forma complexa (KANT
& BALDWIN, 2007). As vérias atividades benéficas desempenhadas pelos insetos em
relagdo as plantas, como a polinizacdo e a defesa e pelas plantas em relacdo aos insetos
como prover abrigo, local para oviposi¢do e alimento, mostram a estreita associagcao
entre estes dois organismos (FLEMING et al, 2007). Por outro lado, os insetos podem
atacar as plantas e, dependendo do nivel da herbivoria, este pode ser extremamente
prejudicial e levando-as até mesmo a morte.

Em resposta ao ataque dos insetos, as plantas desenvolveram diferentes
mecanismos de defesa que incluem barreiras fisicas e quimicas, além de complexas vias
de sinalizacdo. Dentre elas estdo a inducdo de proteinas de defesa, a liberagcdo para o
ambiente de compostos volateis que atraem predadores dos insetos herbivoros, a sintese
de metabdlitos secundarios e o aumento da densidade de tricomas em folhas e caules.
Em contrapartida, os insetos desenvolveram estratégias para superar tais barreiras
impostas pelas plantas. Estas estratégias incluem a metabolizagdo e sequestro de
compostos toxicos, mecanismos de fuga e alteracdo nos padrdes de expressdo génica
(SILVA et al., 2001; JAMAL et al., 2012).

Uma das principais formas diretas de defesa das plantas contra o ataque de
insetos € mediada pela Via das Lipoxigenases, uma vez que por ela ocorre a producéo
de &cido jasménico que ativa 0s genes que expressam inibidores de proteases
(FARMER e RYAN, 1992; SCOTT et al., 2010; SHIVAIJI et al., 2010; WUNSCHE, et
al., 2011; JAMAL et al., 2012). Os inibidores de proteases (IPs) sdo considerados
agentes antimetabolicos levando a uma deficiéncia proteica nos insetos. Sua atividade
antimetabdlica é atribuida a interferéncia na digestdo proteica, que diminui a
disponibilidade de aminoacidos, prejudicando a sintese de proteinas necessarias ao
crescimento, desenvolvimento e reproducdo do inseto (SILVA-FILHO & FALCO,
2000; PILON et al., 2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 2010; MOREIRA et al.,
2011, JAMAL et al., 2012).

Pesquisas sobre a aplicabilidade de IPs em programas de controle tém sido
desenvolvidas visando, principalmente, a expressao dessas proteinas em plantas
geneticamente modificadas (HAQ et al., 2004; DUNAEVSKY et al., 2005; ZHANG et
al., 2010a; JAMAL et al., 2012). Estudos sobre 0s mecanismos de resisténcia de insetos
em resposta a defesa de plantas levaram a uma valorizacdo da notavel diversidade e

plasticidade das proteases digestivas de insetos. Além do papel de digerir proteinas dos
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alimentos essas proteases também desempenham um papel na defesa contra inibidores
de proteases de plantas (JAMAL et al., 2012).

Estudos sobre as respostas biolégicas e bioquimicas de insetos submetidos a
dietas contendo inibidores da protease de plantas (IPs), tém indicado uma resposta
bifasica caracterizada por uma alta regulacdo inicial de todas as proteases digestivas
especificas que precede de uma baixa expressdo simultanea de proteases sensiveis ao IP
e uma alta expressdo de proteases insensiveis ao IP. Dessa forma, no trato intestinal do
inseto ocorrem mudancas quantitativas que incluem o aumento dos niveis de proteases
especificas ou generalistas para alcancar a taxa ideal da digestdo de proteinas e também
ocorrem respostas qualitativas que incluem a sintese de isoformas de proteases
“insensiveis” que ndo sdo capazes de ligar-se ao IP ou que tenha a possibilidade de se
ligar e degradar o IP (BOWN et al., 2004; SRINIVASAN et al., 2006; ZHANG et al.,
2010a, JAMAL et al., 2012). Embora o inseto tenha a opcdo de combinar essas
respostas adaptativas a IPs, a adaptacdo sO € conseguida se o inseto metabolizar com
éxito a dieta alterada e continuar o crescimento e desenvolvimento normal. Assim como
é dificil prever o destino de IPs ingeridos, as respostas de insetos também podem ser
imprevisiveis, devido ao dinamismo e diversidade de proteases digestivas presente no
seu trato intestinal. (SRINIVASAN et al., 2006; ZHANG et al., 2010a, JAMAL et al.,
2012).

Varios estudos também foram realizados no sentido de avaliar o efeito de
inibidores de proteases do ponto de vista gendmico. Os resultados desses estudos
mostram que os perfis da expressdo de genes das proteases de insetos apresentam
diferentes respostas. Uma delas seria que a presenca de IP leva a reducdo da expressao
das proteases constitutivamente expressas no inseto, a0 mesmo tempo em que aumenta
a expressao de proteases que ndo sdo comumente sintetizadas e que sao insensiveis aos
inibidores. Outros resultados mostram uma hiperproducdo de proteases sensiveis ao
inibidor, no intuito de suprir o efeito deletério dos IPs. E por ultimo, os IPs ativam a
expressdo de proteases que ndo sdo comumente sintetizadas no inseto, mas que podem
se ligar e degradar o IP, deixando as principais proteases digestivas do inseto livres para
atuarem na hidrolise de proteases (BROADWAY, 1997; AHN et al. 2009; CHI et al.,
2009; OPPERT et al, 2010; JAMAL et al., 2012). De acordo com esses autores 0s
diferentes genes de proteases sdo ativados para atuar de forma coordenada para suprir as
exigéncias nutricionais para o desenvolvimento do inseto contra os efeitos

antinutricionais dos IPs.



A ligacéo entre a capacidade de adaptacdo do inseto e a diversidade de genes de
proteases digestivas é um estudo interessante do ponto de vista evolutivo. Deste modo,
0 significado da expressdo diferencial de proteases digestivas nunca pode ser
subestimado. Estudos sobre as respostas de insetos frente aos inibidores de proteases
s80 necessarios para identificar moléculas que sdo fundamentais e que eventualmente
ajudardo na compreensdo dos eventos complexos de sinalizagdo que, sdo responsaveis
pelo acompanhamento e coordenacdo de absor¢do de nutrientes e atividade proteolitica

intestinal.

2.4. Proteases

As proteases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise de proteinas, agindo em
ligacOes peptidicas. As proteases sdo classificadas de acordo com Enzyme Commission
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology - IUBMB dentro do
grupo trés (hidrolases), subgrupo quatro. Elas também s&o classificadas com base em
trés critérios: (1) tipo de reacdo catalisada, (2) natureza quimica do sitio catalitico e (3)
relacdo evolutiva de acordo com a estrutura (BARETT, 1994). Essas enzimas s&o
subdivididas em dois grupos principais, os das exopeptidases e os das endopeptidases,
dependendo do seu sitio de acdo. As exopeptidases clivam as ligacbes peptidicas
proximas ao grupamento amino ou carboxi terminal no substrato, enquanto as
endopeptidases clivam ligacGes peptidicas distantes do grupo terminal do substrato.
Com base no grupo funcional presente no sitio ativo, as proteases sdo classificadas
dentro de quatro grupos, serino-proteases, aspartil-proteases, cisteino-proteases e
metalo-proteases. As serino-proteases possuem um residuo de serina em seu centro
ativo, enquanto as aspartil-proteases tém duas unidades de acido aspartico no seu centro
catalitico. Cisteino-proteases apresentam um aminodacido cisteina e as metalo-proteases
usam um ion metal no seu mecanismo catalitico (RAO et al., 1998).

Proteases digestivas de insetos sdo caracterizadas em serino, cisteino, aspartil e
metalo-proteases (TERRA E FERREIRA, 1994). Uma espécie de inseto, muitas vezes
possui multiplas proteases digestivas em seu trato intestinal, pertencentes a diferentes
OU a0 mesmo grupo mecanicista, embora normalmente utilize um tipo principal no seu
papel digestivo (LIU et al., 2004; ZHU-SALZMAN et al., 2008; AHAN et al., 2009;
OPPERT et al, 2010; PETEK et al., 2012). Postula-se que possuir varias enzimas
digestivas poderia ser uma sobreposicdo funcional para assegurar a degradacao
nutricional de proteinas (AHAN et al., 2009). O intestino médio de larvas de

lepidopteros, por exemplo, hospeda um ambiente proteolitico complexo de diferentes
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proteases como, tripsina, quimiotripsinas, elastases, cathepsina B-like, aminopeptidases
e carboxipeptidases, que sdo todas responsaveis pela digestdo de proteinas. Sob essa
complexidade de multiplas proteases especificas, geralmente existe uma matriz de
diversas isoformas de protease (SRINIVASAN et al., 2006; ZHANG et al., 2010a;
OPPERT et al, 2010; PETEK et al., 2012). Muitos insetos exibem uma surpreendente
flexibilidade na adaptacdo a diferentes plantas hospedeiras por alterar as proteases
especificas do seu intestino em resposta a mudancas qualitativas no teor de proteina na
dieta e quando as proteases existentes sdo ineficazes e ou ineficientes para a digestdo
(BOWN et al., 2004, SRINIVASAN et al., 2006; OPPERT et al, 2010; PETEK et al.
2012; JAMAL et al., 2012).

Serino-proteases sdo as principais classes de enzimas digestivas de proteinas,
presentes no intestino médio de muitas espécies de lepidépteros (APPLEBAUM, 1985;
TERRA E FERREIRA, 1994).

2.4.1. Serino-proteases

As serino-proteases sdo as enzimas mais bem estudadas, tanto em eucariotos
guanto em procariotos. Essas enzimas pertencem a uma das maiores familias génicas do
reino animal, sdo amplamente distribuidas na natureza e encontradas em todos 0s reinos
de vida celular, bem como em varios genomas virais, 0 que indica uma participacao
vital no metabolismo desses organismos (PAGE & DI CERA, 2008; LOUATI, et al.,
2011). No genoma humano, por exemplo, cerca de 500 genes que codificam proteases
foram identificados, dos quais 30% sdo serino-proteases ou homologos de serino-
proteases (HERRERO et al., 2005). Entre os insetos, um estudo com Helicoverpa
armigera demonstrou a existéncia de pelo menos 28 genes diferentes pertencentes a
familia das serino-proteases cujos produtos sdo expressos no intestino (BOWN et al.,
1997). Seus representantes mais conhecidos sdo as tripsinas e quimiotripsinas e
participa de uma grande diversidade de processos fisiolégicos que incluem, além da
digestdo, ativacdo de proteinas especificas, como nas cascatas de coagulacao, no sistema
imune de insetos, no desenvolvimento e producdo de peptideos biologicamente ativos,
na transducdo de sinais, ativacdo de hormdnios e desenvolvimento (PERONA &
CRAIK, 1995; GILL et al., 1996; HERRERO et al., 2005; PAGE & DI CERA, 2008;
ZHANG et al., 2010a, ZHAN et al., 2011).

As serino-proteases sdo encontradas nos grupos de exopeptidase, endopeptidase,
oligopeptidase e dGmega peptidase. Com base em suas similaridades estruturais elas sao
reagrupadas em 20 familias, as quais sao redivididas em seis clds de ancestrais comuns.

Clas sdo divididos em familias baseados na identidade de sequéncia e similaridades
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(BARRETT & RAWLINGS, 2001). O cld A (AS) agrupa familias que possuam origens
comuns com a quimotripsina; o cla B (SB) com a subtilisina; o cld C (SC) com a
carboxipeptidase C; o cld E (SE) com a peptidase A D-Ala-D-Ala de Escherichia sp; o
cla F (SF) com o repressor do Lex A; e o cla G (SG) que agrupa as serino-proteases
ATP dependentes (RAWLINGS e BARRET, 1994; RAO et al., 1998; RAWLINGS et
al., 2006). Essas enzimas séo reconhecidas por serem inibidas irreversivelmente por 3,4-
dicloroisocoumarina  (3,4-DCI), L-3-carboxitrans-2,3-epoxipropil-leucilamido  (4-
guanidina) butano (E-64), diisopropilfluorofosfato (DFP), e tosil-L-lisina clorometil
cetona (TLCK). Algumas das serino proteases sao também inibidas por reagente tiol tal
qual p-cloromercuribenzoato (PCMB), devido a presenca de um residuo de cisteina na
regido do centro ativo (RAO et al., 1998).

RAO et al. (1998), em um trabalho de revisdo, descreve que as serino- proteases
sdo geralmente ativas em pH neutro e alcalino, com um pH étimo entre 7,0 e 11,0. Elas
tém uma ampla especificidade, incluindo atividades amidasica e esterasica. A massa
molecular das serino-proteases em geral esta na faixa de 18 a 35 kDa, entretanto, varios
organismos possuem serino-proteases com massas moleculares maiores, como € 0 caso
de Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabidae), cuja massa molecular, para duas
enzimas tripsina-like, é de 56 e 63 kDa (WAGNER et al., 2002). O ponto isoelétrico das
serino-proteases esta geralmente na faixa entre pH 4,0 e 6,0. Serino-proteases alcalinas,
que sdo ativas em pH altamente alcalino, representam um grande subgrupo das serino-
proteases.

A funcdo catalitica das serino-proteases € realizada por meio da acdo da triade
catalitica (serina reativa, histidina, e acido aspartico), enquanto o grau e tipo de
especificidade pelo substrato séo determinados pela natureza da regido do centro ativo.
Quando residuos na triade catalitica séo alterados, separada ou conjuntamente, ocorrem
grandes mudancas na velocidade de turnover da enzima, 0 Kgi, conseqlientemente
mudando o mecanismo enzimatico, com pequeno efeito no Ky. Os residuos da triade
atuam em perfeito sinergismo e contribuem para uma atividade catalitica otimizada
(CARTER & WELLS, 1988; PERONA & CRAIK, 1995).

As serino-proteases geralmente atuam em uma reacdo de hidrolise de dois
passos, onde um intermediario, acilenzima, covalentemente ligado € formado. Esta
acilacdo € seguida pela deacilacdo, processo no qual ocorre o ataque nucleofilico
intermediado pela agua, resultando na hidrolise do peptideo. O ataque nucleofilico do
grupo hidroxila da serina do sitio ativo sobre o &tomo de carbono carboxilico da ligacdo

peptidica, catalisada pelo residuo de histidina, que funciona como uma base leva a
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formacdo de um intermediério tetraédrico e um ion imidazélico. O intermediério
decomplbe-se através da catélise acido-base pela acdo dos grupos polarizados do
aspartato e da histidina em um intermediario acil-enzima, uma base imidazolica e uma
amina. Este mecanismo implica num estreito contato entre o intermediario tetraedrico e
0 ion imidazélico, que inibe a liberacdo do proton para 0 meio solvente antes da catalise
acido-base, regenerando, assim, a enzima ativa e liberando o produto de degradagdo
(POLGAR & HALASZ, 1982; CRAIK et al., 1987). Cada etapa ocorre através da
formacéo de um intermediério tetraédrico, cuja estrutura se assemelha a um estado de
transicdo de alta energia em ambas as reacdes (Figura 3). Este mecanismo é capaz de
acelerar a velocidade de hidrélise da ligagdo peptidica mais de 10° vezes em relacéo &
reacdo ndo catalisada (PERONA & CRAIK, 1995; HEDSTROM, 2002; PAGE & Di
CERA, 2008).

intermediario acil-enzima intermediario
tetraédrico tetraédrico

Ser195  Gly193

'
—
185 J

102 <)

Figura 3: Mecanismo catalitico de serino-proteases (HEDSTROM, 2002).

O mecanismo catalitico envolvendo a transferéncia de grupo acil ocorre de
maneira idéntica para hidrélise de ligacGes éster ou amida, porém a relacdo entre a
velocidade de acilacdo e de deacilacdo depende do tipo de substrato utilizado. No caso
de um substrato amida, a velocidade de acilacdo é menor do que para a de deacilacéo e,
para um substrato éster, esta velocidade pode ser pode ser 1 a 3 vezes maior. Portanto,
na atividade amidasica a etapa de acilacdo é lenta e a de deacilacdo rapida, enquanto na
atividade esterasica ocorre 0 inverso, a etapa de acilacdo é rapida e de deacilacdo lenta,
sendo, portanto a etapa lenta o passo limitante da hidrolise (INAGAMI, 1972;
FASTREZ & FERSHT, 1973).
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2.4.1.1. Genes que codificam serino-proteases

A diversidade de genes de serino-proteases, principalmente as tripsina-like, para
vérias espécies, estd bem relatada na literatura. Entretanto, a implicacdo das proteinas
codificadas na digestdo nem sempre é demonstrada (DIAZ-MENDOZA et al., 2005).
Alguns casos, tripsinas ativas sao purificadas de extratos intestinais em lepidopteros,
tendo mais de uma isoforma de tripsina descrita (MARCHETT] et al., 1998; NOVILLO
et al., 1999; VOLPICELLA et al., 2003; ZHANG et al., 2010b; SILVA et al.,2010).
Apesar desta diversidade encontrada, apenas recentemente foi desenvolvida uma analise
filogenética de todos os genes tripsina-like de Lepidoptera expressas no intestino médio
e que supostamente participam da digestdo (LOPES et al., 2006).

Nos ultimos anos, sdo varios 0s exemplos de identificacdo de genes de serino-
proteases em insetos. Sequéncias de DNA ou cDNA de tripsina ou quimiotripsinas que
sdo expressas em intestinos medios larvais, ja foi descrita, em varias espécies: Plodia
interpunctella (ZHU et al., 2000a, b), Helicoverpa armigera (MAZUMDAR-
LEIGHTON et al., 2000), Scirpophaga incertulas (MAZUMDAR-LEIGHTON et al.,
2000), Helicoverpa zea, Agrotis ipsilon (MAZUMDAR-LEIGHTON & BROADWAY,
2001), Sesamia nonagrioides (DIAS-MENDOZA et al., 2005), Ostrinia nubilalis (LI et
al., 2005), Spodoptera frugiperda (BRIOSCHI et al., 2007), Plutella xylostella (L.)
(SHI et al., 2009) Mayetiola destructor (ZHANG et al., 2010b) Spodoptera litura
(ZHAN et al., 2011) entre outras.

A amplificacdo de cDNAs de precursores de tripsina-like de insetos se baseia na
utilizacdo de primes degenerados de duas grandes regides conservadas de protease do
tipo tripsina, “forward” QRIVGG e “reverse” CQGDSGGP (ZHU et al. 2000 a, b;
MAZUMDAR-BROADWAY & LEIGHTON, 2001; LI et al., 2005). A sequéncia N-
terminal QRIVGG é um motivo conservado que frequentemente ocorre nas formas
ativas (ndo em zimdgenos) das serino proteases (LAM et al., 2000). A sequéncia
consenso CQGDSGGP ao redor da serina reativa 195, também € usualmente utilizada
na identificacdo das serino-proteases. Ja a sequéncia C-terminal é responsavel pela
especificidade do substrato e controle da atividade catalitica. Esta por¢do normalmente é
codificada por um Unico éxon e contém a maioria dos residuos que fazem contato com
os residuos P1 a P3 do substrato, bem como dominios responsaveis pela modulacéo da
atividade catalitica (KREM et al., 1999).

Primes degenerados baseado nos dominios conservados Hiss; (5°-
ACTGCTGCHCAYTG-3") e Serigs (5-GGRCCACCAGAGTCRCC-3’) de serino

proteases também foram utilizados para amplificar o genoma de Anthonomus grandis
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(OLIVEIRA-NETO et al., 2004). A amplificacdo dos fragmentos de cDNA de serino-
proteases sugerido para Drosophila melanogaster utilizou primers degenerados
chamados de “forward” DmTF (5’GGTAGATCTCACGGCTGGACAYT3’) que
codifica para Hiss7, “reverse” DmTR
(5’TCGAATTCATTGTGACCGCCGCTCAYTG3’) e “reverse” SerPR
(5’TATCTAGATGGGCCACCGGARTCNCCYTG3’) que codificam para a Serigs.
Além disso, de acordo com os autores, o primer DmTR também codifica Aspise que é
encontrado no sitio de especificidade de tripsina (MAZUMDAR-BROADWAY &
LEIGHTON, 2001).

Similarmente a varios outros artrépodes, tem se notado a organizacdo de
familias multigénicas que codificam atividades serino-proteésicas em vérias espécies de
insetos, com varias familias ja identificadas. Ja foram realizados trabalhos em,
Anthonomus grandis (OLIVEIRA-NETO et al., 2004), H. armigera (BOWN et al.,
2004; CHOUGULE et al., 2005), Spodoptera frugiperda (BRIOSCHI et al., 2007) entre
outras. A ocorréncia de familias multigénicas parece ser comum, e 0s insetos parecem
se assemelhar aos vertebrados, onde a diversidade de sequéncia de genes de serino-
proteases corresponde a evolucdo da especificidade e funcdo da enzima. Familias
multigénicas podem prover um mecanismo mais eficiente para a digestdo de proteinas
tanto quanto promover uma vantagem adaptativa para espécies que se alimentam de
plantas. A inducdo transcricional e a complexa regulacdo dos multiplos genes
codificando enzimas estruturalmente diversas em resposta a ingestdo de inibidores de
proteases, provavelmente reflete uma adaptacdo dos insetos a utilizacdo de dietas
contendo esses inibidores. Conhecimentos gerados a partir da identificacdo do produto
da traducdo de cada mMRNA dessas tripsinas, através da producdo de enzimas
recombinantes ou a purificacdo bioquimica das enzimas a partir de tecidos do intestino
médio, poderiam ajudar nas estratégias de controle de insetos, permitindo o
desenvolvimento de inibidores potentes e especificos e a producdo de plantas
transgénicas expressando multiplos inibidores, levando em consideracdo a diversidade
das enzimas digestivas do inseto (MAZUMDAR-LEIGHTON & BROADWAY, 2001,
JAMAL et al., 2012).

2.5. Inibidores de proteases
Os inibidores de proteases podem estar presentes de maneira constitutiva em
varias partes das plantas, podendo representar 5-15% da proteina total de sementes e

orgaos de armazenamento, ou podem ser induzidos, local e sistemicamente, em resposta
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ao ataque de insetos herbivoros (JONGSMA & BOULTER, 1997). Os inibidores tém
como caracteristicas o fato de serem extremamente resistentes a protedlise e
permanecerem ativos em condi¢cdes diversas de pH intestinal. Além disso, j& foram
identificados inibidores contra praticamente todas as classes de proteases descritas
(JONGSMA & BOULTER, 1997).

Os inibidores das serino proteases sdo o tipo mais abundante e amplamente
distribuido nas plantas (LAWRENCE & KOUNDAL, 2002, GATEHOUSE &
GATEHOUSE, 2012; JAMAL et al., 2012). S&o proteinas relativamente pequenas (ou
dominios de proteinas, no caso de inibidores multidominios) de 29 a 190 residuos de
aminodcidos e podem ser agrupadas em pelo menos 16 familias diferentes, baseando-se
na similaridade de sequéncia, similaridade topoldgica e mecanismo de ligacdo a enzima.
Seu mecanismo de agdo ocorre por inibicdo competitiva. Atuam bloqueando a ligacao
do substrato a enzima através da ligacdo de um segmento peptidico diretamente no sitio
catalitico, de maneira semelhante ao substrato ou ao produto. A seletividade da inibi¢ao
normalmente ocorre através da utilizacdo de sitios de reconhecimento do substrato pela
enzima. O complexo enzima-inibidor formado é termodinamicamente e cineticamente
muito estavel, apresentando constante de dissociacdo muito baixa (107 a 10™ M), de
maneira que a inibicdo estequiométrica da enzima é alcancada (LAWRENCE &
KOUNDAL, 2002, GATEHOUSE & GATEHOUSE, 2012; JAMAL et al., 2012).

Os inibidores de serino-proteases presentes em plantas sdo classificados em sete
familias, atraves de caracteristicas de homologia da estrutura primaria, massa molecular,
conteldo de cisteina e de pontes dissulfeto. Sdo elas: familia das Serpinas; familia
Kunitz, familia Bowman-Birk, familia dos inibidores de batata, familia dos inibidores
de batata I, Familia dos inibidores de tripisinas de cevada, familia de inibidores de
abobora (JAMAL et al., 2012).

As duas mais bem caracterizadas familias de inibidores de serino-proteases sdo
os inibidores de tripsina da soja, dos tipos Kunitz (SKTI) e Bowman-Birk (SBBI). Nos
grdos de soja, os inibidores de tripsina correspondem a 6% do total de proteina
(BRANDON & FRIEDMAN, 2002), sendo que cerca de 80% da inibi¢do da atividade
triptica nos graos € causada pela acdo do KTI e 20% pela acdo do BBI (BRANDON et
al., 1989).

Os inibidores da familia Bowman-Birk sdo proteinas globulares soliveis,
caracterizadas por suas pequenas massas moleculares que variam de 8 a 10kDa, com
alto conteudo de cisteina, podendo apresentar sete pontes dissulfeto que confere grande

estabilidade a sua estrutura, distribuidas em cerca de 70 a 90 residuos de aminoacidos
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(RICHARDSON, 1991). O primeiro inibidor pertencente a familia Bowman-Birk, que
deu origem a essa familia, 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 aminoacidos (ODANI & IKENAKA, 1973, JAMAL et al.,
2012). No caso da tripsina h& presenca de Lys ou Arg na posicdo P; 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 24kDa, correspondendo a aproximadamente 180 residuos de amino&cidos,
geralmente com quatro residuos de cisteina que formam duas pontes dissulfeto
proporcionando estabilidade a estrutura proteica (RICHARDSON, 1991). A estrutura
tridimensional desses inibidores é conhecida como familia B-folhas sendo composta por
12 conformacdes betas antiparalelas conectadas por longas algas. O inibidor pode ser
dividido em trés subdominios, cada um contendo cerca de 60 residuos de aminoacidos.
Cada subdominio consiste de quatro folhas beta conectadas por longas alcas,
estruturalmente organizadas como A-B1-A-p2-A-B3-A-f4, em que “A” referem-se as
alcas que conectam as folhas beta.

A estabilidade da estrutura tridimensional de muitos inibidores da familia tipo
Kunitz é dada pela presenca de inimeras pontes de hidrogénio em conjunto com as
pontes dissulfeto presentes na estrutura do inibidor (SONG & SUH, 1998). Os IPs da
familia tipo Kunitz apresentam uma al¢a de ligacdo exposta, que é conservada em todos
0s representantes, essa estrutura é denominada de conformacdo candnica (BODE &
HUBER, 1992). Esses inibidores que apresentam a conformacdo candnica formam
complexos estaveis com a proteinase alvo, a qual se dissocia lentamente (RITONJA, et
al., 1990). A alca de ligacdo, embora frequentemente hidrofobica, é estabilizada por
interacdes adicionais entre os residuos que flanqueiam o local do sitio reativo e o nlcleo
do inibidor (GRUTTER, et al., 1988).

A benzamidina ¢ uma amida aromatica, inibidor sintético competitivo da
tripsina. Esta, quando presente no meio reacional em baixas concentragdes, posiciona-se
no sitio de especificidade, sitio S; da tripsina, onde é estabilizada por interac6es
hidrofobicas no bolso hidrofébico e por interacdes eletrostaticas entre seu grupamento
amidina e um residuo carboxilico pertencente a um acido aspartico localizado no fundo
do bolso do sitio S;, apresentando K; de 16,6uM (MARES-GUIA & SHAW, 1965;

MARES-GUIA et al., 1981, OLIVEIRA et al., 1993). A benzamidina é uma molécula
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modelo para os estudos de interagcbes intermoleculares, por apresentar algumas
caracteristicas estruturais similares aos aminoacidos Arg e Lys. E totalmente protonada
no pH fisioldgico, também apresenta possibilidade de interacdes lipofilicas e um grupo
amidina equivalente. Derivados da benzamidina séo amplamente aplicados em estudos
de afinidade de associacGes enzima-ligante, interacBes estéricas e principalmente
eficiéncia catalitica. Por exemplo, € comprovada a influéncia de substituintes indutores
de elétrons na posicdo para do anel benzénico, com os doadores incrementando a
associacdo do inibidor a tripsina e 0s grupos atraentes agindo em sentido contrario. Um
desses derivados da benzamidina € o berenil, uma bis-benzamidina (PEREIRA, 2005).

O berenil é uma molécula formada por duas moléculas de benzamidina ligadas
por meio de uma ligacdo triazeno na posicao quatro de cada anel. A ligacdo triazeno é
susceptivel a clivagem resultando na formacdo de 4-aminobenzamidina e um sal 4-
amidinofenildiazénio (RAETHER et al. 1974). O berenil comporta-se como um inibidor
parcialmente competitivo parabolico da tripsina (JUNQUEIRA et al., 1992; OLIVEIRA
et al., 1993) apresentando Ki de 1,79 uM.

2.6. Microbiota bacteriana de insetos

Para melhor compreensdo sobre a bioquimica e fisiologia de insetos, €
necessario que eles sejam estudados dentro de um contexto ecoldgico e fisiologico
juntamente com 0s microrganismos, sendo estes importantes componentes do sistema
(DOUGLAS, 2009). A microbiota intestinal representa aspectos da relagdo microbiana,
tanto de patdgenos como de mutualismo obrigatorio. Os primeiros estudos realizados
sobre simbiose inseto-bactéria consideraram apenas a relacdo entre inseto e
microrganismo patogénico e a consequente producdo de inseticidas microbianos.
Recentes pesquisas no campo da endosimbiose tém enfatizado a relagdo benéfica de
como 0s microrganismos interagem com os insetos (DOUGLAS, 2009; SHINDE et al.,
2012).

Os insetos apresentam uma grande variacdo em espécies, habitat, dieta e
caracteristicas estruturais de seus sistemas digestivos, fatores que afetardo a composicao
de suas microbiotas gastrintestinais. Microrganismos desempenham um importante
papel no crescimento e desenvolvimento de muitas espécies de insetos. Simbiontes
contribuem para reproducdo, digestdo, nutricdo e producdo de feromdnio (LUNDGREN
& LEHMAN 2010; PRIYA et al., 2012, SHINDE et al., 2012).

RelacBes simbidticas entre insetos e suas bactérias intestinais tém sido estudadas

extensivamente em muitos sistemas, particularmente em termites e afideos, 0s quais se
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alimentam da madeira e do floema, respectivamente. Em cupins, 0s microorganismos
secretam celulases e lignases que fornecem glicose e &cidos graxos ao seu hospedeiro
como fonte de energia (BREZNAK & BRUNE 1994).

O papel da flora bacteriana intestinal relacionada com a digestdo de insetos da
ordem Lepdoptera, os quais incluem algumas das pagras agricolas e florestais mais
prejudiciais do mundo, esta ganhando atencdo dos pesquisadores, pois se verifica que as
enzimas digestivas podem ser derivadas da microbiota intestinal, as quais auxiliariam
na digestdo proteica do inseto e também na desintoxicacdo de metobdlitos secundarios
de plantas( TERRA et al, 1996; DOUGLAS, 2009).

Estudos sobre a existéncia e a contribuicdo da microbiota intestinal na
bioquimica e fisiologia de A. gemmatalis, foram realizados. Verificou-se que além das
proteases produzidas pelas préprias células de A. gemmatalis, ha também proteases que
sdo sintetizadas por microrganismos presentes no trato intestinal desses insetos e que
estas influenciam o seu desenvolvimento(MENDONCA et al. 2009, VISOTTO et al.,
2009 a, b). YIN et al, 2010 em estudos com larvas de Hepialus gonggaensis
verificaram que na presenca de probidticos vivos na dieta do inseto, esses aumentaram
significativamente crescimento do inseto e diminuiu significativamente sua mortalidade.
Além disso, as atividades proteésica, amilasica e trealasica totais aumentaram
significativamente no fluido intestinal do grupo de insetos alimentados com probidticos
vivos quando comparados ao grupo alimentado na auséncia de probidticos,
demonstrando assim que as bactérias intestinais sdo um fator importante no
desenvolvimento bioquimico e fisiologico de H.gonggaensis. Recentemente, uma
diversidade de bactérias foi isolada do intestino de Helicoverpa armigera frente a
diferentes plantas hopedeiras (PRIYA et al., 2012). Dessa microbiota foi isolada uma
bacteria, Bacillus subtillis, denominada RTSBA6 6.00, que foi capaz de produzir 12
isoformas de proteases 0 que levou os autores a relatar que a ocorréncia das proteases
produzidas pela bactéria B. Subtillis presente no trato intestinal de H. Armigera
provavelmente atuam auxiliando na digestdo de alimentos proteicos e também na
adaptacdo dos insetos aos inibidores da protease de plantas hospedeiras (PRIYA et al.,
2012).

De acordo com alguns autores, muitos microrganismos simbiontes contribuem
com as complexas vias bioquimicas, ajudando no metabolismo do seu hospedeiro. Essas
relac6es simbidticas ajudam a definir o perfil metabdlico do inseto, contribuindo para
uma eficiente transformacéo de macromoléculas a nutrientes essenciais (BRENNAN et

al., 2004). As bacterias intestinais aumentam a sobrevivéncia do inseto hospedeiro,
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melhorando a eficiéncia da digestdo e fornecendo enzimas digestivas ou vitaminas
(DILLON & DILLON, 2004; DOUGLAS 2009). Outro fator importante seria o fato de,
0s microrganismos possuirem propriedades metabdlicas que estdo ausentes nos insetos,
auxiliando assim no seu desenvolvimento e agindo como “microrganismos corretores”,
capacitando insetos fitofagos a superar barreiras bioquimicas como, por exemplo, a
adaptacéo a inibidores de proteases produzidos pelas plantas (DOUGLAS, 2009).

A contribuicdo de microorganismos no desenvolvimento ecologico e nutricional
de insetos s6 podem ser entendidas no contexto da totalidade da fisiologia do inseto e
das interagdes deste com o ambiente ao qual ele esta inserido (DOUGLAS, 2009).

2.6.1. Microbiota bacteriana de Anticarsia gemmatalis

Foram isoladas doze bactérias proteoliticas de larvas de A. gemmatalis de quinto
instar em meio agar caseinato de calcio, em condigdes aerdbias e anaerdbias. A analise
por PCR-RFLP reuniu os doze isolados em cinco grupos. Um isolado de cada grupo foi
selecionado e caracterizado. As sequéncias do gene 16S rRNA e testes bioquimicos
identificaram as bactérias como Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus
xylosus, Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum. Todas as bactérias foram
capazes de produzir quantidades significativas de proteases quando cultivadas em meio
de cultura adequado para producéo dessas enzimas (VISOTTO et al., 2009 b). Também
foi demostrado que a diminui¢do da microbiota bacteriana, através de administracdo de
doses crescentes de tetraciclina a lagarta-da-soja, reduziu significativamente a atividade
amidasica de proteases presentes no intestino desse inseto (VISOTTO et al., 2009 a).
MENDONCA et al.(2009), observaram que a dieta alimentar exerce influéncia, mesmo
que em poucas populacdes, no nimero de bactérias associadas ao trato intestinal de A.
gemmatalis.

PILON (2008) realizou caracterizacGes bioquimica e cinético enzimaticas das
serino e cisteino proteases dos extratos brutos das proteases produzidas por Bacillus
cereus, Staphylococcus xylosus, Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum
isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis, onde foi observado que as caracteristicas
das proteases bacterianas se assemelharam com as serino e cisteino proteases presentes
na fracdo sollvel (produzida pelo proprio inseto) e na fracdo insollvel (proteases
ligadas a membrana) extraidas do intestino A. gemmatalis (OLIVEIRA et al., 2005,
XAVIER et al., 2005; MENDONCA et al, 2012). Esses resultados sugeriram que essas
enzimas se produzidas por essas bactérias no intestino do inseto, provavelmente

contribuem com a digestibilidade proteica de A. gemmatalis, desempenhando um papel
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importante no processo de interacdo planta-inseto. Possivelmente, apds bloqueio das
proteases produzidas pelo inseto causado por ingestdo continua de inibidores de
proteases no processo de defesa de plantas, essas bactérias passem a produzir grandes
quantidades dessas proteases, como um mecanismo alternativo de defesa do inseto
(PILON, 2008).
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CAPITULO |

Isolamento, identificacdo e expressdo de genes de serino-proteases de

Anticarsia gemmatalis em resposta a inibidores de proteases

36



RESUMO

A cultura da soja (Glycine max), vem ao longo dos anos destacando-se como um
dos principais produtos agricolas da economia brasileira. A lagarta da soja Anticarsia
gemmatalis € uma das principais pragas da cultura da soja. Os enormes prejuizos
causados pelo ataque da lagarta associados a importancia econdmica da soja para o
Brasil, fomentam a busca por alternativas no controle deste inseto. A utilizagcdo de
inibidores de proteases (IPs), no controle de pragas, vem se destacando como uma
alternativa menos danosa no contexto ecolégico ao qual o inseto esta inserido. Os IPs
sdo considerados agentes antimetabolicos levando a uma deficiéncia proteica nos
insetos. Apesar disso, 0s insetos geralmente conseguem driblar esses agentes
considerados toxicos ao seu organismo. A ligacdo entre a capacidade de adaptacdo do
inseto e a diversidade de genes de proteases digestivas € um estudo interessante do
ponto de vista evolutivo. Assim o presente estudo descreve o isolamento e a
identificacdo de genes de serino-proteases de A. gemmatalis e também avalia a
expressdo desses genes em insetos alimentados com dieta com e sem inibidores de
serino-proteases. Foram isolados trés genes distintos de serino-proteases do genoma da
lagarta da soja chamados de Agem 1, Agem 2 e Agem 3, indicando que 0s genes de
serino-proteases de A. gemmatalis estdo organizados em familia multigénica no seu
genoma. Os trés genes mostraram alta identidade com tripsinas de outros insetos da
ordem Lepidoptera. Foi verificado que a expressdo do gene Agem 2 se sobressaiu em
relacdo ao gene Agem 1 e Agem 3, evidenciando que esse deve ser expresso em maior
quantidade no trato intestinal do inseto. As sequéncias descritas neste trabalho
evidenciaram serem genes que expressam tripsinas sensiveis e/ou insensiveis ao
inibidor de serino protease Benzamidina, uma vez que ocorre um aumento na sua
expressdo durante o tratamento com o inibidor em relacdo ao controle. O inibidor
sintético Berenil foi potencialmente eficiente na supressdo dos genes de tripsinas
isolados neste estudo, evidenciando que o sitio de ativacdo secundaria S2 de tripsinas,
estando livre da interacdo com inibidores, sdo extremamente importantes na adaptacéo
do inseto a inibidores de proteases. Os genes de tripsinas isolados mostraram ser
sensiveis aos inibidores proteicos da soja SKTI e SBBI, diminuindo sua expressdo
durante o tratamento. Estudos anteriores mostram que ocorre uma adaptacdo da lagarta
da soja a esses inibidores, assim é possivel verificar que a repressdo dos genes de

tripsinas diante de SKTI e SBBI provavelmente ativa a produgdo de enzimas insensiveis
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a esses inibidores da mesma classe e/ou outra classe mecanicista, propiciando assim a
adaptacdo do inseto a esses inibidores de proteases. Esses estudos nos mostram que a
expressao diferencial de proteases digestivas de insetos € de grande importancia para
elucidar o mecanismo adaptativo de pragas agricolas a inibidores de proteases. Sao
necessarios estudos mais profundos sobre as respostas de genes de A. gemmatalis, frente
a inibidores de proteases durante seu desenvolvimento larval, a fim de identificar
moléculas que seriam fundamentais no processo de adaptacdo do inseto a esses
compostos, permitindo assim a selecdo ou o desenvolvimento de agentes inibidores que
sejam efetivos no controle de pragas agricolas.

PALAVRAS-CHAVE: lagarta da soja, digestdo de insetos, gendmica, interacdo planta-

inseto.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max) tem grande importancia para 0 cenario econdmico
nacional, sendo um dos principais produtos do agronegdcio brasileiro, ocupando lugar
de destaque na pauta de exportacdes do pais (SAVIO et al., 2008). A cultura da soja
esta sujeita ao ataque de pragas durante todo o seu ciclo, e 0s insetos, principalmente na
fase larval, representam um importante prejuizo, pois afetam tanto a planta quanto a
semente, podendo reduzir substancialmente a qualidade de ambas, causando perdas
significativas do rendimento da cultura (ANDRADE et al., 2004; VIANNA et al.,
2011).

Entre os insetos que trazem consequéncias econdmicas mais significativas na
soja, destaca-se a lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), uma
das principais pragas desfolhadoras da cultura no Hemisfério Ocidental. Esta espécie
causa perdas consideraveis na producdo e requer atencdo e controle rapido para nédo
causar prejuizos econdmicos (SAVIO et al., 2008; Martins et al., 2009; VIANNA et al.,
2011).

O controle dos insetos-praga como a lagarta da soja, tem sido realizado,
essencialmente, mediante a aplicacdo de inseticidas quimicos. Considerando 0s
problemas relacionados a acdo desses inseticidas sobre organismos nao alvos, a
contaminacdo de aguas e residuos em alimentos, tornam-se necessarios estudos que
propiciem metodos alternativos de controle que apresentem menor custo, sejam mais
especificos e menos poluentes (MILLS E KEAN, 2010).

A exploracdo de mecanismos de resisténcia endogena das plantas ao ataque dos
insetos herbivoros € uma tendéncia, servindo de ferramenta para a aplicacdo nas
estratégias alternativas de controle de pragas (GATEHOUSE, 2002; FERRY et al.,
2006; SCOTT et al., 2010). Uma das principais formas diretas de defesa das plantas
contra 0 ataque de insetos é mediada pela Via das Lipoxigenases. Esta via €
responsavel pela producdo de acido jasmdnico que ativa 0S genes que expressam
inibidores de proteases (FARMER &RY AN, 1992; SCOTT et al., 2010; SHIVAJI et al.,
2010; WUNSCHE, et al., 2011; JAMAL et al., 2012)

Os inibidores de proteases (IPs) sdo considerados agentes antimetabdlicos que
acarretam a uma deficiéncia protéica nos insetos. Sua atividade antimetabdlica é
atribuida a interferéncia na digestdo protéica, através da diminuigdo da disponibilidade

de aminoacidos, o que prejudica a sintese de proteinas necessarias ao crescimento,
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desenvolvimento e reproducdo do inseto (SILVA-FILHO & FALCO, 2000; PILON et
al., 2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 2010; MOREIRA et al., 2011, JAMAL et
al., 2012). Pesquisas sobre a aplicabilidade de inibidores de proteases em programas de
controle tém sido desenvolvidas visando, principalmente, a expressao dessas proteinas
em plantas geneticamente modificadas (HAQ et al., 2004; DUNAEVSKY et al., 2005;
ZHANG et al., 2010a).

Estudos sobre as respostas bioldgicas e bioquimicas de A. gemmatalis
submetidos a dietas contendo inibidores de serino-proteases, mostroram que esses
agentes antimetabolicos causam retardo no crescimento, diminuicdo da taxa de
sobrevida e aumento da digestibilidade proteica dos insetos. Entretanto, € possivel
observar uma adaptacdo durante o desenvolvimento dos insetos frente aos inibidores de
proteases, sugeririndo que deve ocorrer a hiperproducdo enzimas sensiveis ao inibidor e
a sintese de formas insensiveis, além de poder dispor da sintese de outras classes de
proteases (PILON et al., 2006; PILON et al., 2009, MOREIRA et al., 2011).

A relacéo entre a capacidade de adaptacdo do inseto e a diversidade de genes de
proteases digestivas € um estudo interessante do ponto de vista evolutivo, tendo em
vista que a adaptacdo dos insetos aos inibidores de proteases ainda ndo esta totalmente
esclarecida. Vérios estudos com insetos foram realizados no sentido de avaliar o efeito
de inibidores de proteases do ponto de vista gendmico. Os resultados desses estudos
mostram que os diferentes genes de proteases sdo ativados para atuar de forma
coordenada para suprir as exigéncias nutricionais para o desenvolvimento do inseto
contra os efeitos antinutricionais de IP (BROADWAY, 1997; AHN et al. 2009; CHI et
al., 2009; OPPERT et al, 2010; JAMAL et al., 2012).

As serino-proteases sao as principais classes de enzimas digestivas de proteinas,
presentes no intestino médio de muitas especies de lepidopteros (TERRA E
FERREIRA, 1994). Estudos utilizando extrato bruto e purificado do trato intestinal de
A. gemmatalis mostraram a predominancia de serino-proteases no processo digestivo
desse inseto (OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005, REIS, 2009). Apesar da
relevancia das serino-proteases no processo digestivo de A. gemmatalis, pouco se sabe
sobre 0s genes que expressam essas proteases e como elas se comportam frente a
inibidores de proteases.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar genes de serino-
proteases de A. gemmatalis e avaliar a expressdo desses genes quando o inseto é
alimentado com dieta acrescida de inibidores de serino-proteases, visando esclarecer o

processo da interacdo planta-inseto. Os resultados desse trabalho poderéo contribuir
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para o desenvolvimento de estrategias alternativas de controle da lagarta da soja,
possibilitando a selecdo de inibidores de proteases que atuem de modo eficaz na

inibicéo das proteases digestivas deste inseto.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Insetos

2.1.1 Criacao da lagarta da soja

Ovos de A. gemmatalis foram mantidos a 25 °C + 2 °C de temperatura, 70
10% de umidade relativa no Laboratorio de Insetos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFV. A lagarta da soja apresenta ciclo biol6gico com duracao
entre trés e quatro semanas. Para obtencdo dos insetos adultos, as pupas foram
colocadas em placas de Petri no interior de gaiola telada de 50 x 50cm revestida
internamente com folhas de papel sulfite A4. Apos eclosdo, os adultos alimentavam-se
com solucdo nutritiva composta de mel (10,5g), cerveja (350mL), sacarose (60g), acido
ascorbico (1,05g), nipagin (1,059) e agua (1050mL), embebida em um chumaco de
algod@o colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri. As posturas de A.
gemmatalis ocorreriam apos trés dias na superficie das folhas de papel que revestia
internamente a gaiola, as quais foram retiradas e cortadas em tiras de 2,5cm de largura x
10cm de comprimento, colocadas em copos plasticos (500mL) com um orificio circular
na tampa de, aproximadamente 2cm, onde foi acoplada uma tela de filo. Esses copos
foram transferidos para uma camara climatizada a 25 °C, com umidade relativa de 60 +
10% e o fotoperiodo de 14 horas. Apos a eclos@o dos ovos iniciou-se a alimentacdo das
larvas de A. gemmatalis com dieta artificial (HOFFMAN-CAMPO et al., 1985)

colocando-se um cubo de dieta artificial em cada copo plastico.

2.1.2 Preparo da dieta

A dieta artificial foi composta de feijao mulatinho cozido, levedo de cerveja,
germe de trigo, proteina de soja, caseina, gar e agua. Agar e agua foram autoclavados
por 15 minutos & pressdo de 1,5 kgf/cm®. A essa mistura adicionaram-se 0s outros
ingredientes e misturados, com o auxilio de um liquidificador industrial. Em seguida foi
adicionado acido ascérbico (6g), acido sorbico (3g), nipagin (metilparabeno) (5g),
formol 40% (6ml) e 10mL de solucdo vitaminica composta por niacinamida (1mg),
pantotenato de céalcio (1mg), tiamina (0,25mg), riboflavina (0,50mg), piridoxina
(0,25mg), acido folico (0,25mg), biotina (0,02mg), inositol (20mg), agua (1L) até
formar uma pasta homogénea que foi transferida, ainda quente, para um ou dois
recipientes plasticos com tampa. A pasta obtida foi resfriada em camara germicida sob

luz ultravioleta e conservada a 4°C.
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Outras quatro dietas foram preparadas da mesma maneira descritas acima, porém
com acréscimo de 0,5% (p/v) do inibidor sintético de serino-protease Benzamidina,
0,0019% (p/v) do inibidor sintético de serino-protease Berenil, 0,1% (p/v) do inibidor
protéico de serino-protease SKTI e 0,1% (p/v) do inibidor proteico de serino-protease
SBBI em cada dieta.

2.1.3 Insetos submetidos a tratamento com e sem inibidores

Lagartas foram criadas com dieta livre de inibidores de acordo com o item 2.1.2
até o 5° instar de desenvolvimento, a partir desse momento os insetos foram submetidos
as dietas contendo inibidores de serino-proteases, sendo coletadas 100mg de amostras
de intestinos apos 6, 12, 24 e 48 horas de cada tratamento. Os tratamentos foram
determinados como: controle, lagartas criadas com dieta livre do inibidor de serino-
proteases; Tratamento 1 : lagartas criadas com dieta acrescida do inibidor Benzamidina;
Tratamento 2 : lagartas criadas com dieta acrescida do inibidor Berenil; Tratamento 3 :
lagartas criadas com dieta acrescida do inibidor SKTI e Tratamento 4: lagartas criadas
com dieta acrescida do inibidor SBBI.

2.2 ExtracOes de RNA e sintese de cDNA

Lagartas de 5° instar criadas com dieta artificial sem inibidor e lagartas
submetidas aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 (item 2.1.3), foram colocadas a -20 °C para
reducdo das atividades vitais e dissecadas. 100 mg de intestinos médios foram retirados
e lavados repetidas vezes com agua DEPC (agua Milli-Q tratada com 0,01% de
dietilpirocarbonato, autoclavada duas vezes) até a retirada total do contetdo interno dos
intestinos. O material biolégico obtido foi macerado em presenca de nitrogénio liquido.
O RNA total foi extraido utilizando kit SV Total RNA Isolation System (Promega®), de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

A qualidade do RNA total foi avaliada pela integridade das bandas do RNA
ribossobmico em gel de agarose 1,0% (SAMBROOK, et al.,, 2001). A pureza e a
concentracdo das amostras foram determinadas pelas leituras de absorvancia a 260 nm e
280nm de 1 pL de amostra no aparelho Evolution 60 (Thermo Scientific).

A sintese de cDNA foi realizada, por meio do kit ImProm-II™ Reverse
Transcription System (Promega®), utilizando 4 ug de RNA total e Oligo dT (12-18)
primer, em um volume final de 20 puL. A ordem e as etapas de incubagdo foram

realizadas de acordo com as recomendacdes de tempo e temperaturas do fabricante. O
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cDNA foi quantificado com o uso do acessorio nanocell Evolution 60 (Thermo
Scientific).

O cDNA das lagartas de 5° instar criadas livre de inibidor foi submetido a
amplificacdo por PCR, para posterior sequenciamento de genes. Os cDNAs de lagartas
submetidas aos tratamentos (item 2.1.3) (1, 2, 3 e 4) foram armazenados a — 20°C até a

reacdo de amplificacdo por PCR em tempo real para analises de expressao.

2.3 Amplificages do cDNA
As amplificagdes dos fragmentos de cDNA foram realizadas utilizando pares de
primers degenerados baseados em dominios conservados de serino-proteases de insetos
utilizados em trabalhos anteriores (Tabela 1).
Tabela 1-Primers usados neste trabalho.

Nome Sequéncia Referéncia
P1 5S’ACTGCTGCHCAYTG3’ OLIVEIRA-NETO et
P2 5’GGRCCACCAGAGTCR3’ al, 2004
DMTF 5S’GGTAGATCTCACGGCTGGACAYT3’ MAZUMDAR-
DMTR | 5’TCGAATTCATTGTGACCGCCGCTCAYTG3’ LEIGHTON et al.,
2000
DMTF 5’GGTAGATCTCACGGCTGGACAYT3’ MAZUMDAR-
SerPR | SSTATCTAGATGGGCCACCGGARTCNCCYTG3? LEIGHTON et al.,
2000

A reacdo de amplificacdo consistiu de 5,0 uL do cDNA, 1,0 uL Tag DNA
Polimerase (fermentas), 5,0 UL de tampdo 10X, 1,25 pL de desoxirribonucleico mix
(ANTP) 10mM, 3,75 pL de MgCl, 256mM e 2,5 uL de cada primer 10uM sendo o
volume final da reacdo completado com agua Milli-Q para 50 pL. As amostras foram
amplificadas em um termociclador PTC-100 (MJ Research) programado para as
seguintes condicBes: uma etapa de pré-desnaturacdo a 94 °C por 2 min, seguidos por 30
ciclos desnaturacdo inicial a 94°C, 1 min a 55° C e 3 min a 72°C, e um passo de
extensdo final a 72°C por 5 minutos. A reacdo foi analisada em gel de agarose 1,2 % e
corado posteriormente com 1,0 pg/mL de brometo de etidio. A imagem foi registrada

em sistema de foto-documentacdo Eagle-Eye Il (Stratagene).
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2.4 Sequenciamento e analise in silico das sequéncias obtidas

Os fragmentos de cDNA amplificados com os pares de primers da Tabela 1
foram purificados usando Kit de purificagdo Wizard SV Gel and PCR Up System
(Promega®), conforme recomendacdes do fabricante. Os cDNAs purificados foram
enviados & empresa Macrogen Inc. na Coréia do Sul (www.macrogen.com) onde foram
sequenciados. As sequéncias foram montadas utilizando o programa Sequencher 4.10.1
(GeneCodes) e analisadas com as sequéncias disponiveis na base de dados do GenBank
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), usando o programa BLASTX ou
tBLASTN, de forma a obter informacdes relativas a porcentagem (%) de similaridade
com outras bsequencias ja depositadas.

2.5 Confeccbes dos primers para analise da expressdo génica por RT-PCR
em tempo real

Para a confeccdo dos primers especificos, visando o estudo da expresséo dos
genes de A. gemmatalis diante da presenca de inibidores de serino proteases, as
sequencias de cDNAs obtidas conforme o item 2.4. foram alinhadas por meio do
programa Clustal X 2.1 (THOMPSON et al., 1997) para desenhos dos primers

especificos das regides ndo homologas que codificam essas proteases (Tabela 2).

Tabela 2: Primers especificos de serino- proteases de A. gemmatalis

Nome da Sequéncia Sequéncia (5'-3")
Agem 1f S’GTATCAGAGCAACGTGCAG 3°
Agem 1r S’CAGTTCGCGGTTAATTTTA 3°
Agem2f 5’CACACAGGAAACAGCTATGA 3°
Agem 2r 5S’CAAGTAGCCTGATTGATGGT 3°
Agem 3f 5S’AGTAGGTTCTGCTCTAGCCC 3
Agem 3r 5S’CCTTCCAACGTAACGTACTC 3°

2.6 Transcrigdes reversa PCR quantitativo (QRT-PCR)

Todo o procedimento de PCR em Tempo Real, incluindo testes, validacdes e
experimentos foram conduzidos seguindo os manuais da Applied Biosystems. Baseado
nos valores de Ct (Cycle threshold), que é o ponto em que a fluorescéncia aumenta
apreciavelmente acima da fluorescéncia do ruido, foi realizado a quantificacao relativa
pelo método 274" descrito por LIVAK & SCHMITTGEN (2001). As reacdes de PCR
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em tempo real foram realizadas utilizando o aparelho 7500 Real Time PCR Systems
(Applied Biosystems), oligonucleotideos especificos (Tabelas 2), cDNAs obtidos dos
tratamentos (item 2.1.3) e SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Como
controle enddgeno para normalizacdo dos dados do qRT-PCR, foi utilizado o primer
especifico desenhado para gene HSC 70 de Anticarsia gemmatalis (GenBank:
ADO32621. 1), que apresentou baixa variacdo de expressdo entre o0s tratamentos
avaliados(HscAG1f5°GGCAACAGGACCACGCCCTC3’,HscAG1r5S’CCGAGGTAGG
CCTCGGCTGT 3°). Esse primer foi desenhado utilizando o programa Primer Express
3.0 (Applied Biosystems).

As amostras foram analisadas em duas repeticdes bioldgicas, quantificadas em
corridas independentes, sendo cada amostra analisada em duplicata em cada placa de
reacdo. As analises de quantificacdo relativa de cada gene foram feitas em tubos

individuais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento, sequenciamento e identificacdo de genes de serino-proteases
expressos em A. gemmatalis.

Para obtencdo dos genes de serino-proteases da lagarta da soja, 0 RNA total foi
extraido do intestino de lagartas no 5° instar de desenvolvimento, no qual é verificada
maior atividade de serino-protease (OLIVEIRA et al. 2005, PILON et al., 2006, PILON
et al, 2009; MOREIRA et al., 2011). A integridade da amostra esta mostrado na Figura
1.

28S, rRNA |
18S, rRNA >

Figura 1: Analise por eletroforese em gel de agarose 1,0 % do RNA total extraido do
intestino de Anticarsia gemmatalis de 5° instar.

Inicialmente foram feitas varias tentativas de extracdo de RNA, porém sem
muito sucesso, pois 0 material apresentava-se sempre degradado. Por ser o limen
intestinal um ambiente rico em diversos materiais biologicos, incluindo enzimas,
decidiu-se lavar o interior do intestino com agua livre de RNAse antes da maceracdo em
nitrogénio liquido. Apo6s essa modificacdo foi possivel obter um RNA total de boa
qualidade para os experimentos posteriores. Verificou-se assim o aparecimento de duas
bandas do RNA, 18S e 28S, sem a presenca de arraste no gel de agarose (Figura 1).

Para amplificacdo da primeira fita do cDNA usaram-se primers degenerados
com base em dominios conservados de serino-protease de outros insetos (Tabela 1)
(MAZUMDAR-LEIGHTON et al., 2000; OLIVEIRA-NETO et al., 2004). Estratégia
similar foi utilizada com sucesso para a identificacdo de genes de serino-proteases em
outros insetos da ordem Lepidoptera, Sesamia nonagrioides (DIAS-MENDOZA et al.,
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2005), Ostrinia nubilalis (LI et al., 2005), Spodoptera frugiperda (BRIOSCHI et al.,
2007), Plutella xylostella (L.) (SHI et al., 2009), Spodoptera litura (ZHAN et al., 2011)
entre outras.

A amplificacdo dos cDNA de A.gemmatalis foi satisfatoria com todos os pares

de primers utilizados, apresentando fragmentos com aproximadamente 500pb(Figura 2).
M 1 2 3

500pb

Figura 2: Analise eletroforética em gel de agarose 1,0 % dos fragmentos de cDNA
gerados da amplificacdo com os pares de primers (Tabela 1): P1 e P2(1); DMTF e
DMTR (2); DMTF e SerPR (3). M: Marcador DNA ladder 1kb (Fermentas). A seta
indica fragmentos amplificados (~500pb)

Apo6s a reacdo de PCR os fragmentos de cDNA 1, 2 e 3 (Figura 2), foram
purificados e sequenciados. As sequéncias foram analisadas no programa Sequencher
4.10.1 (GeneCodes), no qual foi realizado o alinhamento da reacdo forward com a
reverse, obtendo-se trés “contig” diferentes, um para cada par de primer utilizado, dos
quais foram denominados Agem 1, Agem 2 e Agem 3 (Figura 3).

Agem 1

attgtgaccgcggcgcatagecnnngtgcagtgcccggcggtgcgcagecaccggecgcegat
I v T A A H S X VvV @ C P A V R S T G R D
gtggcgcgcagcctgcgccattgeccgcagctggtgectatcagecgecccgcagecgcggcage
v A R S L R H C R s W C Y O R P O R G S
gaaggcgtgattctgagccgcgtgcgeccgeccgecgcgaaactggtggatattgeggtgatt
E G v I L $S R V R R R A K L Vv D I A V I
aaaagcgcgagcattattggcctgaactatgtgaacccggatgatctgeccgattgtgecge
K s A s I 1T 6 L N Y V N P D D L P I V R
gcgggctggggcgcgattgcgcagcgecggcccggcgagcaacgaactgectggatgtgace
A G W G A I A Q R G P A S N E L L D V T
atttataaaattaaccgcgaactgtgcgcggcgcgcgatctgaccctgeccgaccccggge
I ¥ K I N R E L ¢ A A R D L T L P T P G
tttgtgaccgaaaacatttgcgcgggecctgctggatattgaaggcgcgggcgecgtgeccag
F V T E N I C A G L L D I E G A G A C OQ
ggcgatagcggcggcccgagccgecgctgggcgaccggcacctttagetge

G b s GG G P S R R W A T G T F S C
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Agem 2

gcggataacaactttacccaggaaaccgcgatgaccatgattaccccgagectatctggge
AD NN F T QO E T A M T M I T P S Y L G
gataccattgaatatagcagctatgcgagcaacgcgctgggcgcgctgeccgtatggecge
p T I E Y S S Y A S N A L G A L P Y G R
ccggcgggcggcecgcgaatttaccagegattttgaatttattgtgacecgeggegecattge
P A G G R E F T S D F E F I VvV T A A H C
tttattaacgatccggcgaaccgctggecgecattcgecgtgggcagcacctgggcgaacagce
F I N D P A N R W R I R V G S T W A N S
ggcgtggtgcataccgtgggcagcattattattcatccgaactataacggcgcgaccatt
G vv H T VvV 6 s I I I H P N Y N G A T I
gatagcgatgtggcgattctgcgcagcgcgaccaccattagccataacaccctggtgege
p s bpvaI L R S A T T I S H N T L V R
ccggcgagcattgcgagecgecgagectatattctggeggataaccaggtggtgtgggcgacc
p A s I A s A s Y I L. A D N O V V W A T
ggctggggcgcgctgtatgtgaacggcccgagcagcgaacagctgecgecatgtgecagatt
G W 6 A L ¥ VN G P S S E O L R H V O I
tggaccattaaccaggcgacctgccgcacccgctatgcgaccecgecggceccgcaacattacce
w T I N oo A T C R T R Y A T R G R N I T
gataacatgctgtgcagcggctggctggatgtgggcggccgecgatcagtgeccagggecgat
p N ML C S G W L DV G G R D O C O G D
agcggcggcccgagecgce
S G G P S R

Agem 3

cgcatgctgccggcggcgattggcggccgcecggcaacagcattgtgaccgeggecgecattge
R M L P A A I G G R G N S I VvV T A A H C
gtgcatgaatttcgcaacgtgccggcggcgtggecgcattcgecgtgggcagecgcgctggcyg
vV H E F R N V P A A W R I R V G S A L A
catagcggcggctttctgcattattgcggcaaaattattattcatccgaactatgatcge
H s GG 6 ¥ L H Y C G K I I I H P N Y D R
tttaccaccgaaaccgatattgcgctgatgcataccgtgggecccgattgtgtatattgaa
v T T E T D I A L M H T V G P I VvV Y I E
aacgcggtgcagccggcgcgcattgcgggcaccaactatcatctggcggataacgaagaa
N A V Q P A R I A G T N Y H L A D N E E
gtgtgggcggtgggctggggcgtgtataacctgaccaacatggcggcgagcgaagaactyg
vV W A V G W G V Y N L T N M A A S E E L
cgccatgtgcagatgtggaccgtgaaccaggaaatttgccgcgtgcgctatgtgggeccge
R H vV o M w T VvV N ¢ E I C R V R Y V G R
aacattaccgataacatgctgtgcagcggctggctggatgtgggcggccgcgatacctge
N I T D N M L C s G W L D V G G R D T C
cagggcgatagcggcggcccgagccgc

Q G D s G G P s R

Figura 3: Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos deduzidas de Ageml, Agem 2 e
Agem 3 isoladas de Anticarsia gemmatalis. Os aminoacidos representados em vermelho
fazem parte da triade catalitica de serino-proteases His, Asp e Ser (H, D, S)-

respectivamente.

As andlises de similaridade das sequéncias Agem 1, Agem 2 e Agem 3 através

do banco de dados BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) usando o programa BLASTX
ou tBLAST-N, mostrou que todas as sequéncias de cDNA de serino-proteases de A.

gemmatalis possuem maiores valores de identidade com tripsinas de outras lepiddpteras

(Tabela 3).
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Tabela 3-Andlise das sequéncias de genes de serino-proteases isoladas de Anticarsia
gemmatalis

Amostra Classe Identidade Organismo/N °de acesso
Agem 1 Tripsina 58% Ostrinia nubilalis
(AAX62037.1)
Agem 2 Tripsina 71% Helicoverpa armigera
(CAAT72957.1)
Agem 3 Tripsina 57% Choristoneura fumiferana

(AAAB4423.1)

Vaérios autores relataram a presenca de genes que expressam serino-proteases do
tipo tripsina em insetos de ordem Lepidoptera, usando primers degenerados baseados no
dominio conservado dessa classe de enzimas. Entretanto, esses autores também relatam
a ocorréncia de serino-proteases do tipo quimotripsina na expressdo dos genes dos
insetos estudados, sendo que muitas vezes essas sdo expressas em maior quantidade em
relacdo a expressdo de tripsinas (MAZUMDARLEIGHTON & BROADWAY, 2001,
DIAS-MENDOZA et al., 2005, BRIOSCHI et al., 2007, SHI et al., 2009). De acordo
com esses fatos, é possivel inferir que as serino-proteases, primariamente expressas pela
lagarta da soja, seriam as do grupo das tripsinas, tendo em vista que ndo houve nenhuma
similaridade das sequéncias analisadas no presente estudo com outras serino-proteases.

O alinhamento das sequéncias Ageml, Agem 2 e Agem 3 com Varias outras
serino-proteases de insetos disponiveis nos bancos de dados, mostrou a presenca das
regides conservadas de serino-proteases, inclusive os residuos His, Asp e Ser (H, D, S)
que fazem parte da triade catalitica caracteristica de serino-proteases necessarias para
clivagem proteolitica (Figura 4). A clivagem baseia-se na acdo coordenada destes trés
residuos (RAWLINGS & BARRETT, 1994; PAGE & DI CERA, 2008; NIU et al, 2011,
SRIWICHAI et al, 2012), resultando na hidrélise da sequéncia alvo. Os genes Agem 1,
Agem 2 e Agem 3 contém dois dos trés motivos do sitio ativo de serino-proteases que
sdo altamente conservados (TAAHC e GDSGGP), o terceiro motivo da triade catalitica
gue costuma ser comum a essa classe de enzimas é o aparecimento do motivo DIAL,
porém este apresentou-se variado para Agem 1 e Agem 2. Esse motivo apresenta-se
varidvel para diferentes serino-proteases sem afetar a atividade catalitica da enzima
(ZOU et al., 2006; SRIWICHAI et al, 2012). Dessa forma, a utilizacdo de primers

degenerados baseados em dominios conservados de serino-proteases de insetos,
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mostrou-se eficiente como estratégia na identificacdo das sequéncias que codificam

tripsinas em A. gemmatalis.

'h _gem_l ................................................................... TARH
Agem & -------ADNNFTQETAMIMITPSYLGDTIEYSSYASK------A-LCALPYCRPAGGREFTSDFE

RO e o 0 A o

Agem3

Agem 1 CPAVR=---- GROVERSIRACASHCYORPORGSE -~ G
Agem 2 DPANRWRIRVGSTHANS -ﬂiﬁGSIIIHFEWGﬁT»IE&
Agen3 VPA-ARRIRVGEALAH G GRWHYCGRI T THENYDRFT-TETILR
AA34423, 1 DAANRWRIRTGETHANS X
ACR25157.1 DAANRWRIRLGHTRANSCVUHNVNINIVRESNGAT-LNMIA [ LGA
ARKE1696,1 DPANERRVRVGRTHANS Al

agen | A CRGEAS = NEML VT T R LRk R L oG 0 1 A - - = ===
Aen ) EEAL-TNGES--SEOM:

Agemd  ERVYNLTNMAA--SEE cssminnns 1]
ARAGALZS.] WleAT-CRECAG--SE LFRNIVWVENC 227
ACRZS1ST.1 MUETT-GAGGSS--GE0NF LYRNGIVVGC 225
ARRG1696.1 eleAT~SVGARE--SEQHRHY BLVRNRIVVGIC 226
ARX62037.1 EETT-VVGDSSTMEEY BLYYRNILVGYY 233
MEn ] e

MER ] mmeeeeeememeenees - ——

MRS wswasmansnnnn e

ARAZ4ED3, 1 SWGQSCALARYPGVNARVSRFTAWIQANA--~ 156
ACRIS1ST.1 SFCIGCAQRAFRCNARVSRYTARISENA=== 134
ARRB1696.1 SHGTQCALARYPGVNARVSRETTWIQANA--- 255
ARX62037.1 SHGHGCANETERCVSTNVASYTNWIRGYCCLI 265

Figura 4: Alinhamento multiplo de sequéncias aminoacidicas de serino-proteases
codificadas de Anticarsia gemmatalis (Agem 1, Agem 2 e Agem 3), Choristoneura
fumiferana (AAA84423. 1), Spodoptera frugiperda (ACR25157. 1), Galleria
mellonella (AAk81696. 1), Ostrinia nubilalis (AAX62037. 1). As regibes conservadas
estdo mostrado em preto. As regides em cinza diferem em apenas um aminoacido para
as sete sequéncias. As regides da triade catalitica de serino-proteases apontadas com as
setas vermelhas.
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Uma é&rvore filogenética Bootstrap Neighbour-Joining (Bootstrap 1000)
derivada da andlise do alinhamento das sete sequéncias descritas na Figura 4 utilizando
o programa Clustal X 2.1, mostrou a distancia filogenética entre as mesmas (Figura 5).
Através da filogénia, o0 cDNA Agem 2 e Agem 3 possuem maior similaridade, pois
foram agrupados no mesmo grupo, ja& o Agem 1 aparece em outro grupo.

0,1 Agem?: 0.39918

- AAXG2037.1:0.27508
Agem2: 0.22201
— Agem3: 0.23053
A2 013921
ACRZ5157.1: 008362
AAKB1696.1:0.14836

Figura 5: Arvore filogenética (Bootstrap 1000) construida do alinhamento padréo de
Clustalx 2.0.10. das sequéncias aminoacidicas de serino-proteases codificadas de
Anticarsia gemmatalis (Ageml, Agem 2 e Agem 3), Choristoneura fumiferana
(AAA84423. 1), Ostrinia nubilalis (AAX62037. 1), Spodoptera frugiperda
(ACR25157. 1), Galleria mellonella (AAk81696. 1). A escala indica um processo
evolutivo de 0,1 de distancia das substituicdes de aminoécidos por sitio.

Alinhando as sequéncias Agem 1, Agem 2 e Agem 3 expressas por A.
gemmatalis atraves do programa Clustal X 2.1, foi verificado que a similaridade entre
Agem 2 e Agem 3 foi de 58%, enquanto esses dois em relacdo a Agem 1 foi em média
de 32% de similaridade (Figura 6).

S sx———': YRs---TERDV 21
Agem 2 ADNNFTQETAMTMITPSYLGDTIEYSSYASNALGALPYGRPAGGREFTSDFE FINARNAIC———F1| RWRIRVESTH 77
AQEM3 =mmmmmmmmmm e m e RMLP--ARIGGRGNS-——-—- CVHEI‘RE% J_LWRIRVESAL 39
Agem 1 MRE--rrficrswcy '——ERC EGT -R*«iR AR RERY TGS T Tleadiy pati=1 D=l Ty ATAO0R-GPARUY 95
Agem 2 MWEG-VVEITVGSIII 'NYHGP IDSI AT LS AT THSHNT - RPHS SR SHI LAWNOVYWAT(ENeNL - YVNGPS[gals 154
Agen3 HHEGGFLEYCGRIIIEMNYRREWTET -LMETVGP VY IEN: QPE ACTNMHLARYEERAY YNLTNMAR 119
Zgem 1 WLOETIFEIRREL »’igliTLPTPGFVTI T LN E SRR AT GTESC 157

Zgem 2 MREWOINTIICATRTINVHTRGR-NITDIMASS DQGDSGGPSF

Agem3 JRH DM!'TWCEI RV&YE——C—R—NITH 5 I:QGDSGGPSF 6

Figura 6: Alinhamento multiplo de sequéncias aminoacidicas de serino-proteases
codificadas por Anticarsia gemmatalis (Agem 1 Agem 2 e Agem 3). As regides
conservadas estdo em preto. As regides em cinza diferem em apenas um aminoacido
para as sete sequencias

Também foi obtido a massa molecular e o ponto isoelétrico (pl) tedricos, para as
sequéncias codificadas de A. gemmatalis, através de predicdo utilizando o programa

Compute pl/Mw (http://web.expasy.org/compute _pi/). As massas preditas em kDA
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foram 16,83 para Agem 1, 22,32 para Agem 2 e 18,63 para Agem 3. Os pls foram 9,38
para Agem 1, 6,20 para Agem 2 e 6,73 Agem 3.

Esses dados em conjunto nos levaram a verificar que apesar das similaridades
apresentadas entre as sequéncias Agem 1, Agem 2 e Agem 3, estas ainda sdo diferentes
entre si, tanto na estrutura como massa molecular e pl, indicando assim a presenca de
familia multigénica de serino-proteases no genoma de A. gemmatalis. A utilizacdo de
primers degenerados possibilitou inferir que existam outras sequéncias dessas proteases
que ainda ndo foram identificadas no genoma da lagarta da soja. Similarmente a varios
outros artrépodes, tem se observado a organizacdo de familias multigénicas que
codificam serino-proteases em varias espécies de insetos, com varias familias ja
identificadas. J& foram realizados trabalhos similares com Anthonomus grandis
(OLIVEIRA-NETO et al., 2004) H. armigera (BOWN et al., 2004; CHOUGULE et al.,
2005), Spodoptera frugiperda (BRIOSCHI et al., 2007), entre outros.

A ocorréncia de familias multigénicas parece ser comum, e 0s insetos parecem
se assemelhar aos vertebrados, onde a diversidade de sequéncias de genes de serino-
proteases corresponde a evolucdo da especificidade e funcdo da enzima. Familias
multigénicas podem prover um mecanismo mais eficiente para a digestdo de proteinas
tanto quanto promover uma vantagem adaptativa para espécies que se alimentam de
plantas. A inducdo transcricional e a complexa regulacdo dos multiplos genes
codificando enzimas estruturalmente diversas em resposta a ingestdo de inibidores de
proteases, provavelmente reflete uma adaptacdo dos insetos a utilizacdo de dietas
contendo estes inibidores (MAZUMDAR-LEIGHTON & BROADWAY, 2001).

3.2 ExpressOes de genes de serino-proteases de A. gemmatalis em resposta a
inibidores de proteases

Estudos anteriores mostram que a lagarta da soja parece conseguir driblar o
efeito de inibidores de serino-proteases na sua alimentacdo, modificando seu
desenvolvimento larval e sua digestibilidade proteica adaptando-se a um composto
considerado toxico ao seu organismo (PILON et al., 2006; PILON et al., 2009,
MOREIRA et al., 2011).

A fim de compreender o envolvimento de cada gene de tripsina de A.
gemmatalis identificada no presente estudo, em resposta a inibidores proteases, utilizou-
se a técnica de PCR em tempo real quantitativo para analisar a expressdo desses genes
durante o periodo de exposi¢do dos insetos a diferentes inibidores de serino-proteases.

Devido a similaridade de dominios conservados entre as sequéncias obtidas, primers
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especificos das regides ndo homologas que codificam essas proteases, foram
desenhados através do alinhamento destas, para que as expressdes das tripsinas fosse o
mais fiel possivel ao seu gene (Tabela 2).

Todos os genes de tripsina de A. gemmatalis isolados no presente estudo,
mostraram aumento dos niveis de transcritos quando as lagartas foram expostas a uma
dieta rica em inibidor de serino-protease Benzamidina (Figura 7). A Benzamidina é uma
amida aromatica sintética que inibe de forma competitiva a tripsina, interagindo
eletrostaticamente com o residuo Asp localizada no fundo do bolso do sitio S1 da
tripsina e estabilizada por interagdes hidrofobicas no bolso hidrofobico do centro ativo
da enzima (MARES-GUIA & SHAW, 1965; MARES-GUIA et al., 1981, OLIVEIRA et
al., 1993).

De acordo com a Figura 7, os genes Agem 1 e Agem 2 mostraram um aumento
na expressdo a partir das 6 h de tratamento com o inibidor, sendo que foi observada uma
superexpressdo desses genes a partir de 24h de tratamento em relacdo ao controle. O
gene Agem 3, mostrou um aumento a partir de 12h de tratamento com o inibidor onde
este foi constante até o final do experimento. Todos 0s genes considerados controles
(auséncia de inibidor) mostraram aumento nos niveis de expressdo durante o
experimento, porém esta foi inferior a quantificacdo relativa referente aos tratamentos
com inibidor. Esse aumento pode ter ocorrido devido a alteracdes no desenvolvimento
do inseto durante o curso do tempo do experimento, ou devido ao estresse causado pelas
condicdes experimentais (BRIOSCHI et al., 2007). Estudos sobre proteases intestinais
de A. gemmatalis apontam um aumento global na atividade de proteases durante o ciclo
de vida do inseto alimentado com dieta artificial ausente de inibidor, apresentando altos
picos no quinto instar de desenvolvimento do inseto (OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER
et al., 2005; PILON et al., 2006; PILON et al., 2009).

Na Figura 7 também é possivel observar que a expressdo do gene Agem 2, tanto
para tratamento 1 quanto para controle, € mais elevada quantitativamente quando
comparada que a expressdo dos genes Agem 1 e Agem 3. Como todo o experimento
ocorreu em concentracfes padronizadas e iguais de cDNA de cada gene, é possivel
inferir que esse gene € expresso em maior quantidade e de forma diferenciada no
organismo do inseto, caracterizando mais uma vez a presenca de familias multigénicas

dessas proteases no genoma de A. gemmatalis.

54



18 70 +

Agem 1 Agem 2

T 16 1 T 60 -

3 1 3

= 127 H

© k] J

s 10 | s X

o o

8 8- w30

g 8

g 4 g

g 5, g 10 -

0 T T T T 1 o T T T T 1
0 6 12 24 18 0 6 12 24 48
Tempol(h) Tempo (h)

=
(=]
1

— 9_
g
i 8-
)
@ 7
=
5 6
L1
s 5
S
g %
£ 3
&
s

1,

0 T

0 6 12 24 48
Tempo(h)

Figura 7: Analise quantitativa da expressdo de genes de tripsina de A. gemmatalis, por
PCR em tempo real. O RNA total foi extraido a partir dos intestinos de larvas
alimentados com dieta livre de inibidor (A) e com uma dieta suplementada com inibidor
Benzamidina 0.5% (p/v) (L)). As barras verticais representam o desvio padrdo da média.

Relatos sobre a biogquimica e fisiologia de A. gemmatalis quando alimentada
com dieta suplementada com benzamidina, verificaram que o inseto responde ao
inibidor, aumentando a digestibilidade proteica, o periodo larval e a atividade
proteolitica e triptica. De acordo com os autores uma explicacdo para esses fatos seria
um possivel aumento na sintese de enzimas proteoliticas no trato intestinal do inseto,
das quais poderia ocorrer uma hiperproducéo de tripsinas-like sensiveis ao inibidor e/ou
sintese de proteases insensiveis ao inibidor, buscando contornar o efeito antinutricional
da presenca da Benzamidina (PILON et al. 2006; PILON et al., 2009).

Tendo em vista esses relatos e os observados neste trabalho, as sequéncias
isoladas de A. gemmatalis evidenciam ser genes de tripsinas sensiveis e/ou insensiveis
ao inibidor de serino-protease Benzamidina, uma vez que ocorre um aumento na
expressdo desses genes durante o tratamento com o inibidor. Provavelmente, num
primeiro contato com o inibidor o inseto ativa e mantem ativo, 0s genes que codificam
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essas enzimas digestivas, onde provavelmente ocorreria a sintese tripsinas sensiveis ao
inibidor Benzamidina que seria produto da traducdo de um pool de mRNA pre-
existente. De outra forma, uma estratégia mais seletiva do inseto, os genes de enzimas
digestivas seriam ativados de uma maneira similar a primeira, porém nas horas
seguintes, apenas as enzimas insensiveis ao inibidor Benzamidina seriam mantidas e
transcricionalmente reguladas seguindo a ingestdo de inibidores de proteases. Assim a
biodisponibilidade de amino&cidos estaria sendo utilizada para a sintese de mais
proteases ao inves da biossintese de outras proteinas necessarias ao crescimento e
desenvolvimento do inseto. Esta estratégia, embora energéticamente cara para o inseto,
poderia ser considerada como uma das possibilidades de adaptacdo a inibidores de
proteases.

O inibidor sintético Berenil foi potencialmente eficiente na supressao dos genes
Agem 1, Agem 2 e Agem 3 de tripsina de A. gemmatalis isolados neste estudo(Figura
8). O berenil é um inibidor sintético parcialmente competitivo parabdlico de enzimas do
tipo tripsina. Esse inibidor, além de se ligar ao centro ativo da tripsina como inibidor
competitivo no sitio de especificidade S1, liga-se ao sitio ativo secundario da enzima
S2’, comportando-se como inibidor competitivo parabdlico com o substrato
(JUNQUEIRA et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1993).

MOREIRA et al. (2011) estudando o desenvolvimento e fatores bioquimicos de
A. gemmatalis alimentadas com dieta artificial contendo o inibidor Berenil, verificaram
que o inibidor afetou negativamente diversos parametros bioquimicos e bioldgicos do
inseto. Entretanto, ndo houve aumento na atividade triptica e protedsica, o que 0s
levaram a sugerir que ndo deve ocorrer a expressdo de proteases sensiveis e insensiveis
ao inibidor Berenil no trato intestinal do inseto durante a presenca deste inibidor.

Relacionando os dados contidos nas Figuras 7 e 8 com os fatos relatados para o
desenvolvimento de A. gemmatalis diante dos inibidores Benzamidina e Berenil, €
possivel inferir que os inibidores de proteases que ocupam apenas o sitio S1 do centro
ativo da enzima, como no caso da Benzamidina, ndo tém a mesma eficiéncia inibitdria
que o Berenil, que além de ocupar sitio de especificidade S1, liga-se também o sitio de
ativacdo secundaria S2°. Provavelmente a ativacdo ou a inibicdo da expressdo pelos
genes que codificam enzimas proteoliticas no genoma de A. gemmatalis em presenca de
inibidores, estd associada com a sinalizacdo desencadeada pela ligacdo do inibidor ao
sitio de ativacdo secundario S2’da tripsina. Esses fatos evidenciam que o sitio de
ativacdo secundaria S2°de tripsinas sdo extremamente importante na adaptacdo do

inseto a inibidores de proteases.
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Figura 8: Analise quantitativa da expressdo de genes de tripsina de A. gemmatalis, por
PCR em tempo real. O RNA total foi extraido a partir dos intestinos de larvas
alimentados com dieta livre de inibidor (A) e com uma dieta suplementada com inibidor
Berenil 0,0019% (p/v) (). As barras verticais representam o desvio padrdo da média.

Nas Figuras 9 e 10, é possivel verificar que os genes isolados, apresentam
comportamento diferenciado nos niveis de expressdo na presenca dos inibidores
proteicos de soja, dos tipos Kunitz (SKTI) e Bowman-Birk (SBBI). E possivel observar
que houve uma diminuicdo na expressdao com o0 aumento do tempo de exposi¢do do
insetos a tais inibidores. Nos gréos de soja, os inibidores de tripsina correspondem a 6%
do total de proteina (BRANDON & FRIEDMAN, 2002), sendo que cerca de 80% da

inibicdo da atividade triptica nos grdos € causada pela acdo do KT e 20% pela acdo do
BBI (BRANDON et al., 1989).
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Figura 9: Analise quantitativa da expressdo de genes de tripsina de A. gemmatalis, por
PCR em tempo real. O RNA total foi extraido a partir dos intestinos de larvas
alimentados com dieta livre de inibidor (A) e com uma dieta suplementada com inibidor
SKTI 0,1% (p/v) (L]). As barras verticais representam o desvio padrdo da média.

Os inibidores do tipo Kunitz interagem com a enzima tendo o residuo de
aminoacido na posicdo Py, arginina ou lisina. Essa interacdo direta do residuo do sitio
reativo do inibidor com o sitio catalitico da enzima caracteriza um mecanismo de
inibicdo competitiva. Isto € relativamente comum para inibidores de tripsina da familia
Kunitz. A conformacdo canbnica do loop do sitio reativo de SKTI interage com o sitio
reativo da enzima através de ligacdes eletrostaticas e interacfes de hidrogénio (BODE
& HUBER, 1992), formando assim, um complexo EI bastante estavel.

Os inibidores da familia Bowman-Birk também apresentam o loop com
conformacéo candnica que interage com o centro ativo da enzima. As presencas de sete
pontes dissulfeto que estabilizam a estrutura do inibidor podem torna-lo menos flexivel

para adaptar-se as enzimas tripsina-like purificadas em comparacdo ao SKTI (BODE &
HUBER, 1992).

58



25 4 60 -

Agem 1 Agem 2

g g _
3 20 ﬁ 50
o A o
2 2 40 A
515 - 3
[ [l .
s S 30
& £ 20
[ g
5 s § 10

. ik [ o S =

0 - T T T T 0 4 o T T T T

0 6 12 24 18 0 b 12 24 48
Tempo(h) Tempo(h)
14 - Agem 3
g
3 12 -
<]
g 10 -
=
2 8-
o
o
& 6
2
Z 4
S & )
g 2 -
'-r/-/.' \\.—‘
0 T T T T

0 6 12 24 48
Tempo(h)
FiguralO: Analise quantitativa da expressdao de genes de tripsina de A. gemmatalis, por
PCR em tempo real. O RNA total foi extraido a partir dos intestinos de larvas
alimentados com dieta livre de inibidor (A) e com uma dieta suplementada com inibidor

SBBI 0,1% (p/v) (LJ). As barras verticais representam o desvio padrdo da média.

Observando as Figuras 9 e 10, inicialmente verificamos a diminuicdo da
expressdo do gene Agem 1 diante da interacdo entre enzima e inibidor, mostrando que
esse gene expressa proteases sensiveis ao SKTI e SBBI e parece ser regulado de forma a
inibir a expressdo do mesmo diante desses inibidores. Os genes Agem 2 e Agem 3,
foram ativados inicialmente até 12 h de tratamento, onde provavelmente ocorre a sintese
tripsinas sensiveis aos inibidores proteicos SKTI e SBBI, que seriam produtos da
traducdo de um pool de mMRNA pré-existente. Ap0s 12h, a expressdo relativa dos genes
Agem 2 e Agem 3, chega praticamente a ser nula comparada com as expressdes dos
controles estudados, provavelmente isso ocorre devido ao consumo desse pool de
MRNA para essas proteases sensiveis aos inibidores, uma vez que a expressao desses
genes no grupo controle foi crescente. Como visto anteriormente pela arvore

filogenética (Figura 5) e pela similaridade obtida do alinhamento dos genes de tripsinas
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da lagarta da soja (Figura 6), observamos que apesar da diferenca estrutural de Agem 2
e Agem 3, estes possuem maior similaridade entre si, o que justifica esse
comportamento semelhante diante da sinalizacdo provocada pela presenca dos
inibidores proteicos SKTI e SBBI.

MENDONCA (2012), em estudos da biologia e bioquimica de larvas de A.
gemmatalis expostas aos inibidores proteicos de tripsina SKTI e SBBI na dieta
alimentar na mesma concentracdo que o presente estudo, verificou que os insetos foram
afetados pelos inibidores durante seu desenvolvimento larval, aumentando seu ciclo de
vida e diminuindo o peso das larvas até se transformarem em pupa. Entretanto ndo foi
verificado influéncia desses inibidores na taxa de mortalidade desses insetos. De acordo
com o autor, ndo foi possivel avaliar a atividade das enzimas digestivas de A.
gemmatalis diante dos inibidores proteicos devido a atividade sido estatisticamente
igual para os inibidores testados. Dessa forma, foi proposto pelo autor que possa ter
ocorrido a producdo de outras proteases da mesma classe ou de classes diferentes,
mascarando o efeito prejudicial dos inibidores.

Relacionando o0s resultados do presente estudo com os relatados por
MENDONCA (2012), é possivel observar que ocorreu uma adaptacdo deste inseto a
estes inibidores. Primeiramente, deve ocorrer uma ativacdo da expressao de proteases
sensiveis aos inibidores como no caso dos genes Agem 2 e Agem 3, seguindo de uma
regulacdo negativa sobre estes genes. Posteriormente, houve a producdo de enzimas
insensiveis a esses inibidores de mesma classe e/ou outra classe mecanicista 0 que
permitiu os insetos se adaptarem e continuarem se desenvolvendo na presenca de
inibidores de proteases produzidos pelas plantas.

A ingestdo de SKTI por Agrotis ipsilon e Helicoverpa zea produziu uma
diversidade de novas tripsinas que diferiram em peso molecular, carga e
susceptibilidade a inibidores (BROADWAY, 1997). MAZUMDAR-LEIGHTON &
BROADWAY (2001), estudando as mesmas espécies de insetos demonstraram que a
ingestdo de SKTI causou uma inducdo transcricional de tripsinas insensiveis no
intestino médio destes, diferentemente dos insetos que ndo se alimentaram do inibidor,
gue continuaram a expressar tripsinas sensiveis de maneira constitutiva.

Uma espécie especifica de inseto, muitas vezes possui multiplas proteases
digestivas em seu trato intestinal, pertencentes a diferentes ou a0 mesmo grupo
mecanicista, embora normalmente utilize um tipo principal no seu papel digestivo (LIU
et al., 2004; ZHU-SALZMAN et al. 2008; AHAN et al., 2009, JAMAL 2012). Postula-

se que ter vérias enzimas digestivas poderia ser uma sobreposicdo funcional para
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assegurar a degradagdo nutricional de proteinas (AHAN et al., 2009). Muitos insetos
exibem uma surpreendente flexibilidade na adaptacdo a diferentes plantas hospedeiras
por alterar as proteases especificas do seu intestino. As alteracbes podem ser
quantitativas, caracterizando-se pelo aumento nos niveis de proteases intestinais para
manter a digestdo nos niveis ideais, ou quanlitativas, que incluem a sintese de isoformas
insensiveis as quais o inibidor seria incapaz de se ligar e inibir (BOWN et al., 2004,
SRINIVASAN et al., 2006, ZHANG et al., 2010, JAMAL 2012).

Estudos da interagdo entre enzimas digestivas de insetos e inibidores de
proteases sobre o ponto de vista gendmico, mostraram que os perfis da expresséo de
genes das proteases de insetos apresentam diferentes respostas. Uma delas seria que a
presenca de inibidor de protease leva a reducdo da expressdao das proteases
constitutivamente expressas no inseto, a0 mesmo tempo em que aumenta a expressao de
proteases que ndo sdo comumente sintetizadas, e que sdo insensiveis aos inibidores.
Outros resultados mostram uma hiperproducdo de proteases sensiveis ao inibidor no
intuito de suprir o efeito deletério dos inibidores de proteases. Por ultimo os inibidores
de proteases ativam a expressdo de proteases que ndo sdo comumente sintetizadas pelo
inseto, mas que podem se ligar e degradar o inibidor de protease, deixando as principais
proteases digestivas do inseto livres para atuarem na hidrdlise de proteases (AHN et al.
2009; CHI et al., 2009; OPPERT et al, 2010, PETEK et al., 2012, JAMAL 2012).
Assim, a redundancia funcional resultante de multiplas enzimas digestivas, pode ser
uma necessidade para garantir suprimentos aminoacidos. Além disso, a coordenacao
entre as diferentes classes de proteases também sdo necessarias para a fragmentacao
eficaz de proteinas de defesa da planta (ZHU - SALZMAN et al., 2003).

Vaérios estudos ja mostraram que a lagarta da soja produz as serino proteases
como uma das suas principais enzimas digestivas (OLIVEIRA et al. 2005, XAVIER et
al. 2005; REIS, 2009). Também ja foi demostrado a presenca de cisteino proteases no
trato intestinal de A. gemmatalis em menor quantidade, mas com igual importancia na
atuacdo do processo digestivo do inseto (MENDONCA et al, 2011, MENDONCA et al,
2012). Recentes estudos sobre a existéncia e a contribuicdo da microbiota intestinal na
bioguimica e fisiologia de A. gemmatalis foram realizados. Foi verificado que além das
proteases produzidas pelas proprias células de A. gemmatalis, ha também proteases que
sdo sintetizadas por microrganismos presentes no trato intestinal desses insetos e que
parecem influenciar o seu desenvolvimento (MENDONCGCA et al. 2009, VISOTTO et al.,
2009 a, b).
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Assim, no processo adaptativo da lagarta da soja a inibidores de proteases,
devem ocorrer um efeito sinérgico dessas enzimas digestivas produzidas pelo préprio
inseto e/ou pela microbiota associada ao seu trato digestio. Do ponto de vista evolutivo,
percebe-se que A. gemmatalis consegue driblar as barreiras impostas por sua planta
hospedeira e por inibidores sintéticos de tripsinas. Provavelmente a estratégia adotada
pela lagarta da soja seria a producdo de um grande repertorio de enzimas digestivas para
garantir a producdo de proteases insensiveis aos inibidores de proteases, possibilitando
assim a adaptacdo do inseto a planta hospedeira.

Estudos mais aprofundados, sobre os perfis de expresséo das diversas proteases
presente no trato intestinal do inseto em resposta a presenca de inibidores de proteases
na dieta alimentar ainda sdo necessarios. Esse tipo de estudo permitira avaliar quais
genes de proteases sdo expressos ou suprimidos diante da presenca do inibidor, e quais
levariam a producdo de proteases sensiveis e/ou insensiveis aos inibidores, como
também a producdo de outras proteases que ndo sao comumente sintetizadas pelo inseto,
mas que sejam capazes de se ligar e degradar o inibidor de proteases, facilitando a
adaptacdo dos insetos a esses compostos considerados tOxicos ao seu organismo. Esses
conhecimentos fornecerdo uma valiosa contribuicdo que pode ser definitiva no sentido

de se propor um método de controle eficiente para a lagarta da soja.
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RESUMO

A Microbiota intestinal de insetos e o papel desempenhado por estes no contexto
ecoldgico ao qual esta inserido vém ganhado atencdo de varios pesquisadores. Muitos
desses microrganismos sao simbiontes e contribuem para o desenvolvimento do inseto,
atuando em seus processos metabolicos e colaborando para uma eficiente transformacao
de macromoléculas a nutrientes essenciais. Um aspecto que vem ganhando destaque é
que a microbiota simbionte de insetos, excreta no seu trato intestinal enzimas digestivas,
as quais podem atuar auxiliando na sua digestdo proteica e também na desintoxicacdo
de compostos de defesa de plantas. Estratégias de controle de insetos-pragas baseadas
no uso de inibidores de proteases vém se mostrando como uma alternativa viavel.
Entretanto o conhecimento das enzimas digestivas presentes no trato intestinal de
insetos tem se mostrado fundamental para o sucesso dessa estratégia. Estudos com a
lagarta da soja verificaram a existéncia e a contribuicdo da microbiota intestinal na
bioquimica e fisiologia deste inseto. Foram verificadas, que além das proteases
produzidas pelas proprias células de A. gemmatalis, existem tambeém proteases que sdo
sintetizadas e excretadas por microrganismos presentes no seu trato intestinal e que
estas influenciam no desenvolvimento larval do inseto. Neste sentido, este trabalho
realizou a purificagdo das serino-proteases produzidas pelas bactérias Bacillus cereus,
Staphylococcus xylosus, Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum isoladas do
trato intestinal de A. gemmatalis. O processo de purificacdo das enzimas bacterianas foi
realizado em cromatografia de afinidade (p-aminobenzamidina). As massas moleculares
estimadas das enzimas foram de aproximadamente 25 kDa (SDS-PAGE). As enzimas
apresentaram maior atividade em temperatura a 40°C e em pH 7,5 para B. cereus, pH
10,0 para E.munditti, e pH 8,5 para S.xylosus e E.galinarum. Os ions célcio ndo
afetaram a atividade enzimatica nas concentracdes testadas. Os valores de Ky, da serino
protease de E. gallinarum, B. cereus, S. xylosus e E. mundtii foram de 0,35mM, 0,18
mM, 0,21 mM e 0,22 mM, respectivamente. As enzimas foram sensiveis a inibicdo por
inibidores tipicos de serino-proteases e tripsina, como Aprotinina, Berenil e SKTI. Suas
atividades ndo foram alteradas pelos inibidores TPCK de quimiotripsina, Pepistatina A
de aspartil-proteases, E-64 de cisteino-proteases e EDTA de metalo-proteases. Esses
resultados demonstram que as bactérias sintetizam e excretam no limen intestinal de A.
gemmatalis enzimas tripsinas-like, com caracteristicas semelhantes as produzidas pelo
préprio inseto. Esses resultados tém implicacdo no desenvolvimento de estratégias

sustentaveis de controle desta praga que objetivam o uso de inibidores de proteases,
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atuando via sistema digestivo. O conhecimento das moléculas-alvo dos inibidores, as
proteases digestivas tanto do inseto como da sua microbiota associada, permite que
inibidores de proteases mais especificos e mais potentes sejam selecionados ou
desenvolvidos, tornando essa estratégia de controle mais eficiente na reducdo da
populagéo dos insetos-pragas.

PALAVRAS-CHAVE: microbiota simbionte, digestéo de insetos, proteases, lagarta da

soja
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1. INTRODUCAO

O intestino de insetos é habitado por uma grande variedade de microorganimos
como resultado da sua exposicdo continua ao ambiente externo (STEINHAUS, 1960).
Muitos desses microorganismos sao simbiontes e estdo envolvidos em vérias funcbes
fisiolbégicas e ecoldgicas, contribuindo para reprodugdo de insetos, nutricdo,
producdo  de  feromonio, degradacdo  de  pesticidas, desintoxicacéo
de aleloquimicos de plantas e exclusdo competitiva ( DILLON & DILLON, 2004;
DOUGLAS, 2009; LUNDGREN & LEHMAN; 2010; SHIND et al., 2012).

Microrganismos simbiontes contribuem com as complexas vias biogquimicas,
ajudando no metabolismo do seu hospedeiro. Essas relagfes simbidticas ajudam a
definir o perfil metabdlico do inseto, contribuindo para uma eficiente transformacao de
macromoléculas a nutrientes essenciais (BRENNAN et al., 2004). Além disso, as
bacterias intestinais aumentam a sobrevivéncia do inseto hospedeiro, melhorando a
eficiéncia da digestdo e fornecendo enzimas digestivas ou vitaminas (DILLON &
DILLON, 2004; DOUGLAS, 2009; SHIND et al., 2012). Os microrganismos tambem
possuem propriedades metabolicas que estdo ausentes nos insetos, auxiliando
diretamente no seu desenvolvimento. Esses microorganismos, sdo denominados de
“microrganismos corretores”, pois capacitam insetos fitofagos a superar barreiras
bioguimicas como, por exemplo, a adaptacdo dos insetos a inibidores de proteases
produzido pelas plantas como forma de defesa (DOUGLAS, 2009).

A diversidade de microorganismos e o papel da flora bacteriana presente no
sistema digestivo de insetos da ordem Lepidoptera, os quais incluem algumas das
pragas agricolas e florestais mais prejudiciais do mundo, estdo ganhando atencdo. As
enzimas digestivas de alguns desses insetos podem ser derivadas da microbiota
intestinal, a qual auxilia na digestdo proteica do hospedeiro e também na
desintoxicacdo de metobolitos secundarios de plantas ( TERRA et al, 1996;
DOUGLAS, 2009).

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada
uma das piores pragas da cultura da soja na América do Norte e do Sul (VIANNA et al.,
2011). Apesar do fato de que a soja possuir inibidores de protease induziveis como um
mecanismo de defesa contra A. gemmatalis, é comprovado que estes insetos conseguem
contornar os efeitos deletérios provocados por esses compostos produzidos pelas plantas

e também por inibidores sintéticos adicionados a sua dieta através do aumento da
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sintese enzimatica, tanto da classe que estd sendo inibida como de outras classes, na
tentativa de bular esse efeito inibitorio (PILON et al., 2006; PILON et al., 2009;
MOREIRA etal., 2011; MENDONCA et al, 2011; MENDONCA et al, 2012).

Mesmo com 0s mecanismos adaptativos do inseto, o desenvolvimento de
potentes inibidores organicos, peptideos ou peptideos miméticos para serem utilizados
na defesa da planta como controle contra pragas agricolas ou entdo para producéo de
plantas transgénicas resistentes a insetos-praga é uma estratégia promissora (FERRY et
al., 2006; PILON, 2008; ZHANG et al., 2010a; JAMAL et al., 2012). Entretanto, para
garantir o sucesso dessa estratégia deve-se conhecer todas as proteases presentes no
trato intestinal do inseto, as quais estdo envolvidas no seu processo digestivo e
adaptativo. Dessa forma, deve ser considerada a fisiologia do inseto e as interagdes com
0 ambiente ao qual ele esta inserido, levando em consideracdo a contribuicdo da
microbiota associada ao seu trato digestivo, a bioquimica da sua digestdo e o
conhecimento do sistema de proteases produzidas pelo inseto e/ou pela microbiota
associada (SRINIVASAN et al., 2006; PILON, 2008; VISOTTO et al., 2009a, b;
DOUGLAS, 2009).

Varios estudos de caracterizacdo bioquimica e cinética das proteases digestivas
com Anticarsia gemmatalis, foram realizados (OLIVEIRA et al., 2005, XAVIER et al.,
2005, REIS, 2009; MENDONCA et al, 2011; MENDONCGCA et al, 2012), efeitos de
inibidores de proteases no desenvolvimento larval, na digestibiliadade proteica e na
atividade enzimatica das proteases digestivas presente no trato intestinal do inseto
(PILON et al., 2006; PILON et al., 2009; MOREIRA et al., 2011). Recentes estudos
sobre a existéncia e a contribuicdo da microbiota intestinal na bioquimica e fisiologia de
A. gemmatalis foram realizados. Verificou-se que além das proteases produzidas pelas
proprias células de A. gemmatalis, ha também proteases que sdo sintetizadas por
microrganismos presentes no trato intestinal desse inseto e que estas influenciam o seu
desenvolvimento (MENDONCA et al. 2009, VISOTTO et al., 2009 a, b). PILON
(2008) realizou caracteriza¢cdes bioquimica e cinético enzimaticas das serino e cisteino
proteases presentes nos extratos brutos das proteases produzidas pelas bactérias isoladas
do trato intestinal da lagarta, onde foi observado que as caracteristicas das proteases
bacterianas se assemelharam com as proteases produzidas pelo proprio inseto. Nesse
sentido evidenciou-se que a microbiota de A. gemmatalis assume um papel importante
no processo de interacdo planta-inseto. Possivelmente, auxiliando na digestdo proteica
do inseto e também podem estar atuando na desintoxicacao de inibidores de proteases

produzidos pelas plantas contra o ataque dos insetos.
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Neste contexto o presente trabalho purificou as serino- proteases produzidas
pelas bactérias Bacillus cereus, Staphylococcus xylosus, Enterococcus mundtii e
Enterococcus gallinarum isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis com objetivo de
caracterizar bioquimicamente e cineticamente essas proteases na forma pura, para
posterior esclarecimento do ponto de vista da estrutura/funcédo dessas macromoléculas
frente a inibidores de proteases auxiliando. Esses resultados contribuirdo para uma
melhor compreensdo dos centros ativos e 0s mecanismos de agao proteases na interacao

multitrofica, planta-inseto-microorganismos.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo e condicdes da cultura

As bactérias Bacillus cereus, Staphylococcus xylosus, Enterococcus munditti e
Enterococcus gallinarum, utilizadas neste estudo foram isoladas do intestino de
Anticarsia gemmatalis por VISOTTO et al, (2009b).

Para a producdo das proteases foi utilizado o meio de cultura infusdo cérebro
coracdo (BHI) acrescido de 0,1% de soro albumina bovina (BSA) de acordo com
PILON, 2008. Inicialmente foi preparado pré-inoculos contendo 25 mL do meio de
cultura BHI e inoculados com as bactérias mantidas a -80°C. O pré-inoculo foi mantido
em um agitador a 200 rpm e temperatura de 37°C. Uma aliquota de 1 mL do pré-inoculo
de cada cultura bacteriana foi retirado a uma densidade otica a 600nm igual 0,2 e
colocado em novos meio de cultura individualmente para realizacdo da curva de
crescimento e leitura da atividade enzimatica durante o processo. Os inoculos foram
incubados em um agitador a 200 rpm mantidos a temperatura de 37°C por 24 horas. Os
experimentos foram realizados com trés repeticGes, sendo cada uma delas constituida
por 50 mL de meio de cultura em erlenmeyer de 250 mL. Durante 0 processo em
determinados intervalos de tempo de 2 em 2 horas foram retiradas aliquotas de 1 mL
para medida da densidade Otica a 600 nm, medida da quantidade de proteina e dosagem

da atividade da enzima nos filtrados das culturas.

2.2. Obtencdo dos extratos enzimaticos de bactérias isoladas do trato
intestinal de larvas de A. gemmatalis

Para obtencdo do extrato enzimatico, 1 mL do pré-inoculo de cada cultura
bacteriana foi retirado a uma densidade otica a 600nm igual 0,2 e inoculadas
individualmente em 200 mL em erlenmeyer de 1L do meio de cultura BHI acrescido de
0,1% de BSA e mantidas a 37°C, a 200 rpm, durante 4 horas para E. munditti e S.
xylosus e 6 horas para B. cereu e E. galinarum. Os indculos foram centrifugados a
10.000 rpm por 20 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes contendo os extratos enzimaticos
foram retirados e concentrados por ultrafiltracdo em um dispositivo Amicon Ultra-15
com membrana porosa de limite molecular de 3 kDa (Millipore®) e conservado a -20°C

para uso posterior como fonte de enzima para purificacéo.
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2.3. Determinacdo de proteina

O teor proteico das amostras analisadas nas diversas etapas da purificagéo foi
determinado pelo método de BRADFORD (1976) utilizando BSA na faixa de
concentracdo de 0-0,2mg/mL como padréo.

2.4 Ensaios enzimaticos

As atividades das serino-proteases foram determinadas utilizando-se 0 método
de ERLANGER et al, (1961). Foi utilizado tamp&o Tris-HCI 0,1M, pH 8,2 e o substrato
cromogénico L-BApNA 1,2 mM. As velocidades iniciais foram determinadas pela
formacdo do produto p-nitroanilida, pela medida da absor¢do a 410nm em funcéo do
tempo (2,5min). Os calculos foram realizados considerando o coeficiente de extin¢éo
molar especifico de 8800 M*cm™ para o produto. Os experimentos foram realizados em
triplicatas.

2.5. Purificagdo enzimatica

2.5.1. Precipitacao por sulfato de amonio

Os sobrenadantes dos extratos enzimaticos como descritos no item 2.2 foram
submetidos a precipitacdo com sulfato de aménio (NH,4),SO, até 0-70% de saturacdo. O
experimento foi conduzido sob condicGes de refrigeracdo e agitacdo. A quantidade de
sulfato de aménio necessaria para atingir esta faixa de saturacéo foi calculada com base
no volume de sobrenadante do cultivo sujeito a precipitacdo segundo SCOPES (1994).
ApoOs a adicdo da quantidade de sulfato de amonio adequada para a etapa de
precipitacdo, a suspensao formada foi mantida por 1 hora sob agitacdo e, apds, mais 1
hora em repouso sob refrigeracdo. Apos este tempo, os extratos foram centrifugados a
12000 rpm por 60 minutos a 4°C recolhendo-se em seguida os precipitados. Os
precipitados foram solubilizados em 10mM de tris-HCI pH 7,5 e dialisados overnight
contra 0 mesmo tampao a 4°C, utilizando-se membranas com poros de limite molecular
de 3 kDa. Apos este periodo foi realizada uma centrifugacdo de 33000 rpm por 60
minutos a 4°C, para remocdo de impurezas. Os sobrenadantes foram retirados e

armazenado a -20°.

2.4.2. Cromatografia de afinidade
O sobrenadantes obtidos como descritos no item 2.5.1 foram submetidos a

cromatografia de afinidade, em uma coluna de p-aminobenzamidina agarose (2,5 mL)
78



(Sigma®) equilibrada com tampao Tris -HCI 0,05M, pH 7,5, NaCl 0,5M. A eluicédo das
proteinas foi realizada com tampéo glicina 0,05M, pH 3,0, com fluxo continuo de 1
mL/min e coletadas em fracGes de 1,5mL. As fracdes eluidas foram monitoradas pela
determinagédo da Absygo € a determinacdo da atividade tripsina-like utilizando L-BApNA
como substrato. As fragOes correspondentes ao pico de eluicdo foram reunidas e

conservadas a -20°C para uso posterior nos ensaios de caracterizacdo enzimatica.

2.5 Eletroforese

2.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicdes desnaturantes
(SDS-PAGE)

Apods cada etapa de purificacdo a eletroforese foi realizada com as amostras
utilizando-se 0 método descrito por LAEMMLI (1970) com gel de poliacrilamida
12,0% na presencga de SDS (0,1%). O experimento foi feito com voltagem constante de
100 V por 1h e 20min, a temperatura ambiente. A revelacdo dos géis foi feita com
nitrato de prata, conforme procedimento descrito por BLUM et al., (1987). Apds a
corrida eletroforética, os géis foram fixados em 100 mL de solugéo, contendo metanol,
acido acético glacial e agua, na proporc¢éo de 50:12: 38 em volume, por no minimo 2 h,
seguido de 3 lavagens de 10 min cada, com solucédo de etanol 50 %. A seguir, 0s géis
foram lavados por 1 min em solucdo de tiossulfato de sdédio 0,02 % (p/v).
Posteriormente, os géis foram rapidamente lavados com agua destilada e incubados por
15 min em solucdo de nitrato de prata 0,2 % (p/v), contendo 37 pL de formaldeido 37 %
(v/v). Apbs serem lavados por 3 vezes de 20 segundos com &gua destilada, os géis
foram tratados com a solucéo reveladora (carbonato de sédio 4 %, contendo 2 mL de
solucdo de tiossulfato de sddio 0,02 % e 50 pL de formaldeido 37 %), até a visualizacao

das bandas proteicas. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de acido acético.
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2.7. Caracterizacao enzimética

2.7.1 Efeito do pH

Os perfis de pH foram determinados utilizando-se 0s seguintes sistemas-tampé&o
(Tabela 1), na concentracéo de 0,1 M:

Tabelal: Sistemas-tampé&o utilizado na avaliagdo da atividade de proteases produzidas
por bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis

Tampéo Faixa tamponante
Acido citrico/Fosfato dissodico 3,0-6,5
Tris- Hidrocloreto 7,0-8,5
Glicina / Hidréxido de sodio 9,5-10,5
Fosfato dissédico / Hidréxido de sodio 11,0

A atividade da enzima foi determinada misturando-se 50 pL do extrato
enzimatico, 250 pL da solucdo de L-BApNA 1,2 mM e 250 pL de tampéo
correspondente ao pH desejado. A atividade enzimatica foi realizada de acordo com o

item 2.5. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.7.2 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi determinado a 10, 20,
25, 30, 35, 40, 45 e 50°C utilizando-se um espectrofotometro com sistema de
temperatura controlada para que as solucGes alcancassem as respectivas temperaturas,
através do acoplamento deste com um banho maria. As solugdes (tampdo, amostra,
substrato) foram pré-incubadas por 5 minutos em cada temperatura em banho-maria. A
reacdo foi iniciada pela adi¢do do substrato e a atividade determinada como descrito no
item 2.5, ja com o tampdo de melhor atividade determinado no item 2.7.1 para cada

enzima bacteriana. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.7.3 Efeito da concentracao de ions calcio

As proteases bacterianas foram analisadas em relacdo ao efeito da concentracao
de ions célcio em suas atividades utilizando-se o substrato L-BApNA, como descrito no
item 2.5, em concentracdes de CaCl, variando de 5 a 30 mM, utilizando as temperaturas
e os tampdes de melhor atividade, obtidas nos itens 2.7.1 e 2.7.2 respectivamente. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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2.7.4 Determinagéo da Ky e Vmax

A determinacdo dos parametros cinéticos Ky e Vmax foram realizadas nos
tampdes e nas temperaturas de melhores atividades obtidas nos itens 2.7.1 e 2.7.2
respectivamente, utilizando o substrato L-BApNA na faixa de concentracdo variando de
0,05 a 2,0 mM. A atividade enzimatica foi realizada de acordo com o item 2.5. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Os parametros cinéticos, no estado
estacionario, foram obtidos por meio de regressdo ndo-linear, empregando-se o

programa de computacdo Sigma Plot.

2.7.5. Avaliagéo do efeito de inibidores

No estudo do efeito de modificadores quimicos sobre a atividade dos extratos
proteicos bacterianos foi utilizado L-BApNA na concentracdo final de 0,5 mM em
temperaturas e tampdes de melhor atividade obtidos nos itens 2.7.1 e 2.7.2 na presenga
de: EDTA (0 — 100 mM) - inibidor de metalo proteases e de proteases ativadas por
metais por ser quelante de Ca*? e outros metais divalentes, Pepstatina A (0,005 - 10pM)
— inibidor de aspartil-protease, E-64 (1 - 100uM) — inibidor irreversivel de cisteino-
protease, Aprotinina (0,5 - 4,0 uM) — inibidor de serino proteases, com excecao de
trombina e Fator X,, TPCK (10 a 100 uM)-um inibidor irreversivel de serino- proteases
tipo quimiotripsina, Berenil (10- 40 uM)- -inibidor sintético parcialmente competitivo
parabdlico da tripsina, também avaliado o efeito do inibidor proteico da soja, SKTI (0,1
-1 uM).

Os extratos passaram por um periodo de pré-incubacdo de cinco minutos com
cada inibidor. Posteriormente, foram adicionados o substrato L-BApNA, e as atividades
amidasica foram analisadas como descrito no item 2.5. Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfis do crescimento bacteriano e da atividade das proteases
produzidas pelas bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis.

O perfil do crescimento de Bacillus cereus, Staphylococcus xylosus,
Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum, isolados do trato intestinal de A.
gemmatalis e da atividade das proteases produzidas por esses microrganismos em
funcdo do tempo foram observados (Figura 1). De acordo com a Figura 1, observamos
que o crescimento foi iniciado imediatamente apds a incubagdo das bactérias com o
meio de cultura. O mesmo foi observado para as secrecOes das proteases produzidas por
todas as bactérias. O crescimento exponencial dos microrganismos foi observado por
um periodo de tempo relativamente curto, em torno de 4 horas para B. cereus e E.
munditti, e 6 horas para E. galinarum e S. Xylosus. A partir destes tempos, a velocidade
do crescimento foi reduzida e as culturas entraram na fase estacionaria.

A producdo enzimatica foi crescente na fase exponencial e inicio da fase
estacionaria de crescimento. A atividade maxima das proteases foi alcangada apos 4
horas de incubacdo E. munditti e S. xylosus e ap0s 6 horas para B. cereus e E.
galinarum, quando o crescimento ja havia sido cessado e a cultura se encontrava na fase
estacionaria. Durante a fase estacionaria quando as culturas ja haviam alcancado a
méaxima produtividade enzimatica, a atividade das proteases foi reduzida, o que sugere
que a producdo da enzima esta associada ao crescimento e que foi produzida quando as
culturas estavam metabolicamente ativas.

De acordo com esses resultados foram entdo utilizados os tempos de maxima
atividade das proteases bacterinas, 4 horas para E. munditti e S. xylosus e 6 horas para B.
cereu e E. galinarum, para a obtencéo dos extratos enzimaticos que foram no utilizados

no processo de purificacao.
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3.2 PurificagBes das serino-proteases produzidas por bactérias isoladas do

trato intestinal de A. gemmatalis

As serino-proteases de B. cereus, E. mundtii, S. xylosus e E. gallinarum isoladas

do trato intestinal de A. gemmatalis foram obtidas a partir dos extratos enziméticos

concentrados ap6s cromatografia de afinidade em coluna p-aminobenzamidina agarose

(SIGMA®). As fracdes eluidas foram monitoradas pela determinacdo da Abs,gy €

determinacdo da atividade amidasica utilizando L-BApNA. O perfil cromatogréfico

para cada uma das bactérias foi obtido como apresentado na Figura 2.
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Figura 2: Perfil cromatografico de serino proteases produzidas por bactérias isoladas do
trato intestinal de A. gemmatalis em p-aminobenzamidina, equilibrada com tampéo
Tris- HCI pH 8,5 0,1M e eluidas com tampédo glicina 0,1M pH 3,0. € Absorvancia
(280nm) @ Atividade amidasica (LM/s).
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A coluna escolhida possue um ligante a benzamidina, um potente inibidor
competitivo de tripsina-like que ocupa o subsitio S1 da enzima, ou seja, 0 sitio de
especificidade (MARES-GUIA et al., 1981). Quando presente no meio de reacdo em
baixas concentracBes posiciona-se no sitio de especificidade, da tripsina onde é
estabilizada por interacdes hidrofébicas no bolso hidrofobico e por interacdo
eletrostética entre seu grupamento amidina e um residuo carboxila pertencente a um
acido aspartico presente na porcdo do fundo do bolso do sitio S1. (MARES-GUIA &
SHAW, 1965, MARES-GUIA et al., 1981, OLIVEIRA et al. 1993).

Para todas as proteases bacterianas foram observados a eluicdo de um pico
proteico apOs lavagem exaustiva com tampdo de equilibrio. Este primeiro pico
correspondente as proteinas que ndo possuem afinidade pela p-aminobenzamidina e ndo
possuem a capacidade de hidrolisar eficientemente o substrato L-BApNA.

Foi observado também um segundo pico proteico menor durante a passagem do
tampao de eluicdo, glicina, correspondente a elui¢do de proteinas com capacidade de se
ligar a p-aminobenzamidina e com capacidade proteolitica significativa frente ao
substrato L-BApNA. Esses dados sdo compativeis com o esperado, considerando que as
serino-proteases sdo capazes de hidrolisar o substrato L-BApNA. Este substrato
mimetiza a ligacdo peptidica, enquanto que a p-aminobenzamidina mimetiza este
substrato, ocupando o sitio S; de tripsina-like. A coluna de p-aminobenzamidina
agarose € especifica para a purificacdo ou remocéo de tripsinas, desse modo € possivel
sugerir que as serino-proteases bacterinas purificadas devem se tratar de enzimas
pertencentes ao grupo das tripsina-like.

As amostras eluidas que apresentaram atividade relativamente alta foram
reunidas e armazenadas a -20°C para analises posteriores.

Os rendimentos das purificacdes foram iguais a 73,73% para Bacillus cereus,
68,92% para Enterococcus galinarum, 65,19% para Enterococcus munditti e 67,49%
para Staphylococcus xylosis. A purificacdo realizada para as serino proteases produzidas
pelo B.cereus apresentou maior fator de purificacdo devido a maior recuperacdo da
enzima no final do processo em relacdo as outras enzimas bacterianas, como

apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2- Etapas de purificacdo das serino-proteases produzidas por bactérias isoladas do trato intestinal de Anticarsia gemmatalis

Etapas de purificacao Bactéria Proteina Atividade Atividade Fator de Rendimento
total total® especifica® purificacdo (%)
(mg) (HM.s™) (UM.5™/mg) (X)
Extrato bruto 2,03 0,16 0,08 1,00 100,00
Precipitacdo
(Sulfato de aménio) Bacilus cereus 0,16 0,14 0,87 10,87 87,50
Afinidade
(p-aminobenzamidina
agarose) 0,01 0,10 12,52 155,65 71,43
Extrato bruto 2,16 0,16 0,07 1,00 100,00
Precipitacao
(Sulfato de aménio) Enterococcus munditti 0,22 0,15 0,69 9,50 93,75
Afinidade
(p-aminobenzamidina
agarose) 0,01 0,10 10,20 140,36 66,67
Extrato bruto 1,99 0,16 0,08 1,00 100,00
Precipitacao
(Sulfato de aménio) Staphylococcus xylosus 0,21 0,14 0,69 8,57 87,50
Afinidade
(p-aminobenzamidina
agarose) 0,01 0,10 12,26 152,63 71,43
Extrato bruto 2,30 0,17 0,07 1,00 100,00
Precipitacao Enterococccus
(Sulfato de aménio) galinarum 0,22 0,14 0,61 8,47 82,35
Afinidade
(p-aminobenzamidina
agarose) 0,01 0,09 10,37 143,62 64,29

#Substrato usado: L-BApNA
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Amostras do pool das enzimas purificadas e dos extratos brutos foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% sob condicGes desnaturantes (SDS-
PAGE). O perfil da migracdo das proteinas estd representado na Figura 3. A
cromatografia em coluna de afinidade se mostrou eficiente na separacdo das serino-
proteases dos extratos brutos bacterianos, apresentando apenas uma banda nas canaletas
referentes as amostras purificadas. E visualizado nas colunas 3, 5, 7 e 9 bandas com
aproximadamente 25 kDa quando comparado com o marcador molecular utilizado. Essa
massa é semelhante com a massa de tripsinas sollveis e insoliveis purificadas do trato
intestinal A. gemmatalis, que foi de 24,9 kDa (REIS, 2009). Esse resultado ja era
esperado tendo em vista que as bactérias estudadas provavelmente produzem e secretam

essas proteases no trato intestinal do inseto hospedeiro auxiliando na sua digestéo.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
116
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35
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Figura 3: Perfil eletroforético em SDS-PAGE (12 %) das serino proteases produzidas
pela microbiota isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis. 1- marcadores de massa
molecular(Fermentas®) ; 2-extrato bruto de B. cereus; 3- fracdo enzimatica pos
cromatografia de afinidade (p-aminobenzamidina agarose) de serino proteases de B.
cereus; 4-. extrato bruto de E. munditti 5- fracdo enzimatica po6s cromatografia de
afinidade (p-aminobenzamidina agarose) de serino proteases de E. munditti 6- extrato
bruto de E. galinarum 7- fragdo enzimética pOs cromatografia de afinidade (p-
aminobenzamidina agarose) de serino proteases de E. gallinarum; 8- extrato bruto de S.
xylosus; 9- fragdo enzimatica pos cromatografia de afinidade (p-aminobenzamidina
agarose) de serino proteases de S. xylosus. .
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3.3. Caracterizacao Enzimatica

3.3.1 Efeito do pH

Os perfis de melhor atividade de serino proteases dos extratos enzimaticos
bacterianos da microbiota de A. gemmatalis frente o substrato L-BApNa apresentaram
valores variados, sendo de pH 7,0 para B. cereus, pH 9,5 para E.munditti, e pH 8,5 para
S.xylosus e E.galinarum (Figura 4). De acordo com RAO et al. (1998), as serino-
proteases sdo geralmente ativas em pH neutro e alcalino, com um pH 6timo entre 7,0 e
11,0. Portanto os valores aqui encontrados para serino proteases bacterianas com picos
de atividade entre pH 7,5 e pH 10,0, encontram-se na faixa descrita pela literatura para

serino-proteases.
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Figura 4: Efeito do pH sobre a atividade de serino proteases produzidas pela microbiota
isolada do trato intestinal de A. gemmatalis. Cada ponto representa a média de trés
determinacgdes. As barras verticais representam o desvio padrdo da média.

PILON (2008) verificou a presenca de dois picos de melhor atividade para as

serino-proteases do extrato bruto produzido pela microbiota de A. gemmatalis, 0 que
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ndo foi verificado nos ensaios para amostras purificadas no presente estudo. Para as
nossas amostras foi observada uma faixa de atividade amidasica onde a enzima pode
manter 25% da sua atividade, em torno do pico de melhor atividade (Figura 4). Esta
diferenca de acdo se deve provavelmente a presenca de isoformas da enzima no extrato
bruto e que sdo eliminadas no processo de purificaco.

Os valores de pH e melhor atividade de tripsinas-like obtidas do trato intestinal
de A. gemmatalis frente o substrato L-BApNA, foram de pH 8,5 para as enzimas
parcialmente purificadas (OLIVEIRA, et. al. 2005) e pH 9,0 para as totalmente
purificadas (REIS, 2009). Esses valores sugerem que as proteases utilizadas na digestdo
proteica deste inseto precisam de um ambiente alcalino para atuar de forma otimizada.
Assim a presenca de uma flora bacteriana produtora de proteases com elevada atividade
em pH alcalino deve ser de extrema importancia para digestdo proteolitica do inseto
hospedeiro. Em especial se as proteass produzidas pelas células pelo inseto estiverem

inibidas.

3.3.2 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura das enzimas bacterianas isoladas do trato intestinal de A.
gemmatalis sobre o substrato L-BApNA, apresentaram melhor atividade a 40°C, para
todas as proteases bacterianas, e mantiveram uma atividade relativamente alta entre as
faixas de temperatura 25 — 40°C (Figura 5). Valores acima desta faixa provocaram
diminuicdo da atividade enzimatica, possivelmente causada pela desnaturacdo da
estrutura proteica (NELSON & COX, 2007).

Como verificado para os valores de pH, PILON (2008) também verificou a
presenca de dois picos de melhor atividade para as serino proteases do extrato bruto
produzido pela microbiota de A. gemmatalis em relacdo a temperatura, o que nao foi
verificado no presente estudo para as proteases purificadas. Novamente este fato deve
ter ocorrido pela eliminacdo de diferentes formas da enzima através do processo de
purificacdo. Verifica-se assim que a caracterizacdo da enzima na forma pura é de
extrema importancia para o entendimento da relacdo estrutura/funcdo dessas
macromoléculas, auxiliando na compreensdo dos centros ativos para o desenvolvimento

de inibidores de proteases.
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Figura 5: Efeito da temperatura sobre a atividade de serino proteases produzidas pela
microbiota isolada do trato intestinal de A. gemmatalis. Cada ponto representa a média
de trés determinac@es. As barras verticais representam o desvio padréo da média.

OLIVEIRA et al. (2005) trabalhando com amostras de serino proteases
parcialmente purificadas, de Anticarsia gemmatalis, observaram temperatura Otima
frente o substrato L-BApNA de 35°C. O mesmo foi relatado por REIS (2009) para as
serino proteases purificadas do trato intestinal de A. gemmatalis. Esses resultados sdo
semelhantes aos observados no presente trabalho, constatando-se assim a semelhanca
cinética entre as serino proteases da lagarta da soja e sua microbiota associada, mais
uma vez observamos uma correlacdo intrinseca entre a interacdo inseto-

microorganismo.

3.3.3 Efeito de ions calcio
As serino proteases bacterianas foram analisadas em relacdo ao efeito da
concentracdo de ions célcio variando de 5 a 30 mM de CaCl,. As atividades das

tripsinas produzidas por de B. cereus, S. xylosus, E. mundtii e E. gallinarum ndo foram
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afetadas pela presenca de ions calcio nas concentragdes testadas como apresentado na
Figura 6. De acordo com RAO et al. (1998), algumas proteases bacterianas néo

necessitam de ions bivalentes para atuar eficientemente.

(a)Bacilus cereus (b)Enterococcus munditti

a a el a a 312;0 _
= 12,0 - (3
E w100 - 9 a a a a
< 10,0 E‘
2 380
] 8,0 ]
s £ 60 -
6,0 - %
& 0
g 4,0 w
- e
= 2,0 -
2 20 g ,
< =
0;0 1 T T T T E 0-0 - T T
0 5 10 20 30 0 5 10 20 30
[Ca*] [Ca®*]
(c) stafilococcus xylosus (c)Enterococcus galinarum
12,0 - a a a
12,0 4 2 a a a a a a
W
= E 10,0
£ 10,0 - £
2 s
—
3 80 2 801
3 o
£ 60 T 60 -
2 40 v 40
L] ©
2 T
2 2,0 - 2 20
< <
0.-0 _ T T T 0’0 -
0 5 10 20 30 0 5 10 20 30
[ca?*] [ca®]

Figura 6: Efeito de ions célcio sobre a atividade serino proteases produzidas pela
microbiota isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA.
Valores seguidos pela mesma letra nas barras ndo diferem significativamente em nivel
de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo com o que foi apresentado por
REIS (2009), no qual os ions célcio ndo exerceram efeito sobre a atividade de serino
proteases purificadas a partir do trato intestinal de A. gemmatalis. Segundo o autor, 0
efeito de ions célcio na atividade e estabilidade de tripsinas de inseto ainda ndo é
conclusivo. Por outro lado, a importancia dos ions calcio foi relatada na atividade de

serino proteases sollveis parcialmente purificadas e proteases insolliveis de A.
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gemmatalis, como também nas serino proteases do extrato bruto excretado pela sua
microbiota associada (OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005; PILON, 2008).
Esses resultados sugerem que devem ocorrer a presenca de isoformas das
enzimas produzidas pelos insetos e por sua microbiota associada, que requerem ions
calcio para a sua estabilizacdo e outras isofomas que ndo necessitam do célcio como
cofatores de atividade. Esses cofatores provavelmente levam & mudanga na
conformacdo das moléculas de enzimas e melhoram o posicionando do centro ativo,
acarretando aumento da atividade. Assim ocorrendo a purificagdo dessas proteases, 0
meio reacional ficaria livre de isoformas que necessitam de cofatores como ions célcio

para ocorra 0 aumento da atividade enzimatica.

3.3.4 Constante de Michaelis-Menten (Kw) e velocidade méxima (Vmax)

A equacdo do modelo cinético proposto por Michaelis-Menten apresenta dois
parametros cinéticos, Ky e Vmax €ssenciais na caracterizacdo de uma determinada
enzima. Quando toda concentracdo de enzima, no meio de reacdo, esta sob a forma de
complexo [ES], entdo a cinética Michaeliana fornece o parametro Vmax. Portanto, Vmax
ndo é uma constante cinética, uma vez que depende da concentracdo de enzima pura e
da propria constante catalitica da enzima (Kc:). Entretanto, € um parametro cinético
importante, uma vez que a concentracdo de substrato na metade da Vmax fornece a
constante cinética Ky. O Ky € uma constante cinética que relaciona a velocidade
enzimatica com a concentracdo de substrato. Estabelece, portanto, um valor aproximado
para o nivel intracelular de substrato, ou seja, a concentracgéo fisioldgica de substrato. A
constante de Michaelis indica também uma “adequacidade” do substrato ao centro ativo
da enzima. Portanto, quanto menor o valor de Ky maior adaptacdo do substrato ao
centro ativo da enzima (OLIVEIRA et al., 1993).

O efeito da concentracdo do substrato na velocidade da reacdo catalisada pelas
serino proteases produzidas pela microbiota intestinal de A. gemmatalis foi determinado
utilizando-se o substrato sintético L-BApNA. Todas as serino proteases dos extratos
bacterianos analisados apresentaram graficos de Michaelis-Menten com curva
hiperbdlica, mostrando que essas enzimas seguem a cinética de Michaelis-Menten, na
faixa de concentracdo de L-BApNA avaliada. Os graficos com as serino proteases de B.
cereus, S. xylosus, E. mundtii e E. gallinarum estdo apresentados na Figura 7. Nessa
figura, encontra-se ainda inseridos os graficos de Lineweaver-Burk de cada enzima

bacteriana.
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Figura 7: Gréafico de Michaelis-Menten da atividade serino proteases das bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis, sobre o substrato L-
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Na Tabela 3 estdo apresentados os valores de Ky e Vimax Obtidos das serino
proteases excretadas por bactérias isoladas do trato intestinal de A. gemmatalis e das
serino proteases produzidas pelo proprio inseto, ambas purificadas e utilizando o
substrato L-BApNA para determinacdo dos parametros cinéticos .

Os valores de Ky da serino protease de E. gallinarum, B. cereus, S. xylosus e E.
mundtii foram de 0,35mM, 0,18 mM, 0,21 mM e 0,22 mM, respectivamente. Ainda
observando a Tabela 3 é possivel verificar que as serino proteases produzidas pela
microbiota de A. gemmatalis assemelham-se, na mesma ordem de grandeza, com 0s
valores descritos por Reis (2009) para as serino proteases tripsina-like purificadas de A.
gemmatalis (Ky=0,12 mM para L- BApNA). Esses resultados mostram uma adaptagéo
semelhante de L- BApNA pelo centro ativo das serino proteases produzidas pela
microbiota de A. gemmatalis e pelo proprio inseto.

Tabela3: Parametros cinéeticos das serino proteases excretadas por bactérias isoladas do
trato intestinal de A. gemmatalis e das serino proteases produzidas pelo proprio inseto

Espécie Substrato Kwm Vmax Referéncias

Bacillus cereus L-BApNA 0,18mM 120,72 nM.s* Presente trabalho
Staphylococcus xylosus  L-BApNA 0,21 mM 105,43 nM.s*  Presente trabalho
Enterococcus mundtii L-BApNA 0,22mM 117,89 nM.s® Presente trabalho
Enterococcus gallinarum  |_-BApNA 0,35 mM 116,79 nM.s? Presente trabalho
Anticarsia gemmatalis L-BApNA 0,12mM 540,00 nM.s™ REIS, 2009

O Ky € uma constante cinética caracteristica para uma determinada enzima, seu
valor numérico fornece um meio de comparacdo entre enzimas de diferentes organismos
ou de diferentes estagios de desenvolvimento.

Nesse sentido, os valores de Ky em conjunto com os fatores pH e temperatura e
0 efeito de ions célcio relatados anteriormente, mostram-se semelhantes entre as
proteases da microbiota de A. gemmatalis e as produzidas pelo proprio inseto. Assim
um mecanismo de controle da lagarta da soja utilizando-se inibidores de serino
proteases poderd ocorrer com um Unico tipo de inibidor, desde que potente para as
diferentes formas de enzimas presentes no processo digestivo deste inseto, ou seja, das
produzidas pela microbiota de A. gemmatlis e as produzias pelo préprio inseto, uma vez
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que parametros cinéticos sdo semelhantes para as diferentes formas de proteases

presentes no meio.

3.3.5 Avaliacdo do efeito de inibidores na atividade de serino proteases

bacterinas

3.3.5.1 Efeito de Aprotinina

A Aprotinina é um peptideo inibidor natural de serino competitivo protease,
sendo obtido de 6rgdos internos de bovinos, como péancreas, pulmdo e glandulas
parotidas, apresentando massa molecular de aproximadamente 6,5 kDa, capaz de inibir
as acOes da tripsina (LASKOWISKI E KATO, 1980).
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Figura 8: Efeito de Aprotinina sobre a atividade de serino proteases de bactérias
isoladas do trato intestinal de Anticarsia gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA.
Valores seguidos de mesma letra nas barras ndo diferem significativamente em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O efeito de Aprotinina frente as enzimas purificadas de B. cereus, S. xylosus, E.

mundtii e E. gallinarum associada ao trato intestinal de A. gemmatalis, causou uma
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queda significativa (p<0,05) em fungdo do aumento da concentracdo de Aprotinina para
todas as serino proteases bacterianas (Figura 8). Verificou-se que a concentragéo igual a
1 pM o inibidor Aprotinina foi capaz de agir eficientemente sobre mais de 50% da
atividade proteésica e a 1,5 uM, o inibidor foi capaz de agir com quase 100% de
eficacia sobre a atividade de todas as serino proteases produzidas pela microbiota
isolada do trato intestinal de A. gemmatalis. Resultados semelhantes foram relatadas
para serino proteases classificadas como tripsinas-like de A. gemmatalis frente o
inibidor Aprotinina (OLIVEIRA, et. al. 2005; XAVIER et. al., 2005; REIS, 2009).

Esses resultados sugerem que as serino proteases de B. cereus, S. xylosus, E.
mundtii e E. gallinarum isolodas do trato intestinal de A. gemmatalis devem tratar de
enzimas tripsina-lik,e uma vez que em presenca de um inibidor competitivo proteico de
serino-protease, capaz de inibir tripsinas, ocorreu queda na atividade amidasica de tais

proteases.

3.3.5.2 Efeito de Berenil

O berenil € um inibidor sintético parcialmente competitivo parabolico da tripsina
apresentando Ki de 1,79 uM (JUNQUEIRA et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1993). O
efeito de Berenil a frente as enzimas purificadas de B. cereus, S. xylosus, E. mundtii e E.
gallinarum associada ao trato intestinal de A. gemmatalis, foi capaz de inibir 50% da
atividade enzimatica quando a concentragdo do inibidor atingiu 20uM, de todas as

serino proteases bacterianas (Figura 9).
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Figura 9: Efeito de Berenil sobre a atividade de serino proteases de bactérias isoladas
do trato intestinal de Anticarsia gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA. Valores
seguidos de mesma letra nas barras ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Segundo MOREIRA et al. (2011) a adicdo de Berenil a dieta de A. gemmatalis
afetou significativamente todos os parametros relacionados ao consumo, utilizacdo do
alimento e caracteristicas fenotipicas do inseto.

Estes dados corroboram novamente a hipotese de que as enzimas purificadas
produzidas pela microbiota intestinal de A. gemmatalis sdo do tipo tripsinas-like, a qual

se assemelha a tripsina produzida pelo préprio inseto.

3.3.5.3 Efeito de TPCK

O TPCK ¢ o inibidor irreversivel de serino protease do tipo quimotripsina. A
porcdo fenilalanina que existe na estrutura do TPCK é ligada fortemente ao residuo de
Hiss; da triade catalitica da quimiotripsina, devido a sua grande especificidade para
residuos de aminoacidos aromaticos no centro ativo desta enzima (FARREL &
CAMPBELL, 2006).
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FiguralO: Efeito de TPCK sobre a atividade de serino proteases de bactérias isoladas
do trato intestinal de Anticarsia gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA. Valores
seguidos de mesma letra nas barras nao diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

De acordo com a Figura 10, o efeito de TPCK, sobre a atividade de serino
proteases de B. cereus, S. xylosus, E. mundtii e E. gallinarum ndo apresentou eficacia
sobre as concentragdes do inibidor analisadas. Nesse sentido conseguimos reforcar a
ideia de que as serino proteases bacterinas de A. gemmatalis podem ser classificadas
como tripsina-like, uma vez que elas ndo foram afetadas pelo inibidor de quimitripsina
TLCK. Reis (2009) encontraram resultados semelhantes aos verificados no presente
estudo para as serino proteases de A. gemmatalis 0 que os levaram inferir que essas
enzimas seriam classificadas como tripsinas-like.

Essas semelhangas reforcam a proposicdo de que deve ocorre uma interacdo
benéfica da microbiota simbionte de A. gemmatalis sobre a digestdo proteica do seu

inseto hospedeiro.
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3.3.5.4 Efeito de SKTI

O inibidor proteico de protease de planta, SKTI (inibidor de tripsina da soja, tipo
Kunitz (SONG & SUN, 1998)) também foi testado sobre as enzimas bacterinas. Foi
verificado que o SKTI inibiu as enzimas bacterianas de Bacillus cereus, Staphylococcus
xylosus, Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum isoladas do trato intestinal de
A. gemmatalis de forma efetiva (Figura 11). Reis (2009) verificou que o SKTI foi capaz
de inibir 80% a acédo de serino proteases purificadas e produzidas pelo trato intestinal de
A. gemmatalis.

A manipulagdo da expressdo enddgena de inibidores nas plantas de soja
objetivando defesa anti-herbivora pode ser alcancada. Entretanto, ensaios in vivo,
realizados através da incorporacdo destes inibidores na dieta devem ser previamente
realizados. Tem sido demonstrado que in vivo o efeito destes inibidores ndo corresponde
as expectativas quando comparado aos efeitos in vitro devido ao desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia pelos insetos (BROADWAY, 1995; JONGSMA et al., 1995;
BOWN et al., 1997). Desta forma, para que um inibidor de protease seja selecionado ou
projetado de maneira apropriada, objetivando a protecdo sustentavel de culturas, o
conhecimento da diversidade das proteases presentes no trato intestinal do inseto-alvo e
de como o perfil da expressdo dessas enzimas varia em resposta a presenca do inibidor
na dieta sdo ainda necessarios (TELANG et al., 2005; DIAZ-MENDONZA et al.,
2005).

Assim, é sugestivo que estudos gendmicos e/ou protedbmicos sobre a interacdo de
microorganismos-insetos sejam realizados concomitantemente com a suplementacédo de
inibidores de proteases na dieta do inseto, a fim de verificar como funciona a expressao
das proteases excretadas pelo microorganismos simbiontes frente a esses compostos que

sdo considerados toxicos ao inseto-hospedeiro.
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Figurall: Efeito de SKTI sobre a atividade de serino proteases de bactérias isoladas do
trato intestinal de Anticarsia gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA. Valores seguidos
de mesma letra nas barras ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

3.3.5.5 Efeito de Pepstatina A

A Pepstatina A inibe aspartil-proteases ja caracterizadas, tais como pepsina,
quimosina, catepsina D e renina. E um pentapeptideo secretado por espécies de
Streptomyces que contém dois residuos de estatina [(3S, 4S)-4-amino-3-hydroxy-6-
methylheptanoic acid] que se caracteriza por ser um aminoéacido raro (SALVESEN &
NAGASE, 2001).

O efeito de Pepstatina A sobre a atividade de serino proteases bacterianas frente
0 L-BApNA ndo diferiram (p>0,05) nas concentracfes analisadas sobre as atividades
amidasicas (Figura 12). O mesmo foi observado por FEDATTO et al. (2006), estudando
Xylella fastidiosa Portanto, os resultados obtidos ndo demostram presenca de aspartil

proteases nos extratos enzimaticos da microbiota de A. gemmatlis.
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Figura 12: Efeito de Pepstatina A sobre a atividade de serino proteases de bactérias
isoladas do trato intestinal de Anticarsia gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA.
Valores seguidos de mesma letra nas barras ndo diferem significativamente em nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

3.3.5.6 Efeito de E-64

Os peptideos epdxidos sdo um grupo de inibidores irreversiveis baseados no
composto E-64 isolado por HANADA et al. (1978) de um extrato de Aspergillus
japonicus. Este inibidor causa uma inibicdo irreversivel em cisteino proteases
pertencente as familias papaina e calpainas (HANADA et al., 1978; HASHIDA et al.,
1980; BARRETT et al., 1982; PARKES et al., 1985) A inibicdo de proteases da familia
da papaina por E-64 resulta da ocupacao de subsitios da enzima seguido por alquilacao
da cisteina da triade catalitica pelo grupo trans epoxido (SALVESEN & NAGASE,
2001).
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Figura 13: Efeito de E-64 sobre a atividade de serino proteases de bactérias isoladas do
trato intestinal de Anticarsia gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA. Valores seguidos
de mesma letra nas barras ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

O efeito de E-64 sobre a atividade sobre a atividade de serino proteases de B.
cereus, S. xylosus, E. mundtii e E. gallinarum frente o L-BApNA ndo diferiram (p>0,05)
nas concentracfes analisadas sobre as atividades amidasicas(Figura 13). E-64 também
ndo afetou a atividade de serino proteases de Bacillus mojavensis obtendo um valor de
100% de atividade quando adicionado 1 mM desse inibidor (BEG et al., 2003).
ZIBAEE et al. (2011) verificou que as tripsinas-like Naranga aenescens Moore
(Lepidoptera: Noctuidae) também ndo foram afetadas pelo inibidro E-64. Portanto, 0s
resultados obtidos ndo demostram presenca de cisteino proteases nos extratos

enzimaticos da microbiota de A. gemmatlis.

3.3.5.7 Efeito de EDTA
A Figura 14 apresenta o efeito da concentracdo de EDTA, inibidor de metalo

proteases e de proteases ativadas por metais por ser quelante de Ca*? e outros metais
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divalentes, na atividade das proteases bacterinas purificadas, sobre o L-BApNA. E
possivel observar que nao houve diferenca significativa (p>0,05) nas concentragdes
analisadas sobre as atividades amidasicas. PEREIRA et al.(2010) verificou que as serino
protease Monarch Butterfly (Danaus plexippus) (Lepidoptera: Noctuidae) também néo
foram afetadas pelo inibidor EDTA. Portanto, nossos resultados ndo demostram
presenca de metalo proteases nos extratos enzimaticos de Bacillus cereus,
Staphylococcus xylosus, Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum isoladas do
trato intestinal de A. gemmatalis.
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Figural4: Efeito de EDTA sobre a atividade de serino proteases de bactérias isoladas
do trato intestinal de Anticarsia gemmatalis, sobre o substrato L-BApNA. Valores
seguidos de mesma letra nas barras ndo diferem significativamente em nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

O conjunto de resultado desse trabalho mostra que bactérias isoladas do trato
intestinal de A. gemmatalis, sintetizam e excretam enzimas com atividade de tripsina-
like as quais apresentam caracteristicas bioquimicas e cinético-enzimaticas semelhantes
as produzidas pelo proprio inseto hospedeiro. Essas semelhangas provavelmente sdo
benéficas para a lagarta da soja, uma vez que sua microbiota associada parece fornecer
enzimas que podem atuar e um ambiente favordvel para suas atividades, o intestino do

inseto, auxiliando sua digestdo proteica e atuando na adaptacdo dos insetos aos
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inibidores da protease de plantas hospedeiras. Possivelmente durante uma ingestéo
cronica de inibidores de proteases por A. gemmatalis, apds bloqueio das proteases
produzidas pelo préprio inseto, 0s microoraganismos passem a produzir proteases com a
mesma eficiéncia catalitica, contribuindo assim como um mecanismo de defesa para o
inseto.

Assim, com as enzimas de A. gemmatalis e da sua microbiota associada,
purificadas e caracterizadas o proximo passo serd iniciar testes com tripeptideos
sintéticos e inibidores naturais de origem vegetal. Essas informaces em conjunto serdo
de extrema importancia, pois além de revelarem a diversidade estrutural dessas
proteases, elas fornecerdo a base para estudos de moléculas que serdo efetivas na
inibicdo dessas proteases. Estas moléculas conhecidas poderdo entdo ser utilizadas para
a producdo de potentes inibidores organicos, peptideos ou peptideos miméticos para
serem utilizados na defesa da planta, como controle contra pragas agricolas, ou entdo

para a producéo de plantas geneticamente modificadas resistentes a insetos praga.

104



4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA

BEG Q. K.; GUPTA R. Purification and characterization of an oxidation-stable, thiol-
dependent serine alkaline protease from Bacillus mojavensis. Enz. and Microb. Tech. v.
32, p. 294 — 304, 2003.

BOWN, D.P.; WILKINSON, H.S.; GATEHOUSE, J.A. Differentially regulated
inhibitor-sensitive and insensitive protease genes from the phytophagous insect pest,
Helicoverpa armigera, are members of complex multigene families. Insect
Biochemistry and Molecular Biology,v.27, p.625-638, 1997.

BLUM, H., BEIER, H., GROSS, H. Improved silver staining of plant proteins, RNA
and DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis, v.8, p. 93-99, 1987.

BROADWAY, R.M. Dietary regulation of serine proteinases that are resistant to serine
proteinase inhibitors. Journal of Insect Physiology, v.43, p.855-874, 1997.

DIAZ-MENDONZA, M.; ORTEGO, F.; LACOBA, M.G.; MAGANA, C.; de la POZA,
M.; FARINOS, G.P.; CASTNERA, P.; HERNANDEZ-CRESPO, P. Diversity of
trypsins in the Mediterranean corn borer Sesamia nonagroides (LepidOptera:
Noctuidae), revealed by nucleic acid sequences and enzyme purification. Insect
Biochem. Molec. Biol, v.35, p.1005-1020, 2005.

DILLON, R. J.; DILLON, V. M. The gut bacteria of insects: Nonpathogenic
interactions. Annu. Rev. Entomol. v. 49, p. 71-92, 2004.

DOUGLAS, A. E. The microbial dimension in insect nutritional ecology. Functional
Ecology , 23, 38-47-2009

ERLANGER, B.F.; KOKOWSKY, N.; COHEN, W. The preparation and properties of

two new chromogenic substrates of trypsin. Arch. of Biochem. and Bioph. v. 95, p. 271-
278, 1961.

105



FARRELL, SHAWN O.; CAMPBELL, MARY K. (2006). Biochemistry. Australia:
Thomson Brooks/Cole. p. 160

FEDATTO, L. M.; STENICO, M. E. S. ;ETCHEGARAY, A; PACHECO, F. T. H,;
RODRIGUES,J. L. M.; TSAI, S. M. Detection and characterization of protease secreted
by the plant pathogen Xylella fastidiosa. Microbiological Research 161:263-272,2006.

FERRY, N.; EDWARDS, M.G.; GATEHOUSE, J.A.; CAPELL, T.; CHRISTOU, P.&
GATEHOUSE, A.M.R. Transgenic plants for insect pest control: a forward
lookingscientific perspective. Transgenic Research, 15:13-19, 2006.

HIRAZAWA, N., UMEDA, N., HATANAKA, A., KURODA, A. Characterization of
serine proteases in the monogenean Neobenedenia girellae. Aquaculture 255 :188-195,
2006.

JONGSMA, M.A. & BOLTER, C. The adaptations of insects to plant proteinase
inhibitors. Journal of Insect Physiology. 43: 885-895, 1997.

JAOUADI, B., ELLOUZ-CHAABOUNI, S., RHIMI, M., BEJAR, S. Biochemical and
molecular characterization of a detergent-stable serine alkaline protease from Bacillus
pumilus CBS with high catalytic efficiency. Biochimie xx : 1-15, 2008.

JUNQUEIRA, R. G.; SILVA, E.; MARES-GUIA, M. Partial competitive parabolic
inhibition of bovine trypsin by bis-benzamidines: a general model for the trypsin-like
family of proteases. Braz. J. Med. Biol. Res., 25: 873-887, 1992.

LAEMMLI, U.K. Cleavage of structural protein during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v.227, p.680-685, 1970.

LASKOWSKI, J. M.; KATO, I. Protein inhibitor of proteinases. Ann. Rev. Biochem. v.
49, p. 593-626, 1980.

106



LUNDGREN, J.G.; LEHMAN, R.M. Bacterial gut symbionts contribute to seed
digestion in an omnivorous beetle PLoS ONE, 5 (5) p. e10831, 2010.

MARES-GUIA, M.; SHAW, E. Studies on the active center of trypsin. The binding of
amidines and guanidines as models of the substrateside chain. The Journal of Biological
Chemistry, v.240, p.1579-1585, 1965.

MARES-GUIA, M.; ROGANA, E.; AMORIN, A. F.; MAGALHAES-ROCHA, N. M.
Kinetic evidence for a two-state, hydrid model for the trypsin activation by modifiers. J.
Biol. Chem., 256: 1661-1668, 1981.

MENDONCA, E.G.,VISOTTO, L.E.,COSTA, N.C.S.,RIBEIRO, F.R.,DE OLIVEIRA,
J.A., de Almeida Oliveira, M.G. Enzymatic characterization of cysteine protease
isoforms of Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)[Caracterizacdo enzimatica de
isoformas de cisteino protease de Anticarsia gemmatalis (Hubner, 1818)], Ciencia e
Agrotecnologia VVolume 35, Issue 3, May 2011, Pages 446-454, 2011

MENDONCA, E. G.;». OLIVEIRA « M. G. A, VISOTTO, L. E., GUEDES, * R. N.
C.Midgut cysteine-proteinase activity in the velvetbean caterpillar (Anticarsia
gemmatalis (Hubner)) J Pest Sci 85:117-123, 2012

MOREIRA, L.F. ;CAMPOS, W.G.; RIBEIRO, F.R.; GUEDES, R.N.C.; Oliveira,
M.G.A. Survival and developmental impairment induced by the trypsin inhibitor bis-
benzamidine in the velvetbean caterpillar (Anticarsia gemmatalis)Crop Protection 30,
1285-1290, 2011.

NELSON, D.L. AND COX, M.M. (2007) Lehninger Principles of Biochemistry
(Worth, New York, ed. 4, 2007.

OLIVEIRA, M. G. A.; ROGANA, E.; ROSA, J. C.; REINHOLD, B. B.; ANDRADE,
M. H.; GREENE, L. J.; MARES-GUIA, M. Tyrosine 151 is parto f te substrate

activation binding site of bovine trypsin. J. Biol. Chem., 268: 26893-26903, 1993.

107


http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=54419750800&eid=2-s2.0-79958853066
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=34772100900&eid=2-s2.0-79958853066
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=54419804200&eid=2-s2.0-79958853066
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=47961379400&eid=2-s2.0-79958853066
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=37065809000&eid=2-s2.0-79958853066
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=37065809000&eid=2-s2.0-79958853066
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=35497229500&eid=2-s2.0-79958853066
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19200157040&origin=recordpage
http://www.scopus.com/source/sourceInfo.url?sourceId=19200157040&origin=recordpage

OLIVEIRA, M.G.A.,; SIMONE, S.G.; XAVIER, L.P.; GUEDES, R.N.C. Partial
purification and characterization of digestive trypsin-like proteases from the velvet bean
caterpillar, Anticarsia gemmatalis. Comparative Biochemistry and Physiology, v.140B,
p.369-380, 2005.

PEREIRA, D.A.; RAMOSA, M. V., SOUZA,D. P.;.PORTELA, T.C.L,. GUIMARAES,
JAMADEIRAA, CLEVERSON, S.V.F.,.FREITAS, D.T. Digestibility of defense
proteinsin latex of milk weeds by digestive protease sof Monarch butterflies, Danaus
plexippus L.: Apotential determinantof plant—herbivore interactions.plant Science,
V179, Issue 4, p. 348-355, outubro, 2010.

PILON, A. M.; OLIVEIRA, M. G. A. ; GUEDES, R. N. C. . Protein digestibility,
protease activity and post-embryonic development of the velvetbean caterpillar
Anticarsia gemmatalis) exposed to the trypsin-inhibitor benzamidine. Pesticide
Biochemistry and Physiology, v. 86, p. 23-29, 2006.

PILON, A. M. ; OLIVEIRA, M. G. A. ; PILON, F. M. ; GUEDES, R. N. C. ;
OLIVEIRA, J. A. ; FAZOLLO, A. . Adaptacéo da lagarta da soja Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepdoptera:Noctuidae) ao inibidor de protease benzamidina. Revista Ceres, V.
56, p. 744-748, 2009.

PILON, F.M. ; Propriedades bioquimicas e cinético-enzimaticas de serino e cisteino
proteases produzidas por bactérias isoladas do trato intestinal de Anticarsia
gemmatalis.Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica Agricola) — Universidade Federal de
Vicosa, Vicosa, MG,115 p,2008.

RAO, M.B.; APARNA, M.T.; GHATGE, M.S.; DESHPANDE, V.V. Molecular and
Biotechnological aspects of microbial proteases. Microbiology and Molecular Biology
Reviews. 62: 597-635, 1998.

SALVESEN, G.S.; NAGASE, H. Inhibition of proteolitic enzymes. In: BEYNON, R. &

BOND, J.S. Proteolitic Enzymes. Oxford: Oxford University Press, cap 5, p. 105-130,
2001.

108


http://lattes.cnpq.br/3029855503851279
http://lattes.cnpq.br/5590258147022413
http://lattes.cnpq.br/6603023474915208

SCOPES, R.K. Protein purification: principles and practice. 3. Ed. New York: Springer-
Verlag, 1994

SHINDE, A.A.; SHAIKH, F.K.; PADUL, M.V. ;KACHOLE, M.S. Bacillus subtillis
RTSBAG6 6.00, a new strain isolated from gut of Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) produces chymotrypsin-like proteases. Saudi Journal of Biological Sciences

XXX, XXX—XXX, 2012

SONG, H.K.; SUH, S.W. Kunitz-type soybean trypsin inhibitor revisited: refined
structure of its complex with porcine trypsin reveals an insight into the interaction
between a homologous inhibitor from Erythrina caffra and tissue-type plasminogen
activator. J. Mol.Biol., v. 275, p.347-363, 1998

SRINIVASAN, GIRI, A.P.; GUPTA, V.S. Structural and functional diversities in
lepidopteran serine proteases. Cellular & Molecular Biology Letters, v.11, p.132-154,
2006.

TELANG, M.A,; GIRI, A.P.; SAINANI, M.N.; GUPTA, V.S. Characterization of two
midgut proteinases of Helicoverpa armigera and their interaction with proteinase
inhibitors. Journal of Insect Physiology, v.51, p.513-522, 2005.

TERRA, W.; FERREIRA, C. & BAKER, J.E. Digestive enzimes. In: LEHANE, M.J. &
BILLINGSLEY, P.F. (ed). Biology of the Insect Midgut. Chapman & Hall. The
University Press, Cambrigde. First edition, 206-235, 1996.

VIANNA, U.R. ;PRATISSOLI, D. ; ZANUNCIO, J.C. ; ALENCAR, JR.C.C. DE ;
ZINGER, F.D. Espécies e/ou linhagens de Trichogramma spp. (hymenoptera:
trichogrammatidae) para o controle de Anticarsia gemmatalis (lepidoptera: noctuidae),
Arg. Inst. Biol., Séo Paulo, v.78, n.1, p.81-87, jan./mar., 2011.

VISOTTO, L. E., OLIVEIRA , M.G.A. , GUEDES, R.N.C., RIBON , A.0.B. GOOD-
GOD, P.I.V. Contribution of gut bacteria to digestion and development of the
velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis. Journal of Insect Physiology 55 : 185—

191, 2009a.
109



VISOTTO, L. E., OLIVEIRA , M.G.A, RIBON, A.0.B. , MARES-GUIA, TR,
GUEDES, R.N.C. Characterization and ldentification of Proteolytic Bacteria From the
Gut of the Velvetbean Caterpillar (Lepidoptera: Noctuidae). Jounal Entomology
Ecology 38(4): 1078-1085,2009b.

XAVIER, L.P.; OLIVEIRA, M.G.A.; GUEDES, R.N.C.; SANTOS, AV. & DE
SIMONE, S.G. Trypsin-like activity of membrane-bound midgut proteases from
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). European Journal of Biochemistry,
102: 147-153, 2005.

ZIBAEE, A., BANDANI, AR., FAZELI-DINAN, M.; ZIBAEE, |. SENDI, J.J.,
MALEKI, F.A.A Trypsin-Like Protease In Rice Green Semi-Looper,Naranga
Aenescens Moore (Lepidoptera: Noctuidae): Purification And CharacterizationArch
Insect Biochem Physiol. Jun 15, 2011.

110


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21678486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21678486

CONCLUSOES GERAIS

o Foram isolados trés genes diferentes de serino-proteases de A. gemmatalis
denominado Agem 1, Agem 2 e Agem 3, demonstrando a presenca de familia

multigénica dessas proteases no genoma da lagarta da soja.

o As sequéncias apresentaram similaridades com genes de tripsinas de outros
insetos de ordem lepiddpteras, evidenciando que os dominios conservados de serino-

proteases sdo mantidos para os genes de A. gemmatalis.

o Foi verificado que a expressdo do gene Agem 2 se sobressaiu em relacdo ao
gene Agem 1 e Agem 3, mostrando que esse deve ser expresso em maior quantidade no

trato intestinal do inseto.

o As sequéncias descritas neste trabalho mostraram ser genes de tripsinas sensiveis
e/ou insensiveis ao inibidor de serino protease Benzamidina uma vez que ocorre um
aumento na expressdo desses genes durante ao tratamento com o inibidor em relacéo ao

controle.

o O inibidor sintético Berenil foi potencialmente eficiente na supressdo dos genes
de tripsinas isolados neste estudo, evidenciando que o sitio de ativacdo secundaria S2 de
tripsinas estando livre da interacdo com inibidores sdo extremamente importante na

adaptacdo do inseto a inibidores de proteases.

o Os genes Agem 1, Agem 2 e Agem 3 mostraram ser sensiveis aos inibidores

proteicos da soja SKTI e SBBI, diminuindo sua expressdo durante o tratamento.

o A purificacdo em coluna p-aminobenzamidina foi eficiente na separacdo das
serino-proteases tripsina-like dos extratos brutos excretados por Bacillus cereus,
Staphylococcus xylosus, Enterococcus mundtii e Enterococcus gallinarum isoladas do

trato intestinal de A. gemmatalis.

o A massa molecular estimada em SDS-PAGE para as enzimas bacterianas foram

de aproximadamente 25 kDa.
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o As tripsinas-like produzido pela microbiota da lagarta da soja apresentaram
maior atividade em temperatura a 40°C e em pH 7,5 para B. cereus, pH 10,0 para

E.munditti, e pH 8,5 para S.xylosus e E.galinarum.

o Os ions célcio ndo afetaram as atividades enzimaticas das serino-proteases
bacterianas nas concentraces testadas, indicando que o motivo de ligagdo de calcio nao

é necessario as enzimas bacterianas purificadas.

o Os valores de Ky da serino-protease de E. gallinarum, B. cereus, S. xylosus e E.
mundtii foram de 0,35mM, 0,18 mM, 0,21 mM e 0,22 mM, respectivamente.

o As enzimas bacterianas foram sensiveis a inibicdo por inibidores tipicos de
serino proteases e tripsina, como Aprotinina, Berenil e SKTI. Suas atividades ndo foram
alteradas pelos inibidores TPCK de quimiotripsina, Pepistatina A de aspartil-proteases,
E-64 de cisteino-proteases e EDTA de metalo-proteases.
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