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RESUMO

Talisin € uma proteina de reserva de sementes de Talisia esculenta que apresenta
tanto propriedades de lectinas quanto de inibidores de peptidases. Tais caracteristicas
sugerem que Talisin desempenha um papel no processo de defesa da planta, fato
este que torna Talisin uma proteina multifuncional. Este trabalho buscou investigar os
efeitos da ingestdo crbnica de Talisin em larvas de quinto instar de Spodoptera
frugiperda, considerado o principal inseto praga do milho e causador de vultosos
prejuizos econdbmicos em diversas outras culturas agricolas. A ingestao cronica de
Talisin acarretou efeitos antinutricionais nas larvas, reduzindo o peso e prolongando
o tempo de desenvolvimento total dos insetos. Além disso, larvas alimentadas com
Talisin também apresentaram reducédo significativa da atividade de enzimas do tipo
tripsinas. Analises histoldgicas do intestino médio de larvas alimentadas com Talisin
mostrou alteragdes no epitélio intestinal e ruptura da membrana peritrofica, o que
possivelmente causou um aumento da atividade de aminopeptidase no Ilimen
intestinal. Talisin também se mostrou resistente a degradacdo pelas enzimas
digestivas de S. frugiperda. O perfil de transcricdo de genes de tripsinas,
qguimotripsinas e aminopeptidases foi analisado em gPCR. A ingestdo de Talisin
ocasionou a expressao diferencial de pelo menos dois genes de cada uma dessas
classes de enzimas. Estudos de docking molecular indicaram haver uma maior

afinidade de Talisin com as enzimas menos expressas.

Palavras-chave: Proteina de reserva, interacdo inseto-planta, bioinseticidas,
inibidores de peptidases, lectinas



viii

ABSTRACT

Talisin is a storage protein from Talisia esculenta seeds that presents lectin-like and
peptidase inhibitor properties. Such characteristics suggests that Talisin plays a role
in the plant defense process, making Talisin a multifunctional protein. This work aimed
to investigate the effects of chronic intake of Talisin on fifth instar larvae of Spodoptera
frugiperda, considered the main insect pest of maize and causer of large economic
losses on several other agricultural crops. The chronical intake of Talisin had
antinutritional effects on the larvae, reducing their weight and prolonging the total
development time of the insects. In addition, Talisin-fed larvae also showed significant
reduction in the activity of trypsin-like enzymes. Midgut histology analysis of Talisin-
fed larvae showed alterations in the intestinal epithelium and rupture of the peritrophic
membrane, possibly causing an increase of aminopeptidase activity in the midgut
lumen. Talisin also proved to be resistant to degradation by the digestive enzymes of
S. frugiperda. The transcription profile of trypsin, chymotrypsin and aminopeptidase
genes was also analyzed through gPCR technique. Talisin intake resulted in
differential expression of at least two genes from each of these classes of enzymes.
Molecular docking studies indicated a higher affinity for Talisin with the less expressed

enzymes.

Keywords: Reserve protein, insect-plant interaction, bioinsecticides, peptidase

inhibitors, lectins
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linha pontilhada foram considerados mais expressos e genes abaixo da linha
pontilhada foram considerados menos expressos. * indica diferenca significativa
(SIS0 10 13 ) 60
Figura 25. Fotomicrografia de larvas de quinto instar de Spodoptera frugiperda. (A)
Intestino médio de larvas controle, 10x. (B) Intestino médio de larvas alimentadas
com Talisin 0,5% (m/m), 10x (C) Epitélio do intestino médio de larvas controle,
40X (D) Epitélio do intestino médio de larvas alimentadas com Talisin 0,5% (m/m),
40X. Lu, Lumen; EP, Epitélio; MP, Membrana Peritréfica; (*) Diferenca entre o
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Figura 26. Modelo tridimensional teérico para os complexos Talisin/Tripsina 6 (A) e
TaliSiN/THPSING 12 (B). ..uuuiiiiiiiiiiiiiii e 63

Figura 27. Modelo tridimensional tedrico para os complexos Talisin/Quimotripsina 2
(A) e Talisin/QUIMOLNPSING 21 (B). «.vvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 64
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1. INTRODUCAO

Com a populacdo mundial alcancando até 10 bilhdes de pessoas durante as
proximas quatro décadas (Nations, 2004; Bongaarts, 2010), a demanda por alimento
tornar-se-4a, consequentemente, cada vez maior. Este aumento de demanda, por sua
vez, gera a necessidade de adocdo de medidas que maximizem e otimizem a
producdo de alimento de forma segura, além de econbmica e ecologicamente
aceitaveis (Godfray et al., 2010).

As perdas ocasionadas por pragas e doencas nas lavouras sdo um dos
principais fatores responsaveis pela diminuicdo do rendimento em diversas culturas
agricolas. Estima-se que, anualmente, as perdas correspondam a cerca de 10 a 16%
da colheita global (Oerke, 2005). No Brasil, perdas devido ao ataque por insetos
herbivoros sé@o estimadas em 2 a 43% para as principais culturas agricolas, sendo
muitas vezes um dos fatores mais significativos que limitam e reduzem a producéo de
alimento (Oliveira et al., 2014).

No Brasil, a agricultura desempenha um papel importante na economia, uma
vez que é responsavel, atualmente, por cerca de 20% do Produto Interno Bruto
(Cepea, 2018). A regidao Centro-Oeste destaca-se por contribuir com uma parcela de
mais de 40% na producdo nacional de cereais, leguminosas e oleaginosas (Conab,
2018). Dentre tais produtos, a cultura do milho esta entre uma das mais importantes,
colocando o Brasil como o terceiro maior produtor do mundo (Shiferaw et al., 2011;
Faostat, 2018). A producdo mundial do milho na safra 2016/2017 foi estimada em 1,06
bilhbes de toneladas, e deste total a producdo brasileira € responsavel por
aproximadamente 94 milhdes de toneladas (Conab, 2018; Faostat, 2018).

A cultura do milho no Brasil, como praticamente todos os cultivos agricolas, é
hospedeira de diferentes espécies de insetos fitéfagos, 0os quais muitas vezes sao
também pragas importantes de outras culturas. Este € o caso de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como a lagarta-do-cartucho e
considerada a principal lagarta praga do milho. Por ser uma espécie altamente
polifaga, S. frugiperda é considerada também uma praga importante de outros
cultivos, como o algodao, a soja e o sorgo (Figueiredo, Penteado-Dias e Cruz, 2005).

Estima-se que S. frugiperda provoque reducao no rendimento da producéo do
milho em 17 a 55%, de acordo com o estagio da planta. O método convencional de
controle de S. frugiperda e de outras pragas nas lavouras € feito, majoritariamente,
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através do uso de inseticidas quimicos. No caso da lagarta-do-cartucho o uso de
inseticidas nem sempre é eficiente, uma vez que a lagarta tem o hébito de permanecer
dentro do “cartucho” do milho, dificultando seu contato com o produto (Figueiredo,
Penteado-Dias e Cruz, 2005).

Embora o Brasil tenha atingido o recorde na producao agricola em 2017, o uso
de agrotéxicos também vem apresentando um aumento recorde nos ultimos anos.
Segundo a Anvisa, nos ultimos dez anos o mercado mundial de agrotoxicos cresceu
93%, enquanto o mercado brasileiro neste periodo cresceu 190%, assumindo 0 posto
de maior mercado de agrotéxicos do mundo (Anvisa, 2013) . As culturas da soja e do
milho ocupam, respectivamente, o primeiro e segundo lugar no consumo de
agrotoxicos no Brasil (Carneiro, 2015).

O uso intenso e inadequado de inseticidas quimicos é responsavel pelo
aumento da tolerancia de diferentes espécies de insetos fitéfagos (Dawkar et al., 2013;
Hicks et al., 2018) além de contaminar o meio ambiente (Hapeman et al., 2003),
ocasionar desequilibrios ecoldgicos (Relyea, 2005) e afetar a saude humana
(Carneiro, 2015).

Com a necessidade de contornar tais problemas e estabelecer um sistema de
agricultura mais sustentavel, tem se buscado a implementacdo de um novo conceito
de controle de pragas: o Manejo Integrado de Pragas (MIP). A pratica do MIP baseia-
se nos seguintes pontos: 1) como se deve modificar o sistema de vida de uma praga
para reduzir a sua populacédo a niveis toleraveis, ou seja, inferior ao nivel de dano
econdmico; 2) aplicacdo do conhecimento biolégico e da tecnologia disponivel para
obter a modificacdo desejada e 3) uso de taticas no controle de pragas adequado a
tecnologia existente, compativel com o0s aspectos qualitativos, econdmicos e
ambientais (Prokopy e Kogan, 2009).

Neste cenario, o desenvolvimento de cultivares geneticamente modificados que
apresentam uma maior resisténcia as pragas tem sido uma nova e importante
oportunidade de incremento a reducdo do uso de pesticidas quimicos e diminuicédo
dos custos e perdas de producéo (Babu et al., 2003; Christou et al., 2006). O uso de
cultivares resistentes tem se mostrado um componente-chave em qualquer sistema
de MIP, além de ser uma das taticas mais efetivas, econémica e ecologicamente (Kos
et al., 2009; Panizzi e Parra, 2009).

Durante o complexo curso de interagcdo e co-evolugao das plantas com os

insetos fitofagos, as plantas desenvolveram sofisticados mecanismos de defesa, que
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permitem lidar com o continuo atagque e reduzir os danos causados pelos insetos. Tais
mecanismos incluem a producdo de uma série de compostos quimicos, como
metabdlitos secundarios, proteinas e peptideos (Mithofer e Boland, 2012).

Dentre as classes de proteinas envolvidas no mecanismo de defesa das
plantas, destacam-se os inibidores de peptidases, as lectinas e vicilinas (Macedo,
Oliveira e Oliveira, 2015; Shamsi, Parveen e Fatima, 2016; Velasques et al., 2017).
Estas proteinas sdo encontradas principalmente, e em maior quantidade, em
sementes e orgaos de reserva. Quando ingeridas pelos insetos, as proteinas toxicas
podem afetar o metabolismo e desenvolvimento normal dos insetos, e algumas vezes
leva-los a morte. Por outro lado, os insetos também desenvolveram estratégias para
lidar com as barreiras de defesa impostas pelas plantas, e assim tentam sobrepujar o
efeito da ingestdo das proteinas entomotoxicas, através, por exemplo, de processos
de detoxificacdo e alteracdes no padrdao de expressao génica (Mello e Silva-Filho,
2002; Zhu-Salzman e Zeng, 2015).

H&, portanto, uma necessidade irrefutavel de entender melhor os fatores que
governam as relacdes entre as proteinas de defesa de plantas e os insetos, pois tal
conhecimento pode ajudar a desvendar as causas para o desenvolvimento de insetos
pragas e seus mecanismos de resisténcia, além de ser fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de controle seguras destinadas a uma maior
efetividade no controle e, consequente, otimizacdo da producdo em areas ja

cultivadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Interacdo inseto-planta

A interacdo entre plantas e herbivoros esta entre uma das interacfes ecoldgicas
mais importantes da natureza. Os herbivoros consomem mais de 15% da biomassa
produzida anualmente em ecossistemas temperados e tropicais, tornando a herbivoria
o principal canal pelo qual a energia entra nas cadeias alimentares (Agrawal, 2011).
Dentre os grupos que compdem o0s herbivoros, destacam-se 0s insetos, que
representam a classe com o maior niumero de espécies na Terra, e dentre estas
espécies, metade alimentando-se de plantas (Basset et al., 2012).

Os insetos herbivoros e as plantas sdo membros de uma comunidade ecoldgica
extremamente diversa. Estes dois grupos de organismos coevoluem ha mais de 350
milhdes de anos e ao longo deste periodo coevolutivo ambos desenvolveram
estratégias para evitar os mecanismos de defesa uns dos outros (Mooney, 2007).
Essa “corrida armamentista evolutiva” levou as plantas a desenvolverem uma ampla
gama de estratégias de defesa, fisicas (ex.. espinhos, tricomas) e quimicas (ex.:
metabdlitos primarios e secundarios), a fim de minimizar os danos causados pelos
ataques e garantir seu crescimento e sucesso reprodutivo. Além disso, por serem
organismos sésseis, as plantas estao sujeitas continuamente a diversos fatores de
estresses abioticos e bioticos no ambiente, como a falta de nutrientes e a continua
ameaca de predadores (insetos, fungos, nematoides, virus, bactérias, etc) (Johnson,
2011). As estratégias de defesa podem ser classificadas de forma geral em duas
categorias, sendo elas: constitutiva e induzida. A defesa constitutiva inclui barreiras
fisicas e quimicas que existem antes mesmo do atague ou injdria, enquanto as
defesas indutiveis incluem mecanismos defensivos que sdo ativados somente apds o
ataque do inseto ou patégeno (War et al., 2012; Fiurstenberg-Hagg, Zagrobelny e Bak,
2013).

Ao sofrer um ataque, as plantas sdo capazes de reconhecer o dano através de
um sofisticado conjunto de vias de sinalizacdo e, dessa forma, converter estes sinais
em respostas bioquimicas, fisiologicas ou celulares apropriadas (Maffei, Mithofer e
Boland, 2007; Wu e Baldwin, 2010). Em geral, o modo de acdo destes compostos

envolve o rompimento de membranas, inibicdo de nutrientes e transporte de ions,
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inibicdo de sinais de processos de transdugao de sinal, inibicdo do metabolismo ou
rompimento do controle de processos fisioldgicos (Mithdfer e Boland, 2008).

Através da estratégia de defesa quimica, as plantas desenvolveram e sintetizam
uma diversidade impressionante de compostos naturais bioativos, muitos deles
toxicos (Maag et al., 2014). Dentre os diferentes compostos toxicos reportados em
plantas esta um grande grupo de compostos de baixo peso molecular, entre eles
alcaldides, terpendides, taninos e glicosideos (Mithofer e Boland, 2012). Além disso,
as plantas sintetizam um arsenal de proteinas, como as lectinas, vicilinas, inibidores
de peptidases, proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) e outras, que ajudam a
planta em sua continua batalha pela sobrevivéncia (Lannoo e Van Damme, 2014;
Dang e Van Damme, 2015; Zhu-Salzman e Zeng, 2015).

As interacdes entre insetos e plantas podem também ser benéficas, como € o
caso do mutualismo e polinizacdo. Em geral, a importancia dos insetos como
polinizadores foi 0 que deu origem aos primeiros estudos sobre interagcdes inseto-
planta hd mais de duzentos anos. Por sua vez, as interacfes antagbnicas, em
particular entre insetos herbivoros e culturas agricolas, foram motivadores para
inUmeros estudos nos ultimos cem anos, que tem levado a uma maior compreensao
sobre a bioquimica de plantas, ecologia, fisiologia e comportamento dos insetos (Klein
et al., 2007; Burkle, Marlin e Knight, 2013).

Um grande incentivo adicional para estudos que envolvam aspectos
relacionados aos mecanismos de defesa de plantas contra herbivoros, € o fato de que
a herbivoria custa as economias mundiais bilhdes de ddlares a cada ano em receitas
perdidas relacionadas a agricultura, horticultura e silvicultura (Oerke e Dehne, 2004;
Esker, Savary e Mcroberts, 2012).

2.2 Proteinas téxicas em plantas: inibidores de peptidases e lectinas

Atualmente, um grande numero de proteinas vegetais que supostamente
apresentam propriedades toxicas e estao envolvidas no mecanismo de defesa vegetal
sao conhecidas (Dang e Van Damme, 2015). Dentre as mais bem estudadas estéao as
lectinas, RIPs, vicilinas, inibidores de a-amilase e inibidores de peptidases (IPs)
(Figura 1). A maioria dessas proteinas tendem a acumular nas partes mais

vulneraveis das plantas, como as sementes e 0s tecidos vegetativos de reserva.
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Figura 1. Mecanismos de agdo de algumas proteinas toxicas de plantas no intestino médio de insetos.
Figura adaptada de Velasques et al. (2017).

As sementes representam um estagio critico na sobrevivéncia das plantas
superiores, sendo uma estrutura que possui um papel ecoldgico bastante importante.
A sintese de proteinas nas sementes ou demais 6rgaos vegetativos desempenha um
papel primario importante no estoque de nitrogénio e sua distribuicdo, sendo uma
importante contribuicdo para a sobrevivéncia das plantas no seu ambiente natural (De
Souza Céndido et al., 2011; Tegeder e Masclaux-Daubresse, 2017). A sintese e 0
acumulo de uma variedade de proteinas de reserva nas sementes e outros tecidos
vegetativos tém se mostrado intimamente relacionado com a defesa das plantas, uma
vez que varias destas proteinas apresentam propriedades entomotdxicas (Macedo,
Oliveira e Oliveira, 2015; Shamsi, Parveen e Fatima, 2016; Zhu et al., 2018).

Os inibidores de peptidases (IPs) compreendem uma das classes de proteinas
mais abundantes nas plantas. Eles sdo encontrados nos mais variados tecidos
vegetais, mas em maiores quantidades nas sementes e tubérculos, e sua expressao
nas plantas esta frequentemente associada a injurias ou ataque por patégenos e
insetos (Grosse-Holz e Hoorn, 2016). A maioria dos IPs sdo proteinas pequenas com

peso molecular entre 8 e 20 kDa. Os IPs interagem com as peptidases ligando-se ao
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seu sitio ativo, o que resulta na formacdo de um complexo estavel peptidase-inibidor,
tornando a enzima inativa e, portanto, incapaz de exercer sua atividade enzimatica
(Fan e Wu, 2005).

Os inibidores de peptidases conhecidos até o momento séo reportados para todas
as quatro classes de peptidases, incluindo serino, cisteino, aspartico e
metalopeptidases. Essas proteinas tém sido descritas e organizadas de acordo com
a similaridade de sequéncias proposta por Rawlings et al. (2018) na base de dados
MEROPS, onde estdo descritas até 0 momento 82 familias.

Dentre as familias dos inibidores de serinopeptidases, uma das mais bem
estudadas e caracterizadas € a familia Kunitz (Bendre, Ramasamy e Suresh, 2018),
representando a maior familia de IPs e difundida entre diferentes familias botéanicas,
mas principalmente concentrada entre sementes de leguminosas. Os membros dessa
familia apresentam atividade sobre diferentes enzimas proteoliticas, sendo
principalmente ativos contra as serinopeptidases, como tripsinas e quimotripsinas
(Antao e Malcata, 2005). Esses inibidores geralmente tém massa molecular de 18 a
22 kDa e sao constituidos por aproximadamente 180 residuos de aminoacidos. O
padrdo estrutural dos inibidores de plantas do tipo Kunitz € de uma Unica cadeia
polipeptidica, com até duas pontes dissulfeto além de possuirem, em geral, um Unico
sitio reativo (Oliva et al., 2011).

O primeiro inibidor de planta do tipo Kunitz purificado e caracterizado foi um
inibidor de tripsina da soja (Glycine max, STI soybean trypsin inhibitor), em 1945. A
partir de entdo, inimeros inibidores de peptidases foram purificados de diversas
espécies vegetais, caracterizados e estudados quanto a uma diversidade de
aplicacoes (Antao e Malcata, 2005; Bezerra et al., 2016).

Basicamente, o papel de defesa dos IPs é baseado em sua capacidade de inibicdo
da atividade das enzimas digestivas de insetos (Figura 1) ou enzimas de demais
patogenos. A formacdo destes complexos nos insetos causa uma reducdo da
disponibilidade de aminoacidos necessarios para seu crescimento e desenvolvimento,
interferindo em importantes processos bioquimicos e fisiol6gicos (Zhu-Salzman e
Zeng, 2015).

Outra classe particular de metabdlitos primarios envolvidos no mecanismo de
defesa vegetal sé@o as lectinas. O estudo de lectinas de plantas teve inicio ao final do
século dezenove com o trabalho de Hermann Stillmark (Stillmark, 1888) ao observar

gue extratos de sementes de Ricinus communis (mamona) apresentavam a habilidade



25

de aglutinar células vermelhas, caracteristica comum a lectinas. No entanto, mais
tarde foi descoberto que algumas lectinas nao exibiam essa atividade aglutinante. A
partir de entdo, a definicdo atual de lectinas propde a presenca de pelo menos um
dominio nédo-catalitico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos
especificos (Peumans e Van Damme, 1995). As lectinas também podem demonstrar
dominios adicionais, além dos dominios de ligacdo a aclUcares, 0 que por sua vez
confere diferentes atividades biologicas para estas moléculas (Van Damme et al.,
2003).

Com base no seu numero e caracteristicas de dominios, as lectinas vegetais
podem ser divididas em quatro classes. A classe mais simples, as merolectinas, sao
lectinas que possuem um Unico dominio de ligacdo a carboidratos. Como resultado,
as merolectinas ndo apresentam atividade aglutinante. As hololectinas contém dois
dominios ou dominios multivalentes de ligacdo a carboidratos. A terceira classe de
lectinas, as quimerolectinas, possuem um dominio de ligacdo a carboidratos e um
dominio adicional que confere a elas outras atividades biol6gicas. Finalmente, as
superlectinas sdo lectinas com dois dominios ou dominios multivalentes de ligacdo a
carboidratos, capazes de reconhecer acUcares estruturalmente nao relacionados (Van
Damme, Lannoo e Peumans, 2008b). Atualmente, dados de estudos de genoma e
transcriptoma indicam que a maioria dos genes das lectinas vegetais possuem uma
arquitetura de dominio quimérico, reforcando a ideia de um grupo com papéis
biologicos bi ou multifuncionais (Van Damme et al., 2011).

A partir do trabalho de Stillmark, outras lectinas de plantas tém sido estudadas
(Van Damme, Lannoo e Peumans, 2008b), bem como sua interagdo com outros
organismos (Lannoo e Van Damme, 2014). O efeito de lectinas sobre o
desenvolvimento de insetos foi investigado pela primeira vez através de um estudo
utilizando a lectina do feijao preto (Phaseolus vulgaris), denominada PHA (Janzen,
Juster e Liener, 1976). Quando adicionada a dieta artificial de Callosobruchus
maculatus (Coleoptera), a lectina apresentou um efeito deletério nas larvas deste
bruquideo. Entretanto, ironicamente, este primeiro indicio experimental do papel de
defesa das lectinas de plantas contra insetos foi baseado em um resultado falso-
positivo, pois o efeito deletério ocorreu devido a contaminagéo por uma outra classe
de proteina, um inibidor de a-amilase (Huesing et al., 1991). No entanto, durante as
duas ultimas décadas, progressos importantes foram feitos no estudo de lectinas de

plantas e na compreenséao dos seus efeitos contra patégenos e especialmente insetos
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pragas das ordens Coleoptera, Lepidoptera, Hemiptera e Diptera (Vandenborre,
Smagghe e Van Damme, 2011; Macedo, Oliveira e Oliveira, 2015). Os mecanismos
mais provaveis da atividade entomotéxica das lectinas envolvem interacées com
diferentes glicoproteinas ou estruturas glicanas nos insetos (Figura 1), o que resulta
na interferéncia em varios processos fisiolégicos nesses organismos.

Apesar do papel fisiolégico dos IPs (Mosolov e Valueva, 2005) e lectinas vegetais
(Van Damme et al., 2011) ndo serem completamente elucidados nas plantas, h4 fortes
evidéncias que as plantas acumulam essas proteinas como reserva (geralmente mais
do que 10% do tecido de reserva em leguminosas (Shewry, Napier e Tatham, 1995)),
além de também utiliza-las como resposta as injurias e infeccbes por micro-

organismos oportunistas, e assim contribuir contra o ataque de herbivoros.

2.3 Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) € uma lagarta conhecida como a
lagarta do cartucho do milho (Figura 2). Em todo o Hemisfério Ocidental, S. frugiperda
€ a principal praga do milho (Nagoshi et al., 2007). No Brasil, essa lagarta ocorre em

todas as regides produtoras, tanto nos cultivos de verdo quanto na segunda safra.

C

Figura 2. Fases do ciclo de vida de Spodoptera frugiperda: (A) ovos, (B) lagarta, (C) pupa e (D)

mariposa adulta. Fonte: Carolina Turatti Oliveira.

Por apresentar habito generalista, S. frugiperda é considerada também uma praga
importante de outros cultivos agricolas, como o algodao, a soja e o sorgo (Cruz et al.,
2013). No caso do milho, as lagartas recém emergidas alimentam-se das folhas
centrais, destruindo-as completamente. Dessa forma, a lagarta afeta a capacidade
fotossintética da planta e, consequentemente, a producéo (Sarmento et al., 2002). A
lagarta-do-cartucho se alimenta em todas as fases de crescimento da planta, mas a

medida que as lagartas crescem, aumentam os danos nas folhas e no cartucho do
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milho, o que pode propiciar a entrada de patdgenos e umidade, aumentando ainda
mais os prejuizos (Rosa et al., 2012).

O método convencional de controle de S. frugiperda nas lavouras é feito através
do uso de inseticidas quimicos (Busato et al., 2006), que nem sempre € eficiente, uma
vez que a lagarta tem o habito de permanecer dentro do “cartucho” do milho,
dificultando seu contato com o inseticida.

Outra estratégia de controle € o uso de plantas transgénicas expressando as
proteinas inseticidas de Bacillus thurigiensis (Bt), que apresentam controle a um
amplo espectro de pragas lepidopteros (Barcelos e Angelini, 2018). No entanto, a
expressao continua da(s) proteina(s) Bt nos tecidos da planta, associada com o cultivo
intensivo e expressdo de baixa dose da proteina inseticida e com proteinas que
compartilham o mesmo modo de acdo, além da baixa adoc&do de areas de reflugio,
acarreta uma elevada pressdo de selecdo sobre as pragas-alvo, favorecendo a
evolucdo de resisténcia, e que vem sendo reportado para Spodoptera frugiperda
(Huang et al., 2014; Jakka et al., 2016), tornando ainda mais urgente e necessario a
identificacdo de novas moléculas promissoras para o controle desse inseto praga.

Outra técnica que vem sendo recentemente explorada € o silenciamento de genes
de interesse através da interferéncia por RNA (RNAI). A técnica RNAI pode ser usada
para suprimir genes essenciais ao inseto, levando a uma reducao de seu fitness (e.g.
enzimas digestivas) ou ocasionando a mortalidade (Scott et al., 2013; Ghosh et al.,
2016). No entanto, em lepidépteros, relata-se uma inconsisténcia do silenciamento,
sendo uma das causas a rapida degradacdo do dsRNA pelo complexo de
multinucleases antes de atingir seu alvo, sendo necessario ainda um avan¢o maior da
técnica para resultados realmente efetivos e aplicaveis para o controle de pragas
(Terenius et al., 2011; Kim et al., 2015).

2.4 Sistema digestorio de insetos Lepidopteros

O sistema digestorio dos insetos constitui a maior interface desprotegida de
contato entre o inseto e 0 meio ambiente, tornando-se um alvo relativamente mais
fragil para ser atacado por substancias que visem desorganizar alguma de suas
propriedades (Hakim, Baldwin e Smagghe, 2010). Assim, tem-se buscado cada vez

mais uma maior compreensao sobre as enzimas, compartimentos e funcdes
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intestinais dos insetos, pois estes parecem ser aspectos essenciais para o
desenvolvimento de métodos de controle que exercam sua funcéo através do trato
digestorio dos insetos.

Embora haja uma consideravel variacdo entre as ordens, o sistema digestorio
dos insetos é formado, em geral, por uma regido anterior, uma média e uma posterior.
O intestino anterior comeca na boca e inclui a faringe, o esbéfago, o papo e o
proventriculo, que € um orgdao triturador em alguns insetos e em outros apenas uma
valvula que regula a entrada de alimento no intestino médio (IM), que € o principal sitio
de digestdo e absorcdo de nutrientes. O intestino posterior inclui os tubulos de
Malpighi (6rgdos excretores), o ileo, o c6lon e o reto (envolvidos na absorcdo de agua

e ions) e por fim o anus (Figura 3) (Terra e Ferreira, 2012).

# INTESTINO
* POSTERIOR
Tabulos de
Malpighi

! INTESTINO : INTESTINO MEDIO
: ANTERIOR 1 ceco gastrico
. H
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+ Proventriculo
. .
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Figura 3. Representacdo dos compartimentos do sistema digestorio dos insetos, suas células,
vilosidades e glicoproteinas. Figura adaptada de Terra e Ferreira (2012).

O intestino médio é o compartimento responsavel pela secre¢céo de enzimas e
pela absorcdo de nutrientes. O pH no IM de insetos da ordem Lepidoptera é bastante

alcalino, variando de 9 a 12. Apds ingerido, o alimento é transformado em bolo
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alimentar e contido por uma membrana semipermeével denominada membrana
peritréfica (MP), composta majoritariamente por quitina e glicoproteinas. A MP € uma
membrana semipermedavel que delimita o espaco endoperitrofico e o0 espaco
ectoperitréfico (espaco luminal entre a MP e o epitélio), funcionando como uma
barreira fisica e quimica, além de possibilitar a ocorréncia de um mecanismo de
reciclagem de enzimas, sendo o fluxo dentro do espa¢o endoperitrofico no sentido
anterior-posterior, enquanto no espaco ectoperitréfico observa-se o sentido oposto
(Bolognesi et al., 2001; Bolognesi, Terra e Ferreira, 2008; Hegedus et al., 2009).

Essa compartimentalizacdo do intestino permite que o alimento parcialmente
digerido, ao ser transformado em particulas menores, atravesse a MP, entrando em
contato com as enzimas responsaveis pela digestdo intermediaria do alimento. A
compartimentalizacdo permite ainda a prevencdo da ligacdo nao especifica de
alimento sobre a superficie celular, a prevencdo da excrecdo de enzimas digestivas e
a restricdo dos oligbmeros de hidrolases ao espac¢o ectoperitréfico devido ao seu
elevado diametro (Terra e Ferreira, 2012).

As enzimas digestivas tém a funcdo de hidrolisar os alimentos ingeridos em
suas unidades oligoméricas para que sejam absorvidos pelas células intestinais. A
digestéo de proteinas é feita pelas peptidases, que catalisam a quebra hidrolitica das
ligagbes peptidicas nas proteinas, processo este conhecido como protedlise. As
peptidases sado classificadas de acordo com o seu sitio de clivagem, em
endopeptidases e exopeptidases. As endopeptidases atuam preferencialmente nas
regibes internas das cadeias polipeptidicas, enquanto as exopeptidases atuam na
porcdo final da cadeia retirando um residuo de aminoacido da porcdo N-terminal
(aminopeptidases) ou da porcdo C-terminal (carboxipeptidase) (Terra e Ferreira,
1994).

Uma classificagdo amplamente aceita de enzimas proteoliticas € baseada na
natureza quimica dos grupos responsaveis pelas catalises. Cinco classes de
peptidases (serino, treonina, cisteina, aspartica e tipos metalo) sdo reconhecidas.
Uma serinopeptidase tipica tem a triade catalitica consistindo de His, Asp, e Ser no
sitio ativo (Bergmann, 2006).

Em uma analise com 12 espécies de lepiddpteros, Christeller et al. (1992) relata
gue a maioria das espécies se utiliza de tripsinas e elastases no sistema digestorio,

enquanto outras dependem largamente de quimotripsinas. Em geral, tripsinas e
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quimotripsinas correspondem a 90% das enzimas digestivas em lepidopteros
(Gatehouse et al., 1998).

2.5 Proteinade reserva de Talisia esculenta (Talisin)

Talisia esculenta € uma espécie arbdrea pertencente a familia Sapindaceae.
As arvores possuem de 5 a 15 m de altura e sdo conhecidas popularmente como
pitombeiras ou pitomba (Figura 4). Esta espécie é nativa do oeste da Amazonia, porém
é cultivada em quase todas as regides do Brasil (Lorenzi, 2002). A &rvore produz frutos
comestiveis, que sdo pequenas drupas, sementes grandes e cobertas por uma polpa

agridoce de coloracdo branco a transparente quando a fruta estd madura (Figura 4D).

Figura 4. Arvores de Talisia esculenta (A), flores e frutos (B), frutos e folhas (C) e frutos e sementes
(D). Fonte: Riet-Correa et al. (2014).

Freire et al. (2001) descreveram e caracterizaram parcialmente o isolamento
de uma lectina a partir de sementes de T. esculenta, a qual foi denominada
inicialmente TEL (Talisia esculenta lectin). Os autores relataram que a proteina
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apresentava duas bandas em SDS-PAGE (20 e 40 kDa) e uma atividade
hemaglutinante fraca. Dos varios acucares testados, a lectina foi melhor inibida por
manose. Mais tarde, Freire et al. (2009) buscando caracterizar melhor essa proteina,
relataram que TEL na verdade seria uma proteina de reserva, que passou entao a ser
denominada Talisin. Neste estudo, demonstrou-se que Talisin apresenta
caracteristicas comuns a lectinas, poréem com fraca atividade hemaglutinante se
comparada a lectinas tipicas. No entanto, Talisin apresenta uma forte interacdo com
quitina. A andalise em SDS-PAGE mostrou que Talisin (20 kDa) consiste de duas
subunidades, que em condi¢des nativas associam-se como uma proteina dimérica.
Além disso, demonstrou-se que Talisin também apresenta propriedades de inibidores
de peptidases e que seu mecanismo de inibicdo frente a tripsina € do tipo nao-
competitivo.

Através do sequenciamento N-terminal da proteina, os autores constataram
que Talisin apresenta um alto grau de homologia com uma proteina de reserva de
tecido vegetativo de Litchi chinensis (80%), bem como a uma proteina de reserva do
tubérculo da batata (sporamin) (57%) e com as miraculinas (50%), também proteinas
de reserva. Além disso, 0s autores obtiveram a sequéncia do cDNA, que foi clonado
e as andlises indicaram que Talisin possui uma sequéncia de 756 pares de base
codificando uma proteina de 198 aminoacidos. A proteina deduzida apresenta uma
alta similaridade a outras proteinas de reserva, bem como similaridade a inibidores de
peptidase do tipo Kunitz (Freire et al., 2009).

O potencial inseticida de Talisin ja foi investigado em Callosobruchus maculatus
(Macedo et al.,, 2002), Diatraea saccharalis (Freire et al.,, 2012) e Anticarsia
gemmatalis (Macedo et al., 2010), demonstrando significativos efeitos negativos sobre
o desenvolvimento destes insetos. No entanto, 0 mecanismo pelo qual Talisin exerce

sua atividade téxica ainda nao foi completamente elucidado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos da ingestéo de Talisin no
desenvolvimento larval de S. frugiperda e identificar neste inseto possiveis genes

envolvidos em respostas adaptativas.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar in vivo o efeito da ingestao de Talisin sobre o peso e sobrevivéncia em larvas

de quinto instar de S. frugiperda por duas geracdes consecutivas;

Verificar o efeito da ingestdo de Talisin sobre a atividade das principais enzimas

digestivas deste inseto (tripsina, quimotripsina, aminopeptidase e a-amilase);

Analisar a expressdo génica das enzimas digestivas tripsina, quimotripsina e
aminopeptidase através de PCR quantitativo em tempo real, em resposta a ingestao

de Talisin.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Extracéo e purificagcao de Talisin

As sementes de Talisia esculenta foram obtidas do banco de sementes do
Laboratério de Purificacdo de Proteinas e suas Func¢des Biologicas, da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, em Campo Grande e purificadas como sugerido por
Freire et al. (2012). As sementes foram descascadas, finamente trituradas em moinho
elétrico e delipidadas com hexano para retirada dos lipideos. Apos o processo de
delipidacao, a farinha foi depositada em uma bandeja plastica revestida com papel
filtro e permaneceu em capela de exaustao até que houvesse a completa volatilizacéo
do solvente. A farinha delipidada foi entdo submetida a uma extragdo proteica com
solucéao de NaCl 150mM na proporcao de 1:5 (m/v), sob agitacdo constante por 24 h
a 4 °C. Em seguida, o material foi centrifugado a 10,000 g por 30 min na mesma
temperatura, obtendo-se assim duas fracdes: o precipitado, que foi descartado e a
fracdo sobrenadante, que teve seu volume medido, dialisado por 24 h contra agua
destilada a 4 °C, liofilizado e denominado Extrato Bruto (EB). O EB foi diluido em uma
solucédo de NaCl 150 mM e aplicado em uma coluna Sephadex G-100 (2,5 cm x 80
cm) equilibrada com a mesma solucdo. A fracdo rica em proteinas foi recolhida e
aplicada em uma coluna de quitina (1,5 cm x 10 cm) equilibrada com tampéao fosfato
de sédio 50 mM, pH 7,6, e eluido com HCI 100 mM. A detecc¢éo de proteinas foi feita
em espectrofotdbmetro a 280 nm. A proteina purificada foi dialisada, liofilizada e

armazenada a — 20 °C até o momento do uso.

4.2 Insetos

A colbnia de S. frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera, Noctuidae) foi
mantida em condi¢des padrbes de umidade e temperatura (27 + 1 °C, 60-70% de
umidade relativa), fotoperiodo de 14 h e alimentada em dieta artificial. A dieta artificial
foi composta por feijdo branco, gérmen de trigo, farinha de soja, caseina, complexo
vitaminico, acido ascérbico, agar, formaldeido e inibidores microbianos (tetraciclina,
acido sérbico e nipagina) (Tabela 1), de acordo com Parra (1996). Esta dieta foi
acondicionada em tubos de vidro de fundo chato de 2,5 cm de diametro x 8,5 cm de
altura, tampados com algodéo hidrofobo (Figura 5D).
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Tabela 1. Composicdo da dieta artificial para criagdo de Spodoptera frugiperda.

Componentes Quantidade
Feijao 759
Gérmen de trigo 609
Proteina de soja 309
Caseina 30¢g
Levedura de cerveja 3759
Complexo vitaminico* 9 mL
Acido ascérbico 369
Acido sérbico 1,89
Metil-parahidroxibenzoato (Nipagin) 39
Tetraciclina 113 mg
Formaldeido 3,6 mL
Agar 23g
Agua 1200 mL

* complexo vitaminico diluido em 1 L de &gua destilada: 1 g de niacina, 1 g de pantotenato de
célcio, 0.5 g de tiamina, 0,25 g de piridoxina, 0,1 g de acido fdlico, 0,02 g de biotina, 2 mL de
vitamina Bi2 (1000 mg/mL).

4.3 Ensaios in vivo de primeira geracao

Para avaliar os efeitos da ingestdo de Talisin no desenvolvimento de S.
frugiperda na primeira geracao, larvas neonatas foram selecionadas e transferidas
individualmente para tubos de vidro contendo dieta artificial suplementada com Talisin
nas concentracfes de 0,1%, 0,5% e 1% (m/m) até atingirem o quinto instar. Larvas
controle foram alimentadas em dieta artificial na auséncia de Talisin. Cada tratamento
foi composto por 20 larvas, e os resultados experimentais sdo a média de trés
bioensaios independentes. A sobrevivéncia e a massa larval foram determinadas
guando as larvas atingiram o quinto instar sob condigcbes padroes como citado
anteriormente. O tratamento capaz de reduzir a massa larval em aproximadamente
50% comparado ao grupo controle foi selecionado para dar continuidade aos ensaios
enzimaticos e moleculares, bem como dar continuidade as analises de
desenvolvimento e de segunda geracéo.

A massa pupal, o estagio pupal e o niumero de adultos emergentes foram
contabilizados para determinar a mortalidade (M). Além disso, o tempo decorrido da
emergéncia das larvas até a morte dos adultos foi contabilizado para estimar a média

de tempo de desenvolvimento total (TDT).
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4.4 Ensaios in vivo de segunda geracao

Para o estudo relativo & segunda geracdo dos insetos, os adultos oriundos da
primeira geracdo foram colocados em gaiolas de PVC de 15 x 15 cm, revestidas
internamente com papel, dispostas em pratos plasticos também forrados com o
mesmo papel e fechadas na extremidade superior com tecido tipo tule, preso com
elastico (Figura 5B). Foram preparadas duas gaiolas, sendo uma de insetos adultos
gue na fase larval foram alimentados em dieta controle e outra de insetos adultos
alimentados na fase larval em dieta acrescida de 0,5% (m/m) de Talisin na primeira

geracao (Figura 5).
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Figura 5. Representacdo esquematica das etapas para obtencdo de insetos para 0s ensaios
biolégicos. (A) Adulto de Spodoptera frugiperda; (B) Tubo de PVC (revestido internamento com papel)
para a realizacdo do acasalamento dos insetos; (C) Imagem ampliada dos ovos visualizados em
microscopio estereoscopico; (D) Tubos de incorporagdo. Fonte: Carolina Turatti Oliveira.

Durante a fase adulta, os insetos foram alimentados com solug&o de mel a 10%,
fornecida por capilaridade através de pedacos de algodao mantidos em recipientes de

vidro, e renovados a cada dois dias. Diariamente, os insetos foram observados e foi
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feita a retirada da postura de ovos. Assim que ocorreu a eclosdo dos ovos, larvas
neonatas oriundas tanto do grupo controle quanto do grupo tratado foram colocadas
em dieta controle e dieta contendo 0,5% de Talisin, dando origem a quatro diferentes
grupos: CC, larvas que se alimentaram em dieta controle por duas geracdes
consecutivas; CT, larvas que se alimentaram em dieta controle na primeira geracéo e
dieta contendo Talisin na segunda geracao; TC, larvas que se alimentaram em dieta
contendo Talisin na primeira geracao e dieta controle na segunda geracao; TT: larvas
gue se alimentaram em dieta contendo Talisin nas duas geracdes consecutivas
(Figura 6).

Larvas
neonatas

. s n=40
12 geragao Dieta Dieta
Controle Talisin
Reproducgao Reproducao
i Larvas neonatas l £ Larvas neonatas

Dieta Dieta Dieta Dieta

Controle Talisin Controle Talisin

22 geragdo

CcC CT TC 1T

Figura 6. Fluxograma do experimento conduzido para obtencdo das lagartas utlizadas nos
experimentos de 22 geracdo. CC: larvas que se alimentaram de dieta controle em duas geracgfes
consecutivas; CT: larvas que se alimentaram em dieta controle na primeira geracdo e dieta contendo
Talisin na segunda geracéo; TC: larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin na primeira
geracdo e dieta controle na segunda geracao; TT: larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin
por duas geracdes consecutivas.

4.5 Preparacao do intestino medio e das fezes

As larvas de quinto instar foram imobilizadas em gelo e tiveram seus intestinos
removidos com auxilio de pincas e solucdo de NaCl 150 mM gelado. Foram
preparados dois tipos de extratos: (I) extrato de todo o intestino meédio (epitélio do
intestino médio e contetdo do lumen) e (ll) extrato apenas do epitélio do intestino

médio.
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Ao fim do quinto instar, as fezes das larvas foram separadas do restante da
dieta remanescente nos tubos de dieta e entdo coletadas. Tanto as amostras do
intestino médio quanto as amostras das fezes foram maceradas em NaCl 150 mM
com auxilio de um homogenizador portétil Potter-Elvehjem. Apés a homogeneizacéao,
as amostras foram centrifugadas a 14,000 g a 4 °C durante 20 min, e o sobrenadante

foi estocado a — 20 °C até vir a ser utilizado como fonte enzimatica.

4.6 Parametros nutricionais

O peso seco das larvas no seu desenvolvimento maximo, o alimento consumido
e as fezes eliminadas foram pesados para determinar os parametros nutricionais (n =
20). Consumo, digestdo, e indices de utilizagdo do alimento foram calculados de
acordo com metodologia proposta por Waldbauer (1968) e modificada por Scriber e
Slansky Jr (1981). A massa do alimento ingerido durante o tempo T (), ganho de
massa larval durante T (B), média da massa larval durante T (B), massa das fezes
produzida durante T (F), e duracéo do periodo de alimentacédo (T) foram empregados
para determinar os seguinte parametros: Eficiéncia de conversao do alimento ingerido
(ECI), calculado como (B/I) x 100, expressando a porcentagem do alimento ingerido
realmente convertido em biomassa; Eficiéncia de conversdo do alimento digerido
(ECD), calculado por [B/(l — F)] x 100, expressando a eficiéncia com a qual o alimento
digerido é convertido em biomassa; Taxa de consumo relativo (RCR), calculada por
I/(B x T), expressando a quantidade de alimento ingerido por miligrama do peso
corporal do inseto por dia; Taxa de crescimento relativo (RGR), calculada por B/(B x
T), indicando o ganho de biomassa do inseto em relacdo ao seu peso; Taxa
metabdlica relativa (RMR), calculada por M/(B x T), indicando a quantidade de
alimento gasto no metabolismo por miligrama do peso corporal; e a Digestibilidade
aproximada (AD), calculada por [(I — F)/I] x 100, expressando a quantidade de
alimento ingerido que sofre digestdo. O custo metabdlico (MC) foi calculado por 100 —
[B/(1 - F)] x 100.
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4.7 Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com Bradford (1976),

usando albumina sérica bovina (BSA) a 1 mg/mL como padréao.

4.8 Ensaios enzimaticos

A atividade das enzimas do tipo tripsina e quimotripsina foram determinadas de
acordo com Oliveira et al. (2011). A atividade das enzimas do tipo tripsina foi
determinada pela medida da atividade hidrolitica residual da enzima para o substrato
N-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide (BApNA; Sigma-Aldrich). Amostras do extrato do
[imen intestinal (10 pL) foram misturadas com 60 pL de tampéo Tris-HCI 50 mM, pH
8,0, por 15 min, seguido da adicdo de 200 pL de BApNA por 30 min. A atividade de
enzimas do tipo quimotripsina foi determinada utiizando N-succinyl-alanine-alanine-
proline-phenylalanine p-nitroanilide (SAAPFpNA; Sigma-Aldrich) como substrato.
Amostras do extrato do liumen intestinal (10 pyL) foram misturadas com 60 L de
tampéo Tris-HClI 50 mM, pH 8,0, por 15 min, seguido da adicdo de 20 uL de
SAAPFpNA por 5 min. Todos os substratos foram usados em uma concentragéo final
de 1 mM. Os ensaios foram conduzidos a 30 °C e a absorbancia monitorada em 410
nm.

Para analisar a sensibilidade das enzimas do tipo tripsina presentes no extrato
do lumen intestinal das larvas frente & Talisin, foi feito uma curva de inibicdo com
concentracdes crescentes de Talisin (0-0,7 pg), e a atividade da tripsina mensurada
como descrito acima.

A atividade de a-amilase foi determinada empregando o reagente acido 3,5-
acido dinitrosalicilico (DNS; Sigma-Aldrich), preparado de acordo com Noelting e
Bernfeld (1948). O aumento do poder redutor, medido pelo reagente DNS, foi usado
como medida para digestdo do amido. Aliquotas (25 pL) do extrato intestinal foram
incubadas com 25 pL de uma solu¢do tampdao-substrato (1% de amido solluvel em
tampé&o 50 mM CAPS, pH 9,6 contendo CaCl2 2 mM e NaCl 20 mM). A reacao foi
parada com a adicdo de 200 pL de DNS. A solucao resultante foi aquecida em agua
fervente por 5 min e, entéo, resfriada. Foram adicionados 200 uL de agua destilada e
a absorbancia lida em 550 nm. Uma unidade de enzima (U) foi definida como a

guantidade de enzima que produz 1 pumol de equivalente de maltose por minuto.
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O ensaio enzimatico para detec¢do da atividade de aminopeptidase N foi
realizado utilizando o substrato sintético leucine p-nitroanilide (LpNa; Sigma-Aldrich)
em uma concentracdo de 1 mM, como descrito por Erlanger, Kokowsky e Cohen
(1961). O volume de reacdo compreendeu 10 pL do extrato do epitélio intestinal ou
extrato do lumen intestinal e 40 pL de substrato em tampé&o 50 mM Tris, pH 7,5 a 30
°C por 30 min. A reacéo foi interrompida pela adi¢cdo de 50 pL de acido acético 30%.
A absorbéncia foi monitorada em 410 nm.

Trés experimentos independentes foram feitos em triplicada para cada ensaio.

4.9 Atividade proteolitica do extrato intestinal em gel nativo de poliacrilamida

contendo 1% de caseina

A eletroforese em gel nativo de poliacrilamida foi utilizada para separar as
peptidases em gel de poliacrilamida descontinuo (4% de gel de empilhamento e 8%
em gel de resolucdo), como descrito por Hivrale et al. (2013) com algumas
modificacdes. O extrato do intestino médio (6 pg de proteina) de larvas alimentadas
com Talisin a 0,5% (m/m) e em dieta controle foram carregados em um gel nativo de
poliacrilamida. Para permitir a identificacdo de enzimas do tipo tripsina, as amostras
foram incubadas com o inibidor sintético de tripsina TLCK (1 mM N-p-tosyl-lysine
chloroketone) a 30 °C por 30 min antes de ser aplicado ao gel. As amostras também
foram incubadas com Talisin a 30 °C por 30 min antes de ser aplicado ao gel. A
eletroforese foi realizada a 20 mA. Apdés a corrida, o gel foi lavado com 4gua destilada
e equilibrado em tampéo glicina-NaOH 0,1M em pH 9,6. Apés o equilibrio, o gel foi
colocado em um recipiente contendo solucdo de caseina 1% (m/v) (preparado no
mesmo tampé&o), incubado a 30 °C durante 2 h, corado com azul brilhante Coomassie

R-250 e em seguida descorado para visualizacdo da atividade proteolitica.

4.10 Digestao de Talisin

Para investigar a resisténcia de Talisin a protedlise, Talisin foi incubada com o
extrato do intestino médio de larvas de quinto instar de S. frugiperda (alimentadas em
dieta controle e dieta contendo 0,5% (m/m) de Talisin) em tampé&o Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0 por diferentes periodos. A razao proteica Talisin:extrato intestinal foi de 1:5. A

digestao foi realizada a 30 °C por 0,5, 2, 8, 16 e 24 h e interrompida pela imerséao das
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amostras em agua fervente por 2 min. A degradacdo do BSA foi usada como um
controle positivo para a atividade proteolitica. As proteinas foram subsequentemente
separadas por SDS-PAGE (15%), como descrito por Laemmli (1970), e entdo coradas
com 0,1% de azul brilhante Coomassie R-250 para deteccdo. A massa molecular
relativa aos produtos da digestéo foi estimada utilizando marcadores moleculares de

massa conhecida.

4.11 Microscopia

Para as andlises histopatolégicas do intestino médio de S. frugiperda, foram
examinadas secfes de larvas inteiras, tanto alimentadas em dieta controle quanto
dieta contendo Talisin (0,5%, m/m). Para a microscopia de luz, as larvas inteiras foram
fixadas overnight em solucédo de Bouin apos varias incisdes na cuticula para permitir
a permeacao do fixador neste local. As larvas foram entdo embebidas em parafina
usando o processador automatico de tecido Leica TPT1020. As seccbes foram
cortadas usando micrétomo rotativo Leica RM2255 a 3-5 uM, coradas com
hematoxilina/eosina e montadas em laminas de vidro com meio de montagem DePeX.

O material foi entdo analisado e fotodocumentado em microscopio Olympus BX41.

4.12 PCR quantitativo em tempo real

O RNA total foi extraido dos intestinos médios congelados em nitrogénio liquido
utilizando 1 mL de TRIzol™ (Invitrogen). Apds extracdo, as amostras foram tratadas
com DNAse | (Thermo Scientific) a 37 °C por 1 h. A quantificacdo e checagem da
qualidade do RNA extraido foi avaliada em espectrofotometro SimpliNano (GE
Healthcare) e eletroforese em gel de agarose 1,0%, utilizando voltagem constante de
90 V durante 30 min. O gel de agarose foi preparado dissolvendo a agarose em
tampéao TAE 1X (40 mM Tris-acetato, pH 8,0 e 1 mM EDTA). Para visualizagéo do gel,
foi adicionado as amostras de RNA tampao de amostra contendo Gel Red. Apos a
separacao eletroforética, o gel foi digitalizado em fotodocumentador (UVP ChemiDoc-
[t®2). A sintese de cDNA foi realizada utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems), de acordo com as recomendacfes do
fabricante. O cDNA foi diluido em uma solucéo de trabalho e 8 pL foi usado na reagéao

de gPCR. Para as andlises de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foram
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utilizadas quatro réplicas biologicas e duas réplicas técnicas. A reacédo foi realizada
no termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando
Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific). O master mix
preparado para analise de cada gene foi composto de 1 pL de primer forward (10 uM),
1 pL do reverse primer (10 uM), 10 uL de SYBR®, e 8 uL de cDNA (20 ng) em um
volume total de 20 pL. As condigdes da reacdo de amplificagdo foram 95 °C por 10
min, 95 °C por 15 min seguido por 40 ciclos de 95 °C por 15 min, e 60 °C por 1 min. A
curva de Melt foi incluida em seguida com uma rampa de temperatura de 60 — 95 °C
por 1 °C a cada 5 s, para confirmar a auséncia de amplificacdes ndo especificas. Os
genes, da proteina ribossomal S30 e gliceraldeido-3-fostato desidrogenase (GAPDH),
foram usados como genes de referéncia para normalizar os dados (Shu et al., 2018).
A quantificacdo relativa foi feita utilizando o programa REST® (Pfaffl, 2001). Os
experimentos foram repetidos duas vezes para validagdo dos resultados.

Na Tabela 2 séo relacionados os primers dos genes de tripsina e quimotripsina,
sendo que SfTry6, SfTry7, SfTry8, SfTryl2, SfChy2, SfChy5, SfChy7, SfChyl1,
SfChyl2, SfChyl7, SfChy 19, SfChy21 e SfChy22 foram desenhados e descritos
anteriormente por Dias et al. (2015). Os primers SfTryl, SfTry2, SfChy4, SfChy15 e
SfChy23 (Tabela 2) foram desenhados em regides ndao homoélogas ao longo do
transcrito para o gene, utilizando o programa Amplifix® v. 1.7.0, onde é possivel
predefinir o tamanho das sequéncias, a sua temperatura de anelamento, a quantidade
relativa de cisteinas e guaninas presentes, bem como avaliar a possibilidade de
formacdo de  estruturas  secundarias, auto  complementariedade e
complementariedade com outros primers. Os primers dos genes de aminopeptidase
(Tabela 2) foram desenhados a partir de sequéncias parciais de RNAmM de
aminopeptidases de S. frugiperda disponiveis na base de dados do NCBI. Para
averiguar a especificidade dos primers, foi realizado um BLASTn no site
ncbi.nim.nih.gov entre as sequéncias dos primers e todas as sequéncias dos genes
utilizados. Este mesmo parametro foi confirmado por PCR convencional, assim como
a temperatura de anelamento. Ja a eficiéncia de amplificacdo de cada primer foi obtida
por meio do programa LinRegPCR, sendo considerados os primers com eficiéncia
entre 90 e 100% (Ramakers et al., 2003).



42

Tabela 2. Lista de iniciadores (primers) utilizados para a validacdo da expresséao através de qPCR de
tripsinas, quimotripsinas e aminopeptidases. TA: temperatura de anelamento.

Gene

SfS30
SfGAPDH
SfTryl
SfTry2
SfTry6
SfTry7
SfTry8
SfTry10
SfTryll
SfTryl2
SfChy2
SfChy4
SfChy7
SfChy11l
SfChy15
SfChy17
SfChy19
SfChy21
SfChy22
SfChy23
SfAPN1
SfAPN3
SfTAPN4
STAPNG6

Sequéncia do primer

Foward (5 - 37)

CACCCTCGGTGTTAGACGTT
TCATCTCCAACGCTTCCTG
ACGAGGTGGCAATTAGGAAG
CACACAGTGTCCCAGCTAGTCC
TTGTGTTTCTGGCTCTGTGC
TCGAGAATTACCCCAGCATC
TCTTCTTTCGCACACAGTGG
TCCGTCACGTCCAGCTTGT
TCAGAACCCGAATCGCATCGT
CCTCGATTACCGCTCTCTTG
CGTCTCAGGAAAACCCAGTC
TGTCATGCATCCCAACTGGACT
TTCCTGAGCCACGTTAGCTT
GGCTCCACCACTCTCTTCAC
ATGACCAGCCAATCAGCTCAGT
CTTTAGTGGCGGTGTCTTCC
ACGAACCCCACGACTAACAC
CAATTTGCCGTCTTCAGT
CTTGCCTACGCTAATGTTG
AACCAGAACGGCGTACCTACTT
TAACCCTGCAGTGTCTGATCC
AACGACTGGTGGGACGTTCTAT
ACAGTGCCCTCAATGCAGAT
CTCCTTCCTCAGAATGACAGCA

Reverse (5’ - 3’)

CCACCGGGAAAGTGATACTGT
CATCACGCCACAGTTTTCC
GATCATGCTGCTGGTGACAG
GGCTGGACGCTGTTGGAGTAT
GGATCGGTTGTTCAGAATGG
AGGTACCGGCTCTGATACGA
GAAGGCAGATGGAGAGTGGA
CACCAATGACGATGCCGTTGT
GGGTAAGCAAGGAACCTCCACA
GCCATCTGTTCACTTGGTCA
AGGGACGTTGGAAATGTCAG
CAGATGGCAGAGCGATAGGAGA
CAAGACAGGCTCGTTGTTGA
GCAATGGGTTGGATGTTAGC
TGTACCCTTCCCTGACCTTCCA
GCTTCTATCTCGGCTTGTCG
TCCCTGGCAAATACCAACTC
CACCACCGAGTATAGGATT
CTGCTCCTCTACCTTACG
ACTGGCGGATGAAACTGTCGAA
CGAAGACCCTTCTCATAGGTGT
GTGTGTACTTGCTCAGGAACGA
CTCCTTTGGCATAGCTGGTAGT
GCTTCGTTCATAGCTTGCAAGA

TA (°C)

60/58
60/58
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
58
60
60
58

4.13 Modelagem molecular

Estudos de modelagem molecular foram realizados com as sequéncias

primarias de Talisin de Talisia esculenta (GenBank: ACJ51124.1), assim como
tripsinas (NCBI sequéncia de referéncia: XP_022821647.1 e XP_022821658.1) e
guimotripsinas (GenBank: ALO61082.1 e AIR09774.1) de Spodoptera frugiperda. O

peptideo sinal e a topologia transmembrana foram preditos através do servidor

Phobius (Kall, Krogh e Sonnhammer, 2007) e desconsiderados para as demais

analises. Os zimogénios ndo ativos também foram removidos de modo a obter as
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sequéncias de serinopeptidases ativas. As estruturas modelo para a realizacao de
modelagem molecular comparativa foram identificadas através das andlises por
BLASTp (Altschul et al., 1990). Foram gerados cem modelos tridimensionais teoricos
utilizando o programa MODELLER v 9.17 (Webb e Sali, 2016), e utilizando como
estrutura modelo: (i) a estrutura cristalogréfica do inibidor do tipo Kunitz (STI) obtido a
partir de sementes de Delonix regia (Krauchenco et al., 2001) para Talisin; (ii) a
estrutura cristalogréfica da tripsina de Fusarium oxysporum (Rypniewski et al., 2001),
para tripsina; e (iii) a colagenase das larvas da mosca Hypoderma lineatum (Broutin
et al., 1996), para quimotripsina. Todos os modelos foram classificados de acordo com
o DOPE score (energia livre). Os modelos de menor energia livre foram validados
guanto a estereoquimica e enovelamento usando os servidores PROCHECK

(Laskowski et al., 1993) e ProSa-web (Wiederstein e Sippl, 2007), respectivamente.

4.14 Docking molecular

Uma vez validados, os modelos tedricos para Talisin, tripsinas e quimotripsinas
foram utilizados como entradas para simulacées de docking molecular, a fim de
melhor compreender as possiveis interacdes ocorridas nos complexos
Talisin/peptidases. O programa AutoDock Tools (Trott e Olson, 2009) foi utilizado para
configurar caixas contendo 60 x 60 x 60 pontos com 1 A de espacamento e
posicionada no centro das serinopeptidases. A liberdade maxima para as cadeias
laterais de Talisin foi bloqueada. Cinquenta simulacdes de docking molecular foram
realizadas usando o programa AutoDock 4.2 (Trott e Olson, 2009), e os complexos
foram classificados de acordo com suas afinidades de ligagdo em kcal/mol. Os
complexos de melhor afinidade para cada condi¢ao foram entdo submetidos a 50.000
passos de minimizag&o de energia (steepest descent) em caixas cubicas preenchidas
com moléculas de 4gua de carga pontual (SPC) usando o campo de for¢ca do pacote
computacional GROMACS 5.0.4 (Abraham et al., 2015). A visualizagao das estruturas
e a predicdo das interacdes atdmicas (respeitando a distancia maxima de 3.6 A) foram
feitas no PyMOL (https://pymol.orq).
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4.15 Anélises estatisticas

Os resultados foram expressos como a média = desvio padrdo, quando
apropriado. Os dados de mortalidade, duracdo dos periodos larval e pupal,
parametros nutricionais e atividade enzimética foram submetidos a anélises de
variancia com um fator (one way ANOVA). Quando foram encontradas diferencas
entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Tukey para determinar o nivel de
significancia (p < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Efeitos de Talisin no desenvolvimento do inseto

Dietas contendo 0,1%, 0,5% e 1% de Talisin (m/m) causaram a reducdo da
massa larval em aproximadamente 26, 48 e 73%, respectivamente (Figura 7B e C).
Apesar da significativa reducdo do peso, a ingestdo de Talisin ndo afetou a
sobrevivéncia larval (Figura 7A).
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Figura 7. Efeito da ingestdo de Talisin na sobrevivéncia (A) e massa (B) de larvas de 5° instar de
Spodoptera frugiperda alimentadas em dieta controle e dieta contendo 0.5% (m/m) Talisin. (C):
Diferenca de tamanho e peso em larvas alimentas com Talisin. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p < 0.05; Teste de Tukey).
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Para avaliar o efeito de Talisin (0,5%) na longevidade, os insetos foram
monitorados nos estagios larval e adulto até a morte. Nos insetos alimentados com
Talisin, o estagio larval foi estendido em 1 dia e o tempo de desenvolvimento total
(TDT), que compreende a eclosdo até a morte dos adultos, foi 3,3 dias maior
comparado ao controle (Tabela 3). Além disso, nenhuma diferenca significativa foi
encontrada na duracdo do estagio pupal ou na sobrevivéncia até a fase adulta (Tabela
3).

Tabela 3. Parametros fisiolégicos analisados durante o desenvolvimento larval de Spodoptera

frugiperda em dieta controle e dieta contendo 0,5% (m/m) Talisin.

Controle Talisin 0,5%
Massa pupal (mg) 275,08 + 13,252 272,86 + 15,672
Estéagio larval (dias) 18,80 £ 0,972 19,7 £ 0,78
Estagio pupal (dias) 9,6 £ 0,912 10,4 £ 1,012
Tempo de desenvolvimento total (dias) 35,7+ 2,532 39,00 + 0,89P
Emergéncia de adultos (%) 1002 1002

Valores sdo as médias * desvio padrdo. Médias na mesma linha seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente (p < 0,05).

5.2 Consumo e utilizacado do alimento

Larvas alimentadas com Talisin (0,5%) consumiram 9% a mais de alimento e
produziram 36% a menos de fezes que o controle, resultando em diferenca
significativa na digestibilidade aproximada (AD) (Tabela 4). A AD das larvas
alimentadas com Talisin aumentou em 21% em comparacéo ao controle. Contudo, a
AD foi 0 Unico parametro nutricional alterado entre o grupo controle e alimentado com
Talisin (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros nutricionais em larvas de quinto instar de Spodoptera frugiperda no controle e
tratamento contendo Talisin 0,5%.

Controle Talisin 0,5%
RCR 0,749 + 0,080? 0,764 + 0,259
RGR 0,083 + 0,006 0,080 + 0,010
RMR 0,390 + 0,0612 0,460 * 0,2012
AD 63,526 * 4,0252 76,855 + 7,604
ECI 11,966 + 1,8132 11,215 + 3,4422
ECD 17,861 + 2,605 14,838 + 5,8182
CM 85,447 + 6,5182 92,591 * 6,5682

RCR: taxa de consumo relativo (g/g/dia); RGR: taxa de crescimento relativo (g/g/dia); RMR: taxa
metabolica relativa (g/g/dia); AD: digestibilidade aproximada (%); ECI: eficiéncia de conversdo do
alimento ingerido (%); ECD: eficiéncia de conversao do alimento digerido (%); CM: custo metabdlico
(%).

5.3 Atividade enzimatica em larvas alimentadas com Talisin na primeira
geracao

Para avaliar o efeito in vitro de Talisin sobre as tripsinas de S. frugiperda, Talisin
foi incubada com o extrato intestinal de larvas de quinto instar. Este ensaio mostrou
que concentracdes crescentes de Talisin causam um efeito inibitério significativo na
atividade das tripsinas deste inseto (Figura 8).
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Figura 8. Atividade inibitéria de Talisin sobre as enzimas do tipo tripsina presentes no fluido intestinal
de lagartas de 5° instar de Spodoptera frugiperda.
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Avaliamos em seguida, a atividade proteolitica in vivo das enzimas do tipo
tripsina oriundas de larvas alimentadas com Talisin, tanto do limen intestinal quanto
das fezes, e os resultados mostram uma reducdo de 30 e 35% de atividade,
respectivamente (Figura 9). Além disso, a sensibilidade das enzimas tripsinas de
larvas alimentadas com Talisin foi alterada quando comparada a atividade das
tripsinas de larvas controle. A atividade das tripsinas de larvas alimentadas com

Talisin apresentaram menor inibicdo apds a exposicao cronica a Talisin (Figura 10).
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Figura 9. (A) Atividade de enzimas do tipo tripsina no limen intestinal e nas fezes de larvas de 5° instar
de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta controle e dieta contendo Talisin 0,5% (m/m). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA). (B) SDS-PAGE 15% do extrato fecal de
larvas de quinto instar de S. frugiperda alimentadas em dieta controle e dieta contendo Talisin.



49

= Controle
—e— 0.5% Talisin
100 4
-\ll .
= i T §
8 X ey
g 80 R
£
8 '
= ~m
T 60 -
© e S
§ e
S L |
@ 40 -
()]
e
©
i)
= 20
<
0 I L3 L] ] 1 ¥ | Y 1 ) l ¥ I L 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Talisin (ug/uL)

Figura 10. Inibicdo por Talisin da atividade de tripsinas presentes no limen intestinal de larvas de 5°
instar de Spodoptera frugiperda alimentadas em dieta controle e dieta contendo 0,5% (m/m) Talisin.

A atividade das aminopeptidases-N medida a partir do extrato do epitélio
intestinal de larvas alimentadas com Talisin aumentou 25% em comparacao ao
controle. Um aumento ainda mais expressivo (70%) foi medido no extrato obtido a
partir do lumen intestinal (Figura 11). Nenhuma diferenca significativa foi observada

em relacdo a atividade das quimotripsinas (Figura 12) e a—amilases (Figura 13).
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Figura 11. Atividade de enzimas aminopeptidase-N no epitélio e lumen intestinal de larvas de 5° instar
de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta controle e dieta contendo Talisin 0,5% (m/m). Letras

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA).
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Figura 12. Atividade de enzimas do tipo quimotripsina no limen intestinal e nas fezes de larvas de 5°
instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta controle e dieta contendo Talisin 0,5% (m/m).

Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA).
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Figura 13. Atividade de enzimas a-amilase no lumen intestinal de larvas de 5° instar de Spodoptera
frugiperda alimentadas com dieta controle e dieta contendo Talisin 0,5% (m/m). Letras diferentes
indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA).

5.4 Visualizacdo em gel da atividade proteolitica

A zimografia de caseina foi realizada para visualizacao da atividade proteolitica
do extrato intestinal de larvas controle e larvas alimentadas com 0,5% de Talisin. As
peptidases do intestino médio de S. frugiperda (SfGP) foram designadas como SfGP1
a SfGP6 (Figura 14). A incubacéo das amostras com TLCK demonstrou que SfGP1 e
SfGP4 sao enzimas do tipo tripsina, pois a intensidade destas bandas apresentou-se
diminuida apds a incubacdo. A visualizacdo do gel ndo foi suficiente para revelar
diferencas na atividade enzimatica entre larvas controle e tratadas com Talisin (Figura
14, colunas 1 e 2). No entanto, a incubacao de Talisin com o extrato intestinal, tanto
de larvas controle quanto de larvas alimentadas com Talisin, mostrou que a atividade

proteolitica nestas amostras foi inibida (Figura 14, seta do lado direito, colunas 5 e 6).
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Figura 14. Atividade proteolitica de enzimas presentes no intestino médio de larvas de 5° instar de
Spodoptera frugiperda alimentadas em dieta controle e dieta contendo Talisin 0,5% (m/m). As bandas
foram designadas SfGP1 a SfGP6. Linha 1: extrato intestinal de larvas alimentadas em dieta controle;
Linha 2: extrato intestinal de larvas alimentadas em dieta contendo Talisin; Linhas 3 e 5: extrato
intestinal de larvas alimentadas em dieta controle incubadas com TLCK e Talisin, respectivamente;
Linhas 4 e 6: extrato intestinal de larvas alimentadas com Talisin incubadas com TLCK e Talisin,
respectivamente. TLCK: Inibidor sintético de tripsina. As setas ao lado direito indicam bandas inibidas.

5.5 Efeito daingestdo de Talisin em larvas de segunda geracao

Para as andlises comparativas em larvas de segunda geracéo, foi necessario
montar quatro grupos, sendo um grupo formado por larvas que se alimentaram de
dieta controle por duas gerac¢des consecutivas (CC), um grupo alimentado em dieta
controle na primeira geracdo e dieta contendo Talisin (0,5%, m/m) na segunda
geracao (CT), um grupo alimentado com Talisin por duas geracfes consecutivas (TT)
e um grupo alimentado em dieta contendo Talisin na primeira geracédo e em dieta
controle na segunda geracdo (TC). Os resultados indicam que larvas que tiveram
contato com Talisin na primeira geracao apresentaram uma reducdo da massa larval
de aproximadamente 30% quando comparada com seu respectivo controle, e larvas
gue se alimentaram de Talisin por duas gera¢des consecutivas tiveram uma redugao
da massa larval de 35% comparada também com seu respectivo controle. Essa
reducdo se torna bem mais acentuada se comparada entre o grupo alimentado em
dieta controle por duas geragdes consecutivas (CC) e o grupo alimentado com Talisin

por duas geracOes consecutivas (TT) (Figura 15B). Apesar da evidente reducao da
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massa larval apos ingestdo de Talisin, ndo houve alteracdo na sobrevivéncia larval
(Figura 15A).
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Figura 15. Efeito da ingestdo de Talisin na sobrevivéncia (A) e massa (B) de larvas de 5° instar da 22
geracdo de Spodoptera frugiperda. Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; Teste de
Tukey). CC: larvas que se alimentaram de dieta controle por duas gerac¢des consecutivas; CT: larvas que
se alimentaram em dieta controle na primeira geragéo e dieta contendo Talisin na segunda geracéo; TC:
larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin na primeira geracdo e dieta controle na segunda
geracdo; TT: larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin por duas gerac¢des consecutivas.

5.6 Atividade enzimatica em larvas alimentadas com Talisin na segunda

geracao

Na segunda geracéo, larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin
apresentaram uma reducéo na atividade das tripsinas de 25% comparada ao controle
(Figura 16). As larvas oriundas de insetos alimentados com Talisin na primeira
geracdo e que foram alimentadas em dieta controle na segunda geracdo (TC)
reestabeleceram os niveis normais de atividade das tripsinas na segunda geracao
(Figura 16).
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Atividade da tripsina (nmol/mL/min)

Figura 16. Atividade das enzimas do tipo tripsina no limen intestinal de larvas de 5° instar de 22 geracao
de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta controle e dieta contendo Talisin 0,5% (m/m). Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; Teste de Tukey). CC: larvas que se alimentaram de
dieta controle por duas gera¢Bes consecutivas; CT: larvas que se alimentaram em dieta controle na
primeira geracéo e dieta contendo Talisin na segunda geracdo; TC: larvas que se alimentaram em dieta
contendo Talisin na primeira geracdo e dieta controle na segunda geracdo; TT: larvas que se
alimentaram em dieta contendo Talisin por duas geracdes consecutivas.

Além disso, um ensaio de inibi¢cdo das tripsinas, revelou que larvas alimentadas

com Talisin apresentaram menor inibicdo por Talisin (Figura 17).
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Figura 17. Inibicao por Talisin da atividade de tripsinas presentes no limen intestinal de larvas de 5°
instar de 22 geracdo de Spodoptera frugiperda alimentadas em dieta controle e dieta contendo Talisin
0,5% (m/m). CC: larvas que se alimentaram de dieta controle por duas geracfes consecutivas; CT:
larvas que se alimentaram em dieta controle na primeira geragéo e dieta contendo Talisin na segunda
geracdo; TC: larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin na primeira geracéo e dieta controle

na segunda geracéo; TT: larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin por duas geracdes
consecutivas.

N&o houve diferenca significativa em relacdo a atividade de enzimas do tipo
guimotripsina entre os tratamentos (Figura 18). Por outro lado, ainda se observa um
aumento da atividade das aminopeptidases em lagartas alimentadas por duas
geracdes consecutivas (Figura 19).
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Atividade da quimotripsina (nmol/mL/min)

CC CT TC TT

Figura 18. Atividade das enzimas do tipo quimotripsina no limen intestinal de larvas de 5° instar de 22
geracéo de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta controle e dieta contendo Talisin 0.5% (m/m).
Letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; Teste de Tukey). CC: larvas que se
alimentaram de dieta controle por duas geragdes consecutivas; CT: larvas que se alimentaram em dieta
controle na primeira geracdo e dieta contendo Talisin na segunda geracdo; TC: larvas que se
alimentaram em dieta contendo Talisin na primeira geracéo e dieta controle na segunda geragéo; TT:
larvas que se alimentaram em dieta contendo Talisin por duas gera¢gdes consecutivas.
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Figura 19. Atividade de enzimas aminopeptidase-N no extrato intestinal de larvas de 5° instar de 22
geracdo de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta controle e dieta contendo Talisin. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05; ANOVA). CC: larvas que se alimentaram de dieta
controle por duas geracdes consecutivas; CT: larvas que se alimentaram em dieta controle na primeira
geracdo e dieta contendo Talisin na segunda geracdo; TC: larvas que se alimentaram em dieta
contendo Talisin na primeira geracdo e dieta controle na segunda geracéo; TT: larvas que se
alimentaram em dieta contendo Talisin por duas gerac¢des consecutivas.
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5.7 Resisténcia de Talisin a degradacdo pelas peptidases do intestino médio
de Spodoptera frugiperda

Para avaliar se Talisin seria resistente a degradacdo pelas peptidases
presentes no intestino médio de S. frugiperda, Talisin foi incubada com o extrato
intestinal de larvas alimentadas em dieta controle e dieta contendo Talisin por um
periodo de até 24 h. O gel de SDS-PAGE mostrou que a banda com peso molecular
aparente de 22,1 kDa, correspondente ao peso de Talisin, permaneceu nas amostras
mesmo depois de 24 h de incubacao, indicando uma forte resisténcia de Talisin a

protedlise pelas enzimas de S. frugiperda (Figura 20C e D).

Intestino médio de larvas controle Intestino médio de larvas alimentadas
com 0.5% Talisin

- . S = - - —
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Intestino médio de larvas controle Intestino médio de larvas alimentadas
com 0.5% Talisin
T 4 B - ‘

bt 9 H s M
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Figura 20. Resisténcia de Talisin a hidrélise pelas proteases intestinais de Spodoptera frugiperda.
SDS-PAGE dos extratos intestinais misturados com Talisin na razdo 1:5 (Talisin para extrato
intestinal) e incubados a 30°C por diferentes periodos. Digestdo de BSA (A) e Talisin (C) com o
extrato intestinal e larvas alimentadas em dieta controle e digestdo de BSA (B) e Talisin (D) com

extrato intestinal de larvas alimentas com Talisin. TAL: Talisin; BSA: albumina sérica bovina.

O gel de SDS-PAGE contendo o controle positivo (BSA) mostrou que as
enzimas digestivas estavam ativas e degradaram o BSA nos primeiros 15 min,
enquanto que as enzimas do intestino médio de larvas alimentadas com Talisin n&do
foram capazes de degradar o BSA no mesmo intervalo de tempo, sugerindo que o
processo digestivo em larvas alimentadas com Talisin € parcialmente inibido. Mais do

que isso, as enzimas das larvas alimentadas com Talisin ndo foram capazes de
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degradar totalmente o BSA mesmo quando incubadas pelo tempo maximo de 120 min
(Figura 20B e D).

5.8 Anélises de expressdo génica em larvas da primeira geracao

O RNA total extraido do intestino médio das larvas de S. frugiperda mostrou-se

integro apos a extracdo, como € possivel visualizar na Figura 21.

Controle Talisin 0.5%
1 2 3 4

1 2 3 4

Figura 21. Gel de agarose 1% das amostras de RNA total extraido do intestino médio de larvas de
quinto instar de Spodoptera frugiperda. Os numeros representam cada uma das 4 réplicas biolégicas
utilizadas.

Apbs a extracdo do RNA, foram obtidos os cDNAs e as analises de PCR em
tempo real mostraram os perfis transcricionais de 6 genes de tripsina, 7 genes de
guimotripsina e 4 genes de aminopeptidase. Dos 6 genes de tripsina analisados, 3
deles apresentaram uma expresséao diferencial em lagartas que se alimentaram de
Talisin. O gene Try6 apresentou um aumento da expressdo relativa de até 6 vezes.

Ja os genes Try8 e Tryl2 foram menos expressos (Figura 22).
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Expressao relativa

Figura 22. Expresséao relativa dos genes de tripsinas de larvas de 5° instar de Spodoptera frugiperda
alimentadas com Talisin 0,5% (m/m). Genes acima da linha pontilhada foram considerados mais
expressos e genes abaixo da linha pontilhada foram considerados menos expressos. * indica diferenca
significativa (p < 0,05).

Com relacdo aos genes de quimotripsina, apenas dois genes apresentaram
expressao diferencial. Chy21 teve sua expressao aumentada em 4 vezes, e 0 gene
Chy2 foi menos expresso (Figura 23). Os demais genes, tanto de tripsina quanto de
quimotripsina, ndo apresentaram transcricao diferencial frente a ingestéo de Talisin.
Ja os genes APN1 e APNG, referentes a aminopeptidases-N, foram menos expressos
apos ingestao de Talisin e os demais ndo apresentaram transcricao diferencial frente

a ingestao de Talisin (Figura 24).



60

Expressao relativa

Figura 23. Expresséao relativa dos genes de quimotripsinas de larvas de 5° instar de Spodoptera
frugiperda alimentadas com Talisin 0,5% (m/m). Genes acima da linha pontilhada foram considerados
mais expressos e genes abaixo da linha pontilhada foram considerados menos expressos. * indica
diferenca significativa (p < 0,05).
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Figura 24. Expresséo relativa dos genes de aminopeptidase de larvas de 5° instar de Spodoptera
frugiperda alimentadas com Talisin 0,5% (m/m). Genes acima da linha pontilhada foram considerados
mais expressos e genes abaixo da linha pontilhada foram considerados menos expressos. * indica
diferenca significativa (p < 0,05).
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5.9 Microscopia

A camada epitelial do intestino médio de larvas controle apresentaram uma Unica
camada de células colunares e a membrana peritréfica integra (Figura 25A e C). Ja
em larvas alimentadas com Talisin, é possivel notar alteracdes nas células epiteliais,
a membrana peritréfica menos espessa e com rupturas, além de ser possivel notar

uma reducédo do espaco ectoperitrofico (Figura 25B e D).

Figura 25. Fotomicrografia de larvas de quinto instar de Spodoptera frugiperda. (A) Intestino médio de
larvas controle, 10x. (B) Intestino médio de larvas alimentadas com Talisin 0,5% (m/m), 10x (C) Epitélio
do intestino médio de larvas controle, 40X (D) Epitélio do intestino médio de larvas alimentadas com
Talisin 0,5% (m/m), 40X. Lu, Lamen; EP, Epitélio; MP, Membrana Peritréfica; (*) Diferenca entre o
espaco ectoperitréfico.

5.10 Modelagem molecular e docking molecular

A fim de verificar as interacfes e afinidade entre Talisin e as enzimas mais e
menos expressas, foram feitas as modelagens destas proteinas, bem como analises
de acoplamento molecular dos complexos Talisin-enzima. Talisin apresentou 0s
melhores valores de cobertura (92%) e identidade (42%) aliados ao baixo E-value

guando alinhada a sequéncia primaria de um inibidor de peptidase serinica do tipo



62

Kunitz de Delonix regia (PDB id: 1R8N). Para as tripsinas 6 e 12 foi selecionada como
estrutura modelo de coordenadas atémicas a estrutura cristalografica de Fusarium
oxysporum (PDB id: 1gdu) por apresentarem valores de identidade de 36 e 38%,
respectivamente e valor de cobertura de 98% para ambas. Para as quimotripsinas 2
e 21, a estrutura modelo utilizada foi de uma colagenase das larvas da mosca
Hypoderma lineatum (PDB id: 1hyl) pelos melhores valores de identidade de 41 e 37%,
e valores de cobertura de 94 e 99%, respectivamente. As analises ProSa também
confirmaram a qualidade do dobramento dos modelos tedricos obtidos, revelando z-
scores equivalentes (-4,62, -5,82, -5,28, -5,42 e -5,82 para Talisin, Try6, Tryl2, Chy2
e Chy21, respectivamente) de proteinas estruturalmente resolvidas por cristalografia
de raios-X e depositadas no Protein Data Bank (PDB). Todos os modelos validados
apresentaram acima de 83% dos residuos em regides mais favoraveis no mapa de
Ramachandran. Todas essas caracteristicas e parametros revelaram a confiabilidade
dos modelos construidos, tornando-os adequados para os estudos de docking
molecular.

Os melhores valores de afinidade para os complexos Talisin/Tripsina 6,
Talisin/Tripsina 12, Talisin/Quimotripsina 2 e Talisin/Quimotripsina 21 foram -8,4 -8,8,
-11,2, -10.0 kcal/mol, respectivamente. Com isso, podemos afirmar que Talisin possui
maior afinidade pela Tripsina 12 (menos expressa), do que pelo Tripsina 6 (mais
expressa). Talisin também apresenta maior afinidade pela Quimotripsina 2 (menos
expressa) do que pela quimotripsina 21 (mais expressa). As interacdes do complexo
Talisin/Tripsina 6 foram preditas variando de 1,9 a 3,6 A de distancia, em 9 ligagbes
de hidrogénio e 1 interacdo hidrofébica. JA& o complexo Talisin/Tripsina 12
apresentaram 12 ligacdes de hidrogénio e 2 interacBes hidrofébicas, onde as
distancias entre os atomos envolvidos na interacdo variaram de 1,7 a 3,6 A (Figura
26). O complexo Talisin/Quimotripsina 2 apresentou 13 ligacdes de hidrogénio e 3
interacdes hidrofébicas, variando de 2,6 a 3,6 A de distancia. E o complexo
Talisin/Quimotripsina2l apresentou 0 mesmo numero de ligagbes de hidrogénio que
o complexo Talisin/Quimotripsina 2 e apenas 1 interacao hidrofébica, variando de 2,9
a 3,6 A (Figura 27).
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Figura 26. Modelo tridimensional te6rico para os complexos Talisin/Tripsina 6 (A) e Talisin/Tripsina 12

(B).



64

Figura 27. Modelo tridimensional teérico para os complexos Talisin/Quimotripsina 2 (A) e
Talisin/Quimotripsina 21 (B).



Tabela 5. Interagéo in silico dos complexos Talisin/Tripsina 6 (-8.4 kcal/mol) e Talisin/Tripsina 12 (-8.8 kcal/mol).

Tripsina 6 (XP_022821647.1%) Distancia (A) Talisin (ACJ51124.1%) Interacéo
Residuo Posicéo Residuo Posicéo
Asn 37 1.9 Ser 106 HB
Ser 112 3.1 Ser 50 HB
lle 113 1.9 Gln 48 HB
lle 113 2.5 Ser 49 HB
Gly 115 31 GIn 48 HB
Ala 116 3.6 Leu 34 H
Asn 197 2.1 Gln 53 HB
lle 199 35 GlIn 53 HB
lle 199 3.3 GIn 53 HB
Ser 231 1.9 Pro 35 HB
Tripsina 12 (XP_022821658*) Talisin (ACJ51124.1%)

Gly 4 2.9 lle 117 HB
Thr 133 3.6 Val 116 H
Thr 133 3.6 lle 117 HB
Tyr 134 3.2 Tyr 65 HB
Tyr 134 3.6 Met 126 H
Tyr 135 2.0 Tyr 65 HB
Ala 137 1.9 Tyr 65 HB
Pro 138 3.3 Val 96 HB
Thr 139 1.7 Ser 94 HB
Thr 139 2.3 GIn 82 HB
Thr 139 3.2 Val 96 HB
Ser 141 3.4 Tyr 93 HB
Arg 145 2.3 lle 117 HB
Arg 145 2.7 lle 117 HB

A: Angstrom; HB: Ligacao de hidrogénio; H: Interagéo hidrofébica; * Identificagdo NCBI.
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Tabela 6. Interacao in silico dos complexos Talisin/Quimotripsina2 (-11.2 kcal/mol) e Talisin/Quimotripsina21 (-10.0 kcal/mol).

Quimotripsina 2 (ALO61082.1%) Distancia (A) Talisin (ACJ51124.1%) Interacéo
Residuo Posicéo Residuo Posicéo
lle 35 2.6 Asn 66 HB
lle 35 3.2 Asn 66 HB
His 81 35 Val 116 H
lle 110 2.8 Asn 66 HB
Leu 112 3.2 Tyr 65 HB
Asn 119 3.1 Val 149 H
Asn 119 3.2 Ser 148 HB
Leu 201 3.6 Tyr 65 H
Ser 229 2.9 Lys 98 HB
GIn 232 2.9 Val 63 HB
GIn 232 3.2 Asn 80 HB
Ser 233 3.4 Ser 94 HB
Ser 233 35 Gln 82 HB
GIn 234 2.9 GlIn 82 HB
Gln 234 29 Tyr 93 HB
Gln 234 3.0 Tyr 93 HB
Quimotripsina 21 (AIR09774.1%) Talisin (ACJ51124.1%)

Leu 9 3.0 Asp 70 HB
Glu 11 3.6 Gly 67 HB
GIn 102 3.3 Asp 192 HB
Phe 103 3.0 Asp 192 HB
Ala 111 3.3 Tyr 93 H
Leu 112 2.9 Tyr 93 HB
Ser 116 3.5 GIn 92 HB
GIn 117 2.9 Tyr 93 HB
Tyr 151 3.6 Asn 66 HB
Gln 197 31 Asn 66 HB
GIn 197 3.6 Asn 66 HB
Arg 198 3.4 Tyr 65 HB
Arg 198 3.5 Asn 66 HB
Gly 200 3.6 Tyr 65 HB

A: Angstrom; HB: Ligacao de hidrogénio; H: Interacéo hidrofébica; * Identificagdo NCBI.
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6. DISCUSSAO

Talisin € uma proteina de reserva que apresenta tanto propriedades de inibidor
de peptidase quanto de lectinas, duas classes de proteinas sabidamente envolvidas
no mecanismo de defesa vegetal, e que podem acarretar efeitos téxicos quando
ingeridas por insetos (War et al., 2012; Dang e Van Damme, 2015; Macedo, Oliveira
e Oliveira, 2015). Talisin pode ser considerada, portanto, uma proteina multifuncional,
e tal versatilidade torna esta proteina bastante interessante para ser explorada quanto
ao seu potencial inseticida.

Para avaliar in vivo o efeito da ingestédo de Talisin em larvas de 5° instar de S.
frugiperda, suplementou-se a dieta artificial oferecida as lagartas com diferentes
guantidades de Talisin. As larvas que se alimentaram de 0,1%, 0,5%, e 1% (m/m) de
Talisin apresentaram uma reducéo do peso de 26, 48 e 73%, respectivamente, o que
indica que Talisin ocasiona um efeito antinutricional, dificultando a absorcdo de
nutrientes. Embora Talisin cause significativa reducdo da massa larval, nao
observamos alteragéo na taxa de sobrevivéncia das larvas, possivelmente por Talisin
prejudicar a digestdo de proteinas mas ndo a bloquear completamente, permitindo ao
inseto o desenvolvimento de mecanismos capazes de fazé-lo sobreviver e se adaptar
(Stevens et al., 2013; Howe e Herde, 2015). Macedo et al. (2010) relataram reducao
de 50 e 76% no peso de larvas de Anticarsia gemmatalis alimentadas em dieta artificial
contendo 1,5 e 2,0% (m/m) de Talisin, respectivamente, e também nédo observaram
alteracéo na taxa de sobrevivéncia ou no tempo de desenvolvimento larval.

A fim de aprofundar nossa investigacdo a nivel enziméatico e molecular,
definimos a concentracdo de 0,5% para dar continuidade aos demais ensaios
biolégicos. Essa concentracdo corresponde a niveis de lectinas presentes
naturalmente em sementes de leguminosas e é similar a utilizada em outros estudos
com outras lectinas e inibidores de peptidases, além de ser uma concentracao
possivel de ser expressa em uma planta transgénica sem afetar sua fisiologia
(Wakefield et al., 2007; Van Damme, Lannoo e Peumans, 2008a; Li et al., 2009;
Oliveira et al., 2011; Oliveira et al., 2015).

Apesar de Talisin afetar o ganho de massa larval, as larvas alimentadas em
dieta suplementada com Talisin ndo apresentaram diferengas significativas em

relacdo aos indices nutricionais analisados. Contudo, as larvas consumiram uma
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guantidade maior de alimento e produziram uma quantidade significativamente menor
de fezes, acarretando diferencas em relacdo a digestibilidade aproximada (AD)
(Tabela 4). AD é um indice que indica a porcentagem de alimento ingerido que é
efetivamente assimilado pelo inseto, ou mais especificamente pelas paredes do
intestino do inseto. A maior retencdo do alimento no intestino constitui uma tentativa
de maximizar a AD, provavelmente para atender ao aumento da demanda por
nutrientes e compensar o efeito antinutricional de Talisin (Rath, Prasad e Sinha, 2003).
A ingestdo de Talisin também levou a alteracbes no periodo de
desenvolvimento do inseto, acarretando um aumento de 1 dia no estagio larval e de
3,3 dias no tempo de desenvolvimento total (TDT) (Tabela 3). De forma similar, Li e
Romeis (2009), relataram um aumento de 3,7 dias no TDT de Chrysoperla carnea
(Neuroptera) alimentado com 1% de GNA, uma lectina amplamente estudada,
purificada de Galanthus nivalis (Amaryllidaceae). Esse atraso no desenvolvimento
larval também ja foi observado em Helicoverpa armigera e Spodoptera litura quando
alimentados com proteinas do tipo miraculinas, as quais Talisin apresenta similaridade
de sequéncia de aminoécidos (50%) (Gahloth et al., 2011). Os autores relataram um
aumento de 7 dias no tempo de desenvolvimento total de larvas de H. armigera apos
a ingestédo de 0,43% da proteina do tipo-miraculina de Murraya koenigii (MKMLP).
Vandenborre et al. (2010) relataram gue o desenvolvimento larval de S. littoralis
foi comprometido ao ingerir Nicotiana tabacum expressando a lectina NICTABA. Os
autores observaram que este retardo ocorre principalmente nos estagios larvais
iniciais e apontaram que tal desaceleracdo do crescimento larval é vantajosa, pois
torna os insetos mais vulneraveis a predadores por um periodo mais longo, o que em
termos ecolégicos é um papel relevante de defesa das lectinas induzidas por
herbivoria, uma vez que envolve a interacdo com estratégias de defesa indiretas das
plantas. Isso é consistente com o papel de defesa das lectinas vegetais, inibidores de
peptidases e proteinas de reserva envolvidas no mecanismo de defesa vegetal
(Senthilkumar, Cheng e Yeh, 2010; Vandenborre, Smagghe e Van Damme, 2011).
Para que proteinas possam exercer de fato um efeito antinutricional quando
ingeridas pelos insetos, elas precisam necessariamente ser resistentes a agédo das
peptidases presentes no trato digestivo (Chen et al.,, 2005; Chen, 2008), pois do
contrario a proteina pode ser clivada perdendo sua atividade inseticida (Girard et al.,
1998). A fim de verificar a resisténcia de Talisin a acdo das peptidases de S.

frugiperda, Talisin foi incubada por até 24 h com o extrato intestinal das larvas. Através
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de uma andlise em SDS-PAGE, foi possivel verificar que as peptidases intestinais de
S. frugiperda ndo sdo capazes de degradar Talisin, que se mostra resistente a
protedlise por até 24 h, periodo este que as enzimas digestivas ainda permanecem
ativas (Figura 20C). Curiosamente, podemos observar que o BSA, usado como um
controle positivo, € completamente degradado pelas peptidases das larvas
alimentadas em dieta controle em um curto periodo de tempo (15 min) (Figura 20A),
enguanto as peptidases de larvas que se alimentaram com Talisin degradaram o BSA
apenas parcialmente e de forma muito mais lenta (Figura 20B), o que corrobora o fato
de Talisin interferir na atividade proteolitica deste inseto inibindo a atividade de
enzimas digestivas. A digestibilidade de proteinas de reserva de plantas esta
relacionada a uma estabilidade estrutural excepcionalmente alta (Xia et al., 2016).
Nosso resultado corrobora a estudos anteriores que mostram a elevada resisténcia
de Talisin a proteldlise pelas enzimas digestivas de insetos, uma vez que essa
proteina jA se mostrou resistente a degradacdo pelas peptidases de Anticarsia
gemmatalis (Macedo et al., 2010), Callosobruchus maculatus (Macedo, De Castro e
Freire, 2004) e Diatraea saccharalis (Freire et al., 2012).

Alguns insetos da ordem Lepidoptera apresentam uma grande capacidade de
alterar as peptidases digestivas em resposta a mudancas nutricionais qualitativas na
dieta e/ou quando as peptidases existentes sdo ineficazes e/ou ineficientes para a
digestédo (Oliveira et al., 2013; Stevens et al., 2013; Kuwar et al., 2015). Um desses
mecanismos inclui aumento da atividade das peptidases intestinais para atingir a taxa
ideal de digestdo de proteinas (Brioschi et al., 2007; Hivrale et al., 2013). O gel de
SDS-PAGE de Talisin com os extratos intestinais de larvas alimentadas com Talisin
indica que as enzimas proteoliticas destes insetos foram incapazes de degradar
Talisin (Figura 14).

Em estudo anterior, Freire et al. (2009), fizeram a caracterizacao bioquimica e
a clonagem de Talisin, que apresentou uma alta similaridade com diversas proteinas
de reserva, todas elas apresentando sequéncias de aminoacidos claramente
relacionadas aos inibidores de peptidase da familia Kunitz. Tendo em vista esta
propriedade de inibidor de peptidase, e considerando que lepidopteros como S.
frugiperda possuem as serinopeptidases tripsina e quimotripsina como principais
enzimas responsaveis pela digestdo de proteinas (Terra e Ferreira, 2012), buscou-se
primeiramente investigar o efeito in vivo da ingestdo de Talisin sobre estas duas

enzimas.
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A atividade das enzimas do tipo tripsina do limen intestinal de larvas que se
alimentaram cronicamente de Talisin apresentou uma reducéo de 30% quando
comparada as larvas controle. Reducdo semelhante (cerca de 33%) foi observada
também nas fezes. Através da analise qualitativa por zimografia (Figura 14), podemos
notar que pelo menos duas bandas do gel podem ser classificadas como tripsinas,
uma vez que quando as amostras sdo incubadas com um inibidor sintético especifico
para tripsina (TLCK) as bandas 1 e 4 foram inibidas (Figura 14, colunas 3 e 4). Outro
detalhe a ser observado é que, quando incubadas com Talisin, as bandas SfGP 1 e 3
foram inibidas, sugerindo a interag&o direta de Talisin com estas enzimas com efeito
sobre a atividade das mesmas. Ja a atividade das quimotripsinas ndo foi alterada,
nem no limen e nem nas fezes (Figura 18).

Stevens et al. (2013) detectaram uma elevada perda de peptidases nas fezes
de Helicoverpa armigera alimentadas com o inibidor de serinopeptidase NaPI e
discutem que essa grande quantidade de enzimas perdidas limita a quantidade de
enzimas que podem ser recicladas pelo inseto, reduzindo o pool de aminoé&cidos e
nitrogénio para a sintese de proteinas, 0 que, por consequéncia, leva a uma reducao
do crescimento larval. E possivel que Talisin ao se ligar as enzimas digestivas do
intestino médio, formando um complexo, possa impedir a reabsor¢édo dessas enzimas
do espaco endoperitréfico para o espaco ectoperitréfico, fazendo com que haja uma
perda critica de aminoacidos essenciais para as fezes. Outrossim, por nao ser
degradada ao passar pelo trato digestério de S. frugiperda, Talisin, possivelmente,
esta sendo eliminada integra nas fezes (Figura 9B), o que corrobora com a reducao
da atividade das tripsinas nas fezes.

Neste estudo, avaliamos também os efeitos da ingestdo de Talisin sobre as
serinopeptidases de S. frugiperda por duas geracfes consecutivas, no intuito de
identificar e melhor compreender as possiveis respostas adaptativas que o inseto
seleciona para sobrepujar os efeitos adversos da ingestdo de Talisin. Em larvas de
segunda geracgdo, Talisin continuou a acarretar reducdo do peso, porém sem alterar
a sobrevivéncia, assim como observado na primeira geracdo. Além disso, Talisin
acarretou uma reducéo da atividade das tripsinas em 25%, semelhante a observada
na geracao anterior. Apesar desta reducdo, percebe-se que as enzimas voltam a
apresentar sua atividade normal quando os insetos se alimentam em dieta controle,
na auséncia de Talisin (vide grupos CC e TC). Especulamos, entdo, que as larvas

precisam estar em contato direto com Talisin para que esta proteina acarrete alteracao
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da atividade das tripsinas. A reducéo do peso em larvas do grupo alimentado com
Talisin por duas geracdes consecutivas quando comparada com seus respectivos
grupos controle, mostra que Talisin promove uma reducdo do peso similar em
diferentes geracdes, sugerindo que nenhuma resposta adaptativa do inseto foi
transferida de uma geragéo para a outra. Assim, as larvas da segunda geracdo séo
capazes de reestabelecer os niveis normais da atividade das enzimas, porém ainda
sim sdo sensiveis aos efeitos antinutricionais promovidos por Talisin. Essa pode ser
uma vantagem de Talisin se comparada aos inibidores de peptidases tipicos, visto que
a ingestao de IPs acarreta respostas adaptativas no inseto ainda na primeira geragéo
(Kuwar et al., 2015).

Além disso, constatamos que as tripsinas de larvas alimentadas em dieta
contendo Talisin apresentaram uma menor inibicdo por Talisin, como é possivel
observar na Figura 10. Este resultado sugere que as enzimas que a larva pode estar
se utilizando para fazer a degradacao de proteinas sejam enzimas menos sensiveis a
inibicdo por Talisin. O mesmo é observado no ensaio de inibicdo com as larvas de
segunda geracdo, que quando em contato com Talisin, apresentam menor
sensibilidade a inibicdo (Figura 17). Essa aparente diferenca na inibicdo, pode
decorrer da expressao diferencial de enzimas, uma vez que um dos mecanismos mais
comuns, em espécies de lepiddpteros como S. frugiperda, em resposta a ingestédo de
proteinas toxicas como os inibidores de peptidases, € a superproducéo de peptidases
sensiveis ou a expressdo de novas peptidases insensiveis aos inibidores de
peptidases (Brioschi et al., 2007; Oliveira et al., 2013). Outrossim, ndo seria possivel
verificar a producédo de isoformas via zimografia, pois grande parte das isoformas
apresentam modificacdes de poucos aminoacidos, e isso ndo poderia ser visualizado
em gel. Dessa forma, buscamos entéo verificar diferencas quanto a expressao génica
de enzimas através de qPCR.

Através das analises de expressao dos genes de tripsinas e quimotripsinas,
observamos que a ingestdo de Talisin causa uma expressao diferencial de apenas
trés genes de tripsina e dois genes de quimotripsina. No caso das tripsinas, ap6s a
ingestao de Talisin, as larvas apresentaram um aumento de 6 vezes na expressao do
gene Try6, enquanto outros dois genes foram menos expressos (Figura 22). Com
relacdo aos genes de quimotripsina, o gene Chy21 teve sua expressdo aumentada
em 4 vezes, e 0 gene Chy2 foi menos expresso que larvas alimentadas em dieta

controle (Figura 23). Ha evidéncias para sugerir que alguns insetos sdo capazes de
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modular o conjunto de serinopeptidases de acordo com o tipo de inibidor ingerido
através da regulacao diferencial dos genes de tripsinas e quimotripsinas (Bown,
Wilkinson e Gatehouse, 2004; Brioschi et al., 2007; Oliveira et al., 2013). O perfil de
expressao de tripsinas e quimotripsinas, apos a ingestao de Talisin, difere do perfil de
expressdo observado em outros estudos com S. frugiperda alimentadas em dieta
contendo inibidores de peptidases da soja (Souza et al., 2016). Souza et al. (2016)
relataram que a ingestéo de inibidores de peptidases da soja por S. frugiperda resultou
na ativacdo de uma série de genes das serinopeptidases, podendo-se distinguir um
grupo de genes responsivos e outro de genes nao responsivos ao inibidor. Como
citado anteriormente, neste trabalho, observamos, apds ingestdo crénica de Talisin,
apenas um gene de tripsina superexpresso e dois genes menos expressos; e um gene
superexpresso e outro menos expresso de quimotripsina.

Com base na observacéo dos resultados de expressao génica, de aumento e
reducdo da expressdo de algumas enzimas, tentamos estabelecer alguma relagao
entre a afinidade de Talisin pelas enzimas mais ou menos expressas, com base em
suas interacdes. Uma vez que a purificacdo de todas as isoformas de enzimas néo
seria possivel, realizamos estudos in silico de docking molecular, técnica adequada
para esse tipo de estudo. Freire et al. (2012) mostrou que o mecanismo de inibicao de
Talisin é do tipo ndo-competitivo, devido a substituicdo do residuo Arges por Gluesa
envolvido na interacdo com o sitio ativo da enzima. No entanto, Talisin € capaz de
bloquear o acesso ao substrato devido a cinco interacées com a regido mais favoravel
da enzima, formando um complexo. Esse contato impede o0 acesso do substrato a
enzima, embora nenhuma reacéo direta com o sitio catalitico seja observada. Este
mecanismo difere ao dos inibidores de peptidase tipicos do tipo Kunitz, que interagem
com as proteases através do loop reativo do inibidor (Bendre, Ramasamy e Suresh,
2018).

Nossos resultados mostram que Talisin faz um namero maior de interacdes
com uma das tripsinas menos expressas (Tryl2) do que com a tripsina mais expressa
(Try 6) (Tabela 5). O mesmo padrao € observado para as quimotripsinas mais e menos
expressas (Tabela 6). Especulamos que em virtude do maior numero de interagdes
com Tryl2, essa enzima seja mais sensivel a Talisin e, portanto, o inseto possua
algum mecanismo, ainda desconhecido, para suprimir sua expressao. E, pelo mesmo
raciocinio, sugere-se queTalisin por fazer menos interagbes com Try6, nao interfira na

funcao fisioldgica desta enzima, e assim esta seja uma das enzimas superexpressas
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em resposta a ingestéo de Talisin. No entanto, ndo temos indicios suficientes para
afirmar que o grau de interacdo de Talisin esteja diretamente relacionado com o nivel
de expressdo dos genes das enzimas digestivas e nem como essa interacdo entre
Talisin e enzimas seja percebida no ambiente digestivo. Para avaliar essa hipotese,
seria necessario analisar a interacdo de Talisin com todo o pool génico de tripsinas e
quimotripsinas, uma vez que estas enzimas pertencem a familias multigénicas e o
genoma completo deste inseto ainda néo é conhecido.

Os insetos possuem variados grupos de peptidases compondo seu sistema
digestério. Essas peptidases tém altas taxas de auto-ativacéo o que permite ao inseto
alta diversidade de transcricdo, que representa uma vantagem evolutiva adquirida
face a necessidade de digestdo rapida, exploracao de diversos tipos de alimentos e
consequentemente a necessidade de fugir de efeitos negativos e antinutricionais de
proteinas toxicas vegetais. A familia Noctuideae tem alta diversidade de enzimas do
tipo tripsinas e quimotripsinas, que pode ter sido resultante destes mecanismos de
adaptacao (Dias et al., 2015). Apesar de ser evidente que 0s insetos sao capazes de
expressar uma ampla variedade de peptidases em resposta a exposicdo aos
inibidores de peptidases, o mecanismo desta inducdo ainda ndo é claramente
conhecido.

A relagcdo evolutiva entre proteinas biologicamente inativas ou proteinas de
reserva pouco ativas e as enzimas normalmente ativas ou proteinas bioativas sugere
fortemente que algumas proteinas de reserva podem ser derivadas de genes que
originalmente codificavam proteinas com uma ac¢do enzimética bem definida ou outra
atividade biolégica (Van Damme et al., 2000). Em consequéncia, algumas proteinas
ligantes a carboidratos funcionam como moléculas multifuncionais, podendo
apresentar homologia de sequéncia com inibidores do tipo Kunitz, sem, no entanto,
apresentar atividade inibitéria a tripsina, ou serem estas menos ativas. Por outro lado,
exibem atividades caracteristicas de lectinas (Troncoso et al., 2003; Macedo, De
Castro e Freire, 2004; Shah et al., 2016).

Uma vez que Talisin é uma proteina que se liga fortemente a quitina (Macedo
et al., 2002), e buscando explorar as propriedades de interacdo especifica a
carboidratos que Talisin apresenta, realizamos analises morfolégicas do intestino
médio das larvas alimentadas com Talisin e analisamos outras duas classes de

enzimas envolvidas no processo digestivo de S. frugiperda, a a-amilase e
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aminopeptidase, enzima envolvida na digestdo de carboidratos e digestédo final de
peptideos, respectivamente (Terra e Ferreira, 2012).

N&o observamos nenhuma alteracdo na atividade da a-amilase, porém
constatamos que a atividade da aminopeptidase de extratos do lumen intestinal foi
substancialmente maior em larvas alimentadas com Talisin quando comparada ao
controle e mesmo ao epitélio. A atividade das enzimas isoladas do epitélio intestinal
das larvas oriundas do grupo alimentado com Talisin, também foi maior.
Aminopeptidases sdo enzimas microvilares tipicamente ancoradas ao epitélio
intestinal (Silva et al., 2013). Possivelmente o0 aumento da atividade das
aminopeptidases no lumen de larvas alimentadas com Talisin ocorra em decorréncia
de danos epiteliais e/ou ruptura da membrana peritrofica (Figura 11). Além disso, néo
observamos o aumento da expressdo de nenhum gene de aminopeptidase (Figura
24). No entanto, € necesséario enfatizar que ndo excluimos a possibilidade da
existéncia de outros genes de aminopeptidase de S. frugiperda além dos quais
desenhamos primers. Esta possibilidade s6 poderia ser confirmada apds o
sequenciamento completo do genoma da espécie.

Em lepidépteros, o intestino médio é circundado por uma estrutura
semipermeavel composta por microfibrilas de quitina associada a proteoglicanos e
glicoproteinas, denominada membrana peritrofica (Hegedus et al., 2009; Terra e
Ferreira, 2012). A membrana peritréfica age como uma barreira fisica e quimica que
compartimentaliza o processo digestivo nos insetos, favorecendo uma alta eficiéncia
digestiva bem como a reciclagem de enzimas digestivas (Bolognesi, Terra e Ferreira,
2008). Apds a digestéo inicial do alimento no espaco endoperitréfico, as moléculas se
tornam suficientemente pequenas e atravessam os poros da membrana peritrofica em
direcdo ao espaco ectoperitréfico (acompanhadas das hidrolases de polimeros) e,
posteriormente, estas moléculas fluem para o ceco e o intestino anterior, onde ocorre
a digestao intermediaria e final pelas enzimas ancoradas sobre a superficie do epitélio
intestinal.

Uma enzima grande como aminopeptidase (massa molecular entre 90 a 130
kDa) possui um diametro maior que os poros da membrana peritréfica de S. frugiperda
(Bolognesi et al.,, 2001). Logo, em situacdes fisiolégicas normais ela deve ser
encontrada no espaco ectoperitrofico (Terra e Ferreira, 2012). A presenca de

aminopeptidase no espaco endoperitréfico sugere que a membrana peritréfica teve
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sua integridade comprometida. Logo, buscamos investigar através de estudos
histoldgicos a integridade da membrana peritréfica em larvas alimentadas com Talisin.
As andlises morfolégicas mostraram alteracbes tanto no epitélio quanto
comprometimento da integridade da membrana peritrofica nas larvas alimentadas com
Talisin (Figura 25). Moléculas com tendéncia a se ligar a quitina podem competir pelos
sitios de ligagéo das proteinas endogenas ligantes de quitina, dissociando a estrutura
normal dos complexos proteinas-quitina ha membrana e, por fim, modificando a
fisiologia do trato digestorio larval. A disruptura da membrana peritrofica afeta
negativamente o desenvolvimento do inseto por diminuir a eficiéncia digestiva, além
de aumentar os custos metabdlicos associados a sintese de novas enzimas pela
perturbacdo do mecanismo de reciclagem enzimatica (Caccia et al., 2012; Minoo
Sajjadian e Hosseininaveh, 2015; Oliveira et al., 2015).

Explorar proteinas que apresentem multifuncionalidades, como & o caso de
Talisin, pode ser um caminho vantajoso na busca por moléculas que possam ser
usadas em estratégias mais eficientes para o controle de pragas. A piramidacdo de
multiplos genes de defesa em uma planta € uma estratégia promissora para aumentar
sua protecéo a fim de evitar ou retardar o desenvolvimento de resisténcia de insetos
praga (Senthilkumar, Cheng e Yeh, 2010; Javaid et al., 2018). O uso de genes
entomotoéxicos (Babu et al., 2003; Kos et al.,, 2009) é apenas uma das opc¢des
existentes para o controle de pragas. Quanto mais compreendermos os efeitos
acarretadas por proteinas de defesa vegetal, bem como as respostas adaptativas
utilizadas pelos insetos, mais avancaremos na direcéo certa para escolhas eficientes
e ecologicamente adequadas, e também possiveis de serem integradas com outras

técnicas de controle de pragas.
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. CONCLUSOES

e Talisin, ao ser ingerida, causa reducdo do peso em larvas de Spodoptera
frugiperda por duas geragdes consecutivas, sem alterar sua sobrevivéncia;

e Talisin acarreta um efeito antinutricional, que resulta em uma alteracdo da
digestibilidade aproximada de insetos alimentados;

e Larvas alimentadas com Talisin apresentam reducgéo da atividade de tripsinas
do limen intestinal e nas fezes, e ndo apresentam altera¢cdes da atividade das
quimotripsinas e a-amilases;

e Talisin é resistente a degradacdo pelas enzimas digestivas de Spodoptera
frugiperda e apresenta efeitos antinutricionais prolongando o tempo de
desenvolvimento do inseto;

e Larvas alimentadas com Talisin apresentam alteracdes na histologia intestinal,
ruptura da membrana peritréfica e aumento da atividade de aminopeptidases
no lumen;

e A ingestdo de Talisin acarreta expressado diferencial de genes de tripsinas,
guimotripsinas e aminopeptidases;

e Genes como Try6 e Chy21l sdo 0s genes mais responsivos a ingestdo de
Talisin;

e O efeito entomotdxico de Talisin ocorre em virtude de sua capacidade como
inibidor de tripsina, de ligacdo a quitina e elevada resisténcia a degradacéo
pelas enzimas digestivas de Spodoptera frugiperda.
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SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n? AB31224

em atendimento ac previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Nuimere do cadastro:
Usudrio:

CPF/CNPJ:

Objeto do Acesso:

Finalidade do Acesso:

Pesquisa Cientifica
Espécie
Talisia esculenta
Spodoptera frugiperda

AB31224
UFMS
15.461.510/0001-33

Patriménio Genético

|:| Bioprospeccio

|:| Desenvolvimento Tecnologico



