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RESUMO

Caracterizacao estrutural da interacdo de serino proteinases de Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e inibidores de proteinases de plantas

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos para reduzir o ataque de
insetos, incluindo compostos protéicos de defesa, como os inibidores de proteinases
(IPs). Os insetos, ao longo da evolucédo, desenvolveram estratégias para superar as
barreiras defensivas das plantas, permitindo a sua alimentagédo e desenvolvimento,
como a super expressao de genes de enzimas digestivas sensiveis e insensiveis aos
IPs de plantas. Uma das abordagens desse trabalho foi identificar novas serino-
proteinases no intestino de lagartas de Spodoptera frugiperda. Duas novas
quimotripsinas e tré novas tripsinas foram identificadas e juntamente com mais 10
genes ja conhecidos que codificam estas enzimas foram submetidos a andlise de
expressdo génica por PCR em tempo real. Entre essas duas familias de serino-
proteinases (SPs) os genes que codificam as quimotripsinas apresentam uma
regulacéo positiva mais ampla do que aqueles que codificam as tripsinas. Estudos de
modelagem molecular das quimotripsinas também foram realizados. Foram
construidos modelos tridimensionais a partir de modelagem por homologia além de
analises de dinamica molecular e docagem com oito diferentes IPs do tipo Bowman-
Birk. Os resultados mostram quais quimotripsinas apresentam as maiores afinidades
aos inibidores testados de maneira geral e individual, inferidos a partir da estimativa
de energia livre do sistema. Também foi encontrada uma serina extra proxima ao sitio
catalitico de trés quimotrispsinas modeladas que pode interferir na afinidade dessas
enzimas ja que este aminodcido apresenta perda de area acessivel ao solvente
guando complexada ao IP de soja testado. Os resultados de expressdo génica e grau
de sensibilidade foram comparados e ndo se observou qualquer relacdo entre esses
paramentros. Isso sugere que as lagartas da espécie S. frugiperda combinam
diferentes estratégias adaptativas como o aumento de expressao de todas as suas
quimotripsinas independentemente do grau de sensibilidade das enzimas.

Palavra-chaves - Serino-proteinases; Modelagem estrutural; Quimotripsinas;
Spodoptera frugiperda
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ABSTRACT

Structural characterisation of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)
serine proteinase interactions with plant proteinase inhibitors.

Plants have developed different mechanisms to reduce insect attack, including
defence proteins such as proteinase inhibitors (PIs). In turn, insects have evolved
strategies to overcome these plant defence mechanisms, such as the hyperexpression
of Pl-sensitive and insensitive digestive enzymes, allowing the insect to thrive. One of
the aims of this work was to identify new serine proteinases (SPs) in the gut of the fall
armyworm larvae, Spodoptera frugiperda. Two new chymotrypsins and three new
trypsins were identified, and together with 10 previously identified genes, the genes
that encode these enzymes were subjected to real-time PCR and gene expression
analysis. Between these two families of serine-proteinases the genes that encode
chymotrypsins show a greater positive regulation then those encoding the trypsins.
Molecular modelling studies of the chymotrypsins were carried out, and 3D models
were generated using homology modelling, which were then further refined by
dynamic molecular and docking analyses with 8 different Bowman-Birk type PIs. The
results demonstrate which chymotrypsins possess the highest affinities to the tested
inhibitors in a general and individual manner, inferred from the estimated free
energies. A serine residue in very close proximity to the catalytic site was present in
three of chymotrypsins investigated, which may be affecting the enzyme’s affinity since
the residue has a reduced accessible area to the solvent when complexed to the soya
Pl tested. The genetic expression patterns and the degree of Pl-sensitivity were also
compared and no relation between the parameters was found. This suggests that the
larvae of the species S. frugiperda combine different adaptive strategies like the
increase in expression of its entire chymotrypsin arsenal regardless of the degree of
Pl-sensitivity of the enzymes.

Key words: Serine proteinases; Structural modelling; Chymotrypsins; Spodoptera
frugiperda
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1 INTRODUCAO

Ao longo da evolucéo, os insetos se tornaram a maior classe entre os animais,
colonizando quase todos os nichos ecoldgicos do planeta. Durante todo o tempo, eles
estiveram em contato com plantas, parasitas e patégenos, o que contribuiu com o
sucesso evolutivo da classe, proporcionando o desenvolvimento de mecanismos de
defesas especificos.

Para os insetos, herbivoros ou ndo, uma planta, além de fonte de alimento,
pode servir também como sitio para acasalamentos, reflgio ou abrigo temporario ou
mesmo como um lugar para se estabelecer de modo permanente. Do ponto de vista
das plantas, a acao dos herbivoros comumente tem efeitos negativos, pois diminui as
chances de reproducéo e sobrevivéncia dos individuos atacados, principalmente no
inicio do ciclo de vida. InteracBes reciprocas durante a evolucdo entre insetos
fitofagos e suas respectivas fontes de alimentacéo vegetal, ou insetos polinizadores e
as plantas por eles polinizadas, sdo descritas como co-evolucdo (EHRLICH; RAVEN
1964).

As plantas desenvolveram diferentes mecanismos para reduzir o ataque de
insetos, incluindo respostas especificas que ativam diferentes vias metabdlicas as
quais alteram consideravelmente suas caracteristicas quimicas e fisicas (FALCO et
al., 2001). Entre as principais respostas estdo: a formagcdo de compostos protéicos de
defesa como os inibidores de proteinases (IPs), formacdo de compostos téxicos
como a nicotina e a emissdo de volateis que atraem inimigos naturais dos insetos.
Todas essas respostas tém como principal sinalizador o acido jasmoénico, um
horménio vegetal que induz a expressao de diversos genes relacionados como a
defesa contra estresses (WASTERNACK et al. 2006).

Essas respostas das plantas a herbivoria sdo categorizadas como defesa
direta, defesa indireta e tolerancia (WALLING, 2000; KESSLER; BALDWIN, 2002),
incluindo, na interagéo planta-inseto, além de mecanismos da planta e do inseto, a

acao de outros organismos que vivem no mesmo ambiente (figura 1).



22

Herbivoria
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Elicitor
1 ’i
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!

Defesaindireta

Figura 1 - Categorizacdo da resisténcia de plantas frente ao ataque de insetos. (Fonte: KESSLER,;
BALDWIN, 2002)

Alguns dos mecanismos de defesa sdo expressos constitutivamente, enquanto
outros como IPs e polifenol oxidases nao sdo normalmente acionadas a menos que a
planta tenha sofrido dano (TRUITT; WEI; PARE, 2004).

As respostas de defesa das plantas contra herbivoros sédo ativadas quando a
saliva dos herbivoros interage (entra em contato) com a planta em nivel celular. As
substancias que ativam as defesas das plantas recebem o nome de elicitores, sendo

que dois tipos ja foram isolados da secrecédo oral de Lepidopteras (larvas), enzimas
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liticas e conjugados de acidos graxos — aminoacidos, e ambas induzem respostas de
defesa direta e indireta (KESSLER; BALDWIN, 2002).

Os insetos, por sua vez, desenvolveram Varias estratégias para superar as
barreiras defensivas das plantas, permitindo a sua alimentacdo, desenvolvimento e
reproducdo em seus hospedeiros. Muitas espécies sdo capazes de escapar dos
efeitos negativos dos IPs das plantas, desenvolvendo-se normalmente mesmo na
presenca de IPs em sua dieta.

Decifrar a interacdo planta-inseto em nivel molecular é um dos assuntos de
maior interesse na pesquisa contemporanea em biologia de plantas. Em poucos
anos, varios aspectos da resposta de plantas ao dano de insetos tém sido
investigados, incluindo a caracterizacao de respostas diretas e indiretas, a regulacao
da expresséo génica resultante do ataque de insetos e vias de transducéo de sinais.

Os mecanismos adaptativos dos insetos também sdo de grande interesse
nesses estudos. Essas informacdes nos permitem entender toda a dinamica da
interacdo entre insetos e plantas e dessa forma abre caminhos e perspectivas para
um melhor controle biol6gico de pragas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Inibidores de proteinases de plantas (IPs)

Muitos trabalhos, utilizando técnicas diferentes mostram que um grande nimero
de genes tém sua regulacdo modificada (para cima ou para baixo) quando plantas
sao atacadas por insetos fitofagos. Uma grande quantidade de transcritos demonstra
a complexidade da resposta de defesa vegetal. Dentre todos esses genes, ha os que
codificam proteinas diretamente ligadas a defesa da planta ou sinalizadores de
defesa, mas também h& genes que codificam metabdlitos secundarios, proteinas
presentes em estresse abidtico, de manutencéao celular e ligados a fotossintese, além
de muitos outros com funcédo desconhecida (HERMSMEIER; SCHITTKO; BALDWIN,
2001; REYMOND et al.2000; ZHU-SALZMAN; BI; LIU, 2005).

Durante a alimentacao nos tecidos das plantas, os insetos encontram uma série
de defesas bioquimicas, as quais podem ser constitutivas ou sintetizadas em
resposta ao ataque dos insetos. Um dos mecanismos de defesa melhor estudado € a
producdo de IPs, que sdo proteinas presentes em praticamente todas as plantas,
capazes de se ligar as enzimas digestivas dos insetos, inibindo a sua atividade
proteolitica de forma competitiva. S&o proteinas usualmente de baixo peso molecular
presentes em alta concentracdo em tecidos de reserva, mas também detectadas em
folhas, em resposta ao atague de insetos (RYAN, 1990). Os IPs sédo conhecidos
desde 1938 como peptideos que atuam na defesa das plantas (READ; HAAS, 1938
apud LIENER, 1994), porém também apresentam outras funcdes biologicas
importantes como acumulo de proteinas de reserva ricas em aminoacidos sulfurados
e regulacdo de proteinases enddgenas envolvidas nos processos de dorméncia e
germinacao (RAWLINGS; TOLLE; BARRET, 2004).

A atividade dos IPs se deve a capacidade de formar complexos estaveis com as
proteases alvos, bloqueando, alterando e prevenindo o acesso ao sitio ativo da
enzima tornando a protedlise limitada e lenta (TIFFIN; GAUT, 2001). Dessa forma, o

crescimento e desenvolvimento dos insetos é prejudicado, podendo leva-los a morte
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pela reducado da disponibilidade dos aminoacidos essenciais para a sintese de outras
proteinas (JONGSMA; BOLTER, 1997).

O estudo dos IPs é importante para disponibilizar novas maneiras de proteger
plantas cultivadas. Cerca de 59 familias diferentes sdo conhecidas (RAWLINGS;
TOLLE; BARRET, 2004) mas as consideradas como principais na defesa das plantas
sdo aquelas que tém capacidade de inibir as quatro grandes classes de proteinases,
as serino, cisteino, aspartato e metalo-proteinases.

Os inibidores das serino-proteinases sao a classe mais extensivamente
caracterizada e estdo relacionados com defesa da planta contra herbivoros. Estao
agrupados em 16 familias, baseadas na similaridade de sua sequéncia e no
mecanismo de ligacdo a proteina (RYAN, 1990).

Os inibidores de serino-proteinases melhor conhecidos séo os IPs de batata tipo
| e tipo Il, IPs tipo Kunitz e IPs tipo Bowman-Birk. No caso das plantas de soja, as
classes Kunitz e Bowman-Birk se apresentam em grande quantidade. O inibidor de
tripsina de soja do tipo Kunitz, além de apresentar atividade inibitéria, também é uma
das principais proteinas armazenadas nas sementes (LEE et al., 1999). Ele
apresenta peso molecular de cerca de 20 kDa, baixo contetdo de cisteinas, um Unico
sitio inibitorio e possui especificidade contra a acédo de tripsinas (LIENER, 1994). Ja o
inibidor do tipo Bowman-Birk, apresenta peso molecular de 8 a 10kDa, alto contetdo
de cisteinas, dois sitios inibitérios e possui atividade inibitéria contra tripsinas e
quimotripsinas (GARIANI; LEATHERBARROW, 1997).

2.2 Proteinases digestivas dos insetos

A quantidade e qualidade do alimento consumido afetam o desenvolvimento
biolégico dos insetos, que tém como exigéncias nutricionais basicas aminodacidos,
vitaminas, sais minerais, carboidratos, lipideos e esterdides. Sua alimentacdo
influencia diretamente a taxa de crescimento, tempo de desenvolvimento,
sobrevivéncia, fecundidade, longevidade, movimentacao e capacidade de competicao
de adultos (PARRA, 1991).

Dentre as enzimas digestivas dos insetos destacam-se as peptidases, as
glicosilases e as lipideo-hidrolases (TERRA et al. 1996). As proteases (peptideo-
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hidrolases) incluem as endopeptidases ou proteinases e as exopeptidases. As
proteinases podem ser divididas em quatro sub-classes de acordo com seu
mecanismo catalitico: serino-proteinase, cisteino-proteinase, aspartato-proteinase e
metalo-proteinase. As exopeptidases por sua vez podem ser classificadas em duas
sub-classes: aminopeptidases, enzimas que hidrolisam aminoacidos da extremidade
N-terminal da cadeia polipeptidica, e carboxipeptidases, enzimas que hidrolisam
aminoécidos da extremidade C-terminal (TERRA; FERREIRA, 1994).

As serino-proteinases (SPs) séo as principais enzimas hidroliticas detectadas no
intestino médio dos insetos da ordem Lepidoptera (APPLEBAUM, 1985). Dentre elas
destacam-se as tripsinas, quimotripsinas e elastases que sao importantes enzimas
digestivas presentes praticamente em todos os organismos vivos (GEOFFROY;
LEGRAND; FRITING, 1990). Estas enzimas possuem aminoacidos com propriedades
especiais que permitem a ligacdo ao substrato e a consequente catalise. Esses
aminoacidos, His57, Aspl102 e Serl95 (posicbes baseadas em uma quimotripsina
bovina), sdo chamados de triade catalitica e formam o sitio ativo da enzima.

Existem cerca de 40 SPs que séo distinguiveis pelas suas estruturas primarias e
estdo agrupadas em seis clas de acordo com suas estruturas terciarias. As SPs que
possuem a triade formada por histidina, acido aspartico e serina (nessa ordem) e que
apresentam forma de B-barril sdo agrupadas no cla SA (RAWLINGS; BARRETT,
2004).

Como todas as enzimas proteoliticas, as SPs apresentam além de um sitio
catalitico, um sitio de ligacdo. O primeiro consiste em um numero limitado de
aminoacidos (neste caso, uma triade) responsaveis pela quebra de uma ligacao
peptidica. O segundo é formado por varios aminoacidos responsaveis pelo
alinhamento do substrato para que ocorra a catélise. Os sitios de ligacdo podem ser
divididos em subsitios de ligagdo que garantem a ligacdo de um aminoacido
especifico do substrato. Os subsitios estédo localizados em ambos os lados do sitio
catalitico e sao representados pela letra S e S’. No substrato, os residuos de
aminoacidos que ocupam o0s subsitios, na enzima, sdo indicados pela letra P,
correspondendo aos subsitios que eles ocupam (RAWLINGS; BARRETT, 2004).
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As propriedades de um determinado subsitio determinam qual residuo do
substrato ird se ligar (SCHECHTER; BERGER 1967). O cla SA possui 0s subsitios
Sla S4 e S29 a S32, sendo que as tripsinas, quimotripsinas e elastases pertencem a
familia S1. Mas apesar das similaridades nas estruturas primarias e terciarias dessas
enzimas, elas apresentam especificidade bastante distinta.

As quimotripsinas sdo enzimas que clivam cadeias protéicas, preferencialmente,
na regido da carboxila de aminoacidos hidrofébicos de cadeia lateral aromética. As
quimotripsinas de insetos possuem massa molecular na faixa de 20 a 30kDa e pH
otimo de 8 a 11 (TERRA; FERREIRA, 1994). As enzimas do tipo tripsina clivam
cadeias protéicas, preferencialmente, na regido da carboxila de aminoacidos basicos
como lisina e arginina. A maioria das tripsinas de insetos possuem massa molecular
na faixa de 20 a 35 kDa e pH étimo de 8 a 10 (TERRA et al., 1996). As elastases
hidrolisam preferencialmente na regido carboxila de residuos hidrofébicos de cadeia
lateral menos volumosa como Ala, Gly, Val e Leu. Elastases ja descritas em insetos e
quimotripsinas apresentam semelhanca de especificidade para alguns substratos
(TERRA; FERREIRA, 2005).

2.3 Adaptacéao dos insetos aos IPs

Como resposta a defesa das plantas, os insetos tém desenvolvido ao longo do
tempo mecanismos para contornar os efeitos negativos da ingestdo de IPs. Dessa
forma, diferentes mecanismos adaptativos possibilitaram o sucesso evolutivo desse
grande grupo de animais (MELLO; SILVA-FILHO 2002; MOON et al. 2004).

Muitos experimentos in vitro com extratos intestinais de diferentes lagartas e
inibidores purificados mostram que os inibidores sao eficientes se incorporados na
dieta artificial dos insetos (ORTEGO et al, 1998, FRANCO et al., 2003;
POMPERMAYER et al., 2001) ou quando expressos nas plantas transgénicas (LEE et
al.,, 1999; YEH et al.,, 1997; DE LEO et al., 2001; FALCO; SILVA-FILHO, 2003;
DUNSE et al., 2010a).

Embora, diversas espécies-praga apresentem reducdo no crescimento e atraso
no desenvolvimento, como resultado da inibicdo das enzimas digestivas
(BROADWAY; DUFFEY, 1986; BROADWAY; VILLANI, 1995; FRANCO et al., 2004;
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GATEHOUSE et al.,, 1999; POMPERMAYER et al.,, 2001), muitas espécies séo
capazes de escapar dos efeitos negativos dos IP das plantas (BRITO et al., 2001;
BROADWAY 1995; BOWN; WILKINSON; GATEHOUSE, 1997; JONGSMA et al.,
1995; VOLPICELLA et al., 2006).

Broadway e Duffey (1986) verificaram que as Spodoptera exigua e Helicoverpa
(Heliothis) zea, na presenca do inibidor ndo apresentaram reducdo na atividade
proteolitica e sim uma super producdo das enzimas sensiveis ao inibidor. Também
Gatehouse et al. (1999) observaram que a atividade proteolitica das lagartas de
Lacanobia oleracea aumentava até quatro vezes quando em presenca do inibidor de
tripsina de soja tipo Kunitz (SKTI). Resultados semelhantes foram obtidos por De Leo
et al. (1998), onde encontram enzimas sendo super expressas quando Spodoptera
littoralis se alimentava de plantas transformadas com o inibidor de tripsina de
mostarda tipo 1.

Outro mecanismo utilizado pelos insetos € baseado na sintese de proteinases
menos sensiveis ao inibidor (PAULILLO et al., 2000; BRITO et al., 2001; ABDEEN et
al., 2005). Estas enzimas podem ser proteinases secretadas normalmente no tubo
digestivo ou podem ser ativadas ap6s a ingestdo de inibidores de proteinase
(BROADWAY, 1996).

Bolter e Jongsma (1995) observaram que lagartas de Leptinotarsa decemlineata
quando criadas em dieta a base de plantas de batata, apresentavam uma atividade
proteolitica reduzida em 42%. Entretanto, os autores observaram o aumento de uma
atividade triptica insensivel ao inibidor, cerca de duas vezes maior quando
comparadas aos insetos do tratamento controle. Broadway (1996) trabalhando com
H. zea alimentadas com IP incorporado a dieta observou que as lagartas foram
capazes de aumentar de 2,5 a 3 vezes a producdo de uma proteinase pouco sensivel
ao inibidor.

Aparentemente o0s insetos polifagos conseguem utilizar uma combinacédo de
diferentes estratégias para driblar os efeitos dos IP, como o coledptero
Callosobruchus maculatus (ZHU-SALZMAN; BI; LIU, 2003). A espécie Mamestra
configurata também parece recorrer a diferentes estratégias para se adaptar aos IPs

presentes em sua dieta inclusive mudando o perfil de expressédo de acordo com 0s
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IPs presentes (ERLANDSON, 2010). Aléem da ativacdo de enzimas envolvidas com a
protedlise, os insetos também ativam genes responsaveis pela defesa, detoxificacao,
genes com funcbes ainda desconhecidas e também genes ainda ndo descritos
(MOON et al. 2004).

Volpicella et al. (2003) caracterizando as tripsinas presentes nos intestinos de
lagartas de H. zea alimentadas com 0,5% de inibidor de tripsina de soja (SKTI),
verificaram a presenca de uma nova tripsina (Hz15) a qual, nos ensaios enzimaticos,
se mostrou insensivel aos inibidores testados (IPs de soja, batata e mostarda). Além
disso, constataram uma série de diferencas entre as enzimas. A sequéncia de
aminoacidos das enzimas sensiveis e insensiveis ao inibidor do tipo Kunitz foram
determinadas e verificou-se a presenca de 5 regides que diferenciam as isoformas e
que se sobrepunham aos residuos de contato entre enzima e inibidor. Em 2004,
Bown et al. também detectaram expressdo diferencial nos genes de tripsina
presentes nos intestinos de lagartas do mesmo género (H. armigera) alimentadas
com inibidores Kunitz de soja (SKTI) e Bowman-Birk de soja (SBBI). Neste mesmo
ano, Moon et al. (2004) mostraram que lagartas de Callosobruchus maculatus,
alimentadas com inibidores de cisteino protease de soja, respondem super
produzindo cisteino proteases menos sensiveis ao inibidor.

A dieta consumida influencia diretamente o perfil das proteases digestivas dos
insetos. Erlandson (2010) demonstrou que diferentes proteases digestivas sao
expressas dependendo do tipo de alimentacdo consumida por larvas de Mamestra
configurata. Quando a larva se alimentou por 96h de dieta arificial contendo SBBI,
havia atividade de proteases de 100, 30 e 21 kDa, enquanto que as lagartas que se
alimentaram de dieta natural de folhas de Brassica napus possuiam perfil diferente,
com atividades de proteases de 55 e 33 kDa. Ainda nesse mesmo trabalho foi
mostrado que a mudanca de perfil de atividade de proteases ocorre rapidamente (em
cerca de 6 horas) quando as dietas sao trocadas demonstrando como é eficiente o

mecanismo de adaptacédo desse inseto.
2.4 Mecanismo de adaptacéo da espécie Spodoptera frugiperda

S. frugiperda é um inseto polifago e € considerada como uma das principais
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pragas agricolas no Brasil, notadamente em funcdo dos danos causados a cultura do
milho, algodéo e outras monocotiledéneas. O controle dessa praga tem sido realizado
principalmente pelo uso de produtos quimicos. Porém, diante das consequéncias
negativas do uso indiscriminado desses produtos (contaminacdo do ambiente e
desequilibrio biologico, entre outras), novas alternativas estdo sendo buscadas para o
manejo das pragas e uma das possibilidades envolve o uso de IPs de plantas.

A adaptacdo de lagartas de S. frugiperda aos IPs foi inicialmente reportada em
um trabalho de Paulillo et al. (2000). Nesse trabalho foram observadas alteragbes na
atividade triptica e quimotriptica de S. frugiperda quando o inseto foi submetido a
dieta contendo IP de soja. Tais alteracbes foram relacionadas a adaptacdo das
lagartas aos IPs, visto que o consumo de dieta artificial contendo IP de soja nao
reduziu o crescimento, nem tdo pouco o desenvolvimento dos insetos. Todos 0s
parametros biolégicos avaliados (mortalidade inicial, comprimento do periodo larval e
peso pupal) ndo apresentaram diferencas significativas entre as lagartas do grupo
controle e aquelas que se alimentaram da dieta contendo IPs de soja. Esta
adaptacdo permitiu que as lagartas apresentassem o mesmo desempenho que
lagartas alimentadas em dieta sem a presenca dos IPs de soja.

Estudos sobre o processo co-evolutivo entre plantas e insetos herbivoros,
caracterizado pelo seu dinamismo e mudancas adaptativas distintas, tém sido de
grande interesse para a agricultura. Recentemente, foi caracterizado em detalhes a
base genética desta adaptacdo (BRIOSCHI et al., 2007). Neste trabalho, foi mostrado
gque o genoma deste inseto € composto por algumas dezenas de genes que
codificam diferentes SPs, principalmente do grupo das tripsinas e quimotripsinas,
indicando que um processo de duplicacéo génica seguido de pequenas variacdes na
sequéncia, e que um controle da ativacdo destes genes em resposta aos inibidores
foi responsavel pela adaptagéo da lagarta. Esta observacdo pode explicar em parte o
polifagismo acentuado deste importante inseto-praga. Uma observacgao interessante
foi que muitos destes genes eram expressos apenas quando a lagarta era exposta
aos IPs de soja (enzimas sintetizadas “de novo”). Além disso, foi observado que
outros genes que codificam SPs, apesar de expressos na auséncia de IPs, tiveram

sua expressao significativamente aumentada pela presenca dos inibidores.



32

Em outra pesquisa foi determinado o nivel de atividade enzimatica basal de
enzimas digestivas de S. fruguiperda na tentativa de diferenciar a atividade induzida
pela presenca de nutrientes na dieta. Os autores observaram que nédo ha diferencas
no nivel de atividade das enzimas digestivas (incluindo tripsinas) entre as lagartas
mantidas em jejum por até trés dias e as lagartas alimentadas com dieta artificial
pobre em nutrientes no mesmo periodo. A atividade enzimatica aumenta apenas
quando as lagartas séo alimentadas com dieta artificial rica em nutrientes (LWALABA,;
HOFFMANN; WOODRING, 2010).

As analises estruturais do mecanismo de inibicdo das SPs também tém sido
amplamente estudadas. Trabalhos recentes mostram que pequenas modificacfes em
residuos vizinhos a His 57 de quimotripsinas (que compde a triade catalitica) de
lepdopteros, sdo capazes de definir a insensibilidade a substratos como clorometil
cetonas (TPCK), que comumente sdo capazes de inativar quimotripsinas de
mamiferos e de outras ordens de insetos (LOPES et al., 2006; LOPES; SATO;
TERRA, 2009). Um outro estudo indicou que o complexo de inibicdo SBBI-tripsina é
caracterizado principalmente por pontes de hidrogénio e pontes salinas, enquanto
qgque o complexo de inibicdo SBBI-quimotripsina € baseado em interacdes do tipo
hidrofébicas (FERNANDEZ et al., 2007).

Todos esses estudos ajudaram a elucidar, em parte, 0s mecanismos adaptativos
que os insetos herbivoros desenvolveram ao longo de sua evolucédo para burlar as
barreiras de defesa das plantas e como a interacdo entre enzimas digestivas dos
insetos e os IPs de plantas pode ser central na co-evolugdo desses dois grandes
grupos de organismos. Portanto, entender as propriedades moleculares das
proteinases digestivas dos insetos € fundamental para a compreensdo dos
mecanismos responsaveis pela adaptagdo aos diversos tipos de dieta, inclusive na

presenca dos IPs.
2.5 Enovelamento de proteinas

Para que possa funcionar corretamente, cada proteina deve exibir uma estrutura
tridimensional Unica que determina a sua funcéo bioldgica. Sua estrutura estavel é

produto final de um processo complexo envolvendo o enovelamento e a dobragem da
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cadeia de aminoacidos que compdem a proteina (processo também conhecido como
folding). O enovelamento, portanto € um processo de autoconstrucdo a partir do qual
uma cadeia polipeptidica encontra uma estrutura nativa tridimensional em condi¢es
fisiolégicas (DILL et al., 2008).

Assim como esse processo de dobramento, quase todas as fungbes protéicas
sdo resultados de um mesmo principio termodinamico simples: a proteina deve
adotar o estado termodinamico mais estavel. As leis da termodinamica afirmam que
um processo espontaneo é acompanhado pela liberacdo de energia livre, passando o
sistema a ocupar um estado de menor energia e, portanto mais estavel
termodinamicamente (estado nativo) (ANFISEN, 1973). E o caso das proteinas, pois
seu estado nativo é o estado termodindmico mais estavel, o que explica a razdo da
estrutura tridimensional.

Sabemos também que uma proteina encontra seu estado nativo rapidamente
demonstrando que essa “busca” pela conformacéo de baixa energia ndo é aleatéria
(o nimero de interacdes possiveis nesse caso tenderia ao infinito, sendo necessério
um tempo muito grande para que todas as possibilidades de conformacdo fossem
testadas). Portanto, a estrutura nativa da proteina estaria também sob controle
cinético, ou seja, bastaria que a proteina encontrasse uma conformacao
suficientemente baixa energeticamente que garantisse alguma estabilidade, sem que
para isso tivesse de explorar exaustivamente todo o espaco conformacional (SALI;
SHAKHNOVLCH; KARPLUS, 1994). Portanto os dois controles estdo presentes: &
verdade que a forma nativa das proteinas € a de menor energia do ponto de vista
termodinamico como também é verdade que isso ndo ocorre de forma aleatéria como
afirma a hipotese cinética.

A tragetdria afunilada de energia livre, também conhecida como funil de
folding (figura 2) une as duas hipoteses (termodinamica e cinética) para explicar o
enovelamento de proteinas: os estados ndo nativos, que apresentam alta entropia,
percorrem varios estados intermediarios em uma cadéncia para o estado nativo, até o
ponto de convergéncia quando o estado nativo é alcancado (ONUCHI et al., 1996). A

energia de uma determinada conformacdo sera determinada por varias forgas
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moleculares diferentes que agem nessa conformacao, como interacdes eletrostaticas,
forcas de Van der Wallls, pontes de hidrogénio e energia de solvatacao.

O mesmo acontece quando ocorre uma ligagdo entre proteinas, protease-IP por
exemplo, em que as proteinas estdo livres em solucdo. A conformagdo de menor
energia sera um complexo altamente especifico entre as duas moléculas. Dessa
forma, quando se determina o minimo global de energia de um complexo, pode-se
afirmar que o estado mais estavel daquele complexo foi encontrado.

Essas informacg@es tornaram possivel o desenvolvimento de metodologias para
a predicao in silico de estruturas baseando-se diretamente nas sequéncias primarias
de aminoacidos, sendo possivel formular hipoteses a respeito da funcdo de uma

proteina.

Configuracao de entropia
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Figura 2 - Funil de folding. A largura do topo do funil representa a configuragdo entropica enquanto a
ponta inferior representa a energia livre de uma configuragéo individual. A estrutura primaria
de uma proteina se organiza até o estado nativo em uma velocidade que ndo leva mais que
alguns milisegundos, comec¢ando pela formacgéo rapida das hélices da estrutura. No estado
de transicdo para a estrutura final (estado nativo) as hélices sao ordenadas (modificado de
ONUCHIC et al. 1996)
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2.6 Bioinformatica estrutural

As ferramentas de bioinformatica hoje, além de classificar, automatizar, buscar
informacédo dentro do um vasto conjunto de bancos de dados biolégicos publicos,
também tém sido usadas para inferir funcdo das proteinas, criar modelos estatisticos
e encontrar padrdes, simular sistemas e fazer previsdo de seu comportamento.

A Bioinformatica Estrutural € uma area do conhecimento que envolve outras trés
grandes éareas, a Biologia Molecular Estrutural, a Modelagem Molecular e a
Bioinformatica. Seu rapido desenvolvimento é resultado da evolu¢do dos métodos e
aparatos computacionais que permitem cada vez mais processar enormes
guantidades de informacé&o com velocidade que também cresce a cada dia.

As ferramentas de bioinformatica buscam padrdes comuns entre as estruturas
conhecidas (propostas por métodos como cristalografia de raio-X e ressonancia
magnética nuclear (RMN)) e as cadeias de aminoacidos das proteinas de estrutura
desconhecidas através de homologia, por exemplo, ou ainda modelando estruturas
terciarias e aplicando forcas fisicas (modelagem estrutural e dinAmica molecular) que
vao influenciar no resultado. Essas ferramentas também possibilitam a identificacdo e
andlise de sitios-ativos e sitios de ligacdo, docagem e desenho de ligantes, analise
de interacdes proteina-proteina (SOUZA; ORNSTEIN, 1999) e simulacéo de sistemas
biolégicos.

Com o conhecimento de que as proteinas ndo sao estruturas rigidas, a dinamica
molecular passou a se destacar, tornando possivel a investigacao das flutuagcdes e
tendéncias dos movimentos locais e globais de macromoléculas bioldgicas
(KARPLUS, 2003). Assim, essa técnica permite o estudo dos fenbmenos biolégicos
onde a previsdao do comportamento é foco no estudo de especificidade de ligantes,

mecanismos de ativagao, regulacédo de moléculas, entre outros.
2.7 Uso da bioinforméatica estrutural no estudo das SPs

A primeira SP de inseto cristalizada foi uma quimotripsina de Solenopsis invicta
(Hymenoptera: Formicidae) que foi purificada diretamente de extratos do inseto. A
determinacdo dessa estrutura indicou que a quimotripsina dessa espécie de formiga,

e outras SPs de insetos em geral, por inferéncia, apresentam a mesma estrutura
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terciaria basica (BOTOS et al., 2000). Porém, apesar de muito semelhantes quanto a
estrutura, as SPs de insetos apresentam diferentes especificidades em relacdo ao
substrato, decorrentes de diferencas topoldgicas e eletrostéticas na regido do sitio
ativo.

A clivagem especifica pelas quimotripsinas, tripsinas e outras SPs também
dependem do volume, tamanho, polaridade, carga e hidrofobicidade de regides
especificas da superficie da molécula onde o substrato seré ligado (PERONA; CRAIK
1995; BARTLETT, 2002). Portanto, dentro de um mesmo grupo de SPs também
ocorre diferencas de especificidade.

Ribeiro et al. (2010) mostram que além das regifes catalitica e de ligacdo, os
aminoé&cidos que formam a interface de contato com inibidores/substratos também
podem interferir na especificidade da SPs. Os autores afirmam que a especificidade
pode ser considerada diretamente proporcional as limitacbes estruturais impostas
pelo tamanho do espaco de encaixe e pelas caracteristicas fisicas e quimicas desse
espaco, mas observam também que diversos aminoacidos que formam a interface de
contato sao essenciais para determinar, por exemplo, se uma enzima age como uma
tripsina ou uma quimotripsina. Foram testadas in silico 70 SPs diferentes
complexadas a trés inibidores, demonstrando a enorme capacidade de geracdo de
dados de novas ferramentas de bioinformatica estrutural para o estudo da relacao
estrutura/funcdo de proteinas.

Como ja discutido, diversas espécies de insetos herbivoros expressam enzimas
insensiveis a acdo de IPs de plantas. Recentemente um estudo elucidou o
mecanismo que diferenciava duas quimotripsinas que eram fortemente inibidas por
um IP de batata tipo I, mas que apresentavam diferentes comportamentos com o IP
de Nicotiana alata, uma delas era resistente e a outra suscetivel a inibicdo. Verificou-
se que quatro aminoacidos localizados no loop 35 (LANF) (posicdes 34, 35, 35a e
35b) da quimotripsina suscetivel quando substituidos pelos aminoacidos VIDL,
presentes na quimotripsina resistente, também passou a apresentar resisténcia ao
inibidor testado. Utilizando modelagem e dindmica molecular, foi possivel diferenciar
0s papéis de cada aminoacido do loop 35 dessas enzimas (DUNSE et al., 2010b).



37

Determinar quais e onde estdo as diferencas nas estruturas das quimotripsinas
de insetos herbivoros pode ajudar a elucidar os mecanismos de especificidade e
eficiéncia catalitica desse importante grupo de enzimas digestivas e possibilitar novas
estratégias para controle de pragas.

Sendo assim, o0 objetivo desse trabalho é caracterizar as diferencas quimicas e
fisicas de nove diferentes quimotripsinas presentes no trato digestivo de lagartas da
espécie S. frugiperda, relacionando-as com o grau de sensibilidade ha oito diferentes
IPs do tipo Bowman-Birk e ainda demonstrar que a eficacia de inibicdo esta
relacionada também ao nivel de expressao dessas enzimas quando na presenca de
IPs de soja em sua dieta. Complementando a analise, mais oito enzimas do grupo

das tripsinas foram estudas quanto ao seu nivel de expressao nessas lagartas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Selecao do cultivar de algodéo para alimentacéo das lagartas

Para a construcao de uma biblioteca de cDNA, foi utilizado RNA de S. frugiperda
(J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas dieta natural de folhas de
algodéo.

Trés cultivares de algoddo, Acala-90, Delta Pine e Delta OPAL (cerca de 40
plantas de cada cultivar) foram plantados em vasos de 10 L em substrato PlantMax
ou terra recolhida dos campos do Departamento de Genética da ESALQ/USP. Fez-se
uma avaliacdo empirica do tempo para germinacgao, velocidade de crescimento, vigor
e ainda crescimento das lagartas alimentadas com cada um dos cultivares. A partir
desses testes foi selecionada, para dar andamento ao experimento, a cultivar Acala-
90. Todas as sementes foram cedidas pelo Prof. Dr. Ederaldo José Chiavegato

(Laboratério de Sementes do Departamento de Producéo Vegetal, ESALQ/USP).
3.2 Criacdo das lagartas de S. frugiperda em dieta natural de algodéao

As lagartas de S. frugiperda foram cedidas pelo Prof. Dr. José Roberto Postali
Parra do Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de Entomologia
ESALQ/USP.

As lagartas foram mantidas em bandejas proprias para criacdo de insetos e com
dieta natural de folhas de algodéo fresco, cultivar Acala-90. As folhas eram trocadas
diariamente e deixadas em solucdo de hipoclorito 0,1% por 30 minutos e
posteriormente lavadas em agua corrente. A umidade era mantida com papel filtro 1,5
cm? umidecidos com agua e também trocados diariamente. Apés chegarem as 6°

instar, as lagartas eram entédo sacrificadas para a extragdo dos seus intestinos.
3.3 Extracéao e purificagcdo parcial dos IPs de soja

Os IP foram extraidos a partir de sementes de soja, variedade Cometa, por
homogeneizagcao de 100g de gréos triturados em 1000 mL de NaCl (150mM) durante
uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, o homogeneizado foi filtrado em

gaze a fim de remover o material sdlido. O filtrado foi centrifugado a 3000g durante
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20 minutos a 4°C. Apo0s a centrifugacao, adicionou-se um volume quatro vezes maior
ao sobrenadante de acetona gelada, em condicbes de agitacdo. Em seguida, a
solucéo foi centrifugada a 6000g durante 20 minutos a 4°C. O precipitado obtido foi
seco ao ar e moido. O produto desta extracao foi denominado inibidor de proteinase
parcialmente purificado, o qual contém os inibidores do tipo Kunitz e Bowman-Birk
(adaptado de BROADWAY, 1995).

3.4 Criacao das lagartas de S. frugiperda em dieta artificial

Para a determinacdo de expressdo das quimotripsinas, foi utilizado RNA de
lagartas de S. frugiperda criadas em dieta artificial com e sem a adi¢do de IP de soja.

As lagartas de S. frugiperda, utilizadas nos ensaios, foram criadas no
Laboratério de Biologia de Insetos (Departamento de Entomologia, Fitopatologia e
Zoologia Agricola — ESALQ/USP), sob a coordenacao do Prof. Dr. José Roberto
Postali Parra, a 25°C, 60£10% de umidade relativa e fotoperiodo de 14/10 horas de
claro/escuro.

Os insetos foram mantidos em tubos de vidro (2.5cm de diametro e 8.0cm de
altura), tampados com algodédo e alimentados com dieta artificial a base de feijao,
germe de trigo, levedura de cerveja e aditivos, conforme a tabela 1 (MIHSFELDT;
PARRA,1999). Ao atingirem o Ultimo instar parte das lagartas foi transferida para

dieta artificial contendo IP de soja na concentracdo de 5% (p/v).
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Tabela 1 - Composicéo da dieta artificial para criacdo das larvas de S. frugiperda (MIHSFELDT;
PARRA,1999)

Componentes Quantidade
Feijdo Branco 759
Germe de trigo 60 g
Farelo de soja 309
Caseina 30¢g
Levedura de cerveja 3759
Acido ascoérbico 3,69
Acido sorbico 1,89
Metil-parahidroxibenzoato (nipagin) 39
Tetraciclina 113 mg
Formaldeido 3,6 ml
Complexo Vitaminico(*) 9 ml
Agar 23¢g
Agua 1200 ml

* Complexo vitaminico diluido em 1 | de agua destilada: 1 g de niacina, 1g de pantotenato de célcio,
0,5 g de tiamina, 0,259 de piridoxina, 0,1 g de &cido félico, 0,02 g de biotina, 2 ml de vitamina B12
(2000mg/ml)

3.5 Extracédo de RNA total

Foram utilizados 15 intestinos de S. frugiperda no 6° instar por reacdo. Foi
utilizado para extracdo de RNA o produto comercial TRIZOL (Invitrogen) seguindo
instrucdes do fabricante.

Cada extracao rendeu cerca de 5 a 8ug/pl de RNA total e foram conservadas a -

80°C. A integridade da molécula foi conferida através de gel de agarose desnaturante

Figura 3 -Gel desnaturante de RNA. Extracdo de RNA manteve a integridade da molécula mostrada
em gel desnaturante

(figura 3).
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3.6 Isolamento do mRNA

Uma amostra de RNA total extraida de intestinos de S. frugiperda que se
alimentaram de dieta natural de folhas de algoddo do momento da eclosdo dos ovos
até o 6° instar de desenvolvimento foi utilizada para o isolamento de mRNA com o kit
PolyATract mRNA Isolation System Il (Promega).

Foi adicionada agua a amostra de RNA total para completar 500ul e entéo
incubada por 10 minutos a uma temperatura de 65°C. Apés esse periodo o iniciador
oligo (dT) biotinilado foi adicionado para entdo, apds 10 minnutos a temperatura
ambiente, ligar as esferas magnéticas. Utilizando-se uma estante magnética, as
esferas (ligadas ao mMRNA através da cauda oligoT biotinilada) foram lavadas
sucessivamente com tampao apropriado. O mRNA é entéo liberado pela lavagem das
esferas com agua deionizada livre de RNase.

O mRNA foi entdo precipitado com a adicdo de glicogénio, etanol 100% e

acetato de sédio 3M por 16 horas em uma temperatura de -20°C.

3.7 Biblioteca de cDNA de S. frugiperda

O kit utilizado para a construcao da biblioteca de cDNA foi o CloneMiner cDNA
Library Construction Kit (Invitrogen). Esse kit foi elaborado para permitir a construcao
de bibliotecas de cDNA de alta qualidade sem o uso de enzimas de restricéo,
utilizando-se da tecnologia Gateway. Resumidamente, o processo se da pela
conversdo do mRNA em uma dupla-fita de cDNA contendo sequéncias attB
(adaptadores) em cada extremidade. A recombinacéo sitio especifica ocorre pela
clonagem direta do cDNA flanqueado pelos adaptadores attB ao vetor que contém o

sitio attP sem o uso de digest&o ou ligacéo.

3.7.1 Sintese da primeira fita de cDNA

Apos o isolamento do mMRNA, foi realizada a sintese da primeira fita de cDNA. O
iniciador utilizado nessa reacao foi o Biotin-attB2 oligo dT (30pmol/ul) que permite a
incorporacdo do adaptador attB a porgcédo 3’ da sequéncia. Juntamente com dNTPs

(10mM), a reacao foi incubada a 65°C por 5 minutos em seguida a 45°C por 2
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minutos. ApOs esse periodo uma mistura contendo um tampao da reacédo e DTT (0,1
M) foi adiconada e mais 2 minutos de incubacédo a 45°C foi realizada. A enzimas
SuperScript Il RT (200 U/ul) foi adicionada com posterior incubacdo de 60 minutos a
45°C.

3.7.2 Sintese da segunda fita de cDNA

A reacdo para a sintese da segunda fita de cDNA foi feita a no gelo. Ao tubo foi
adicionado um tampao de reacdo apropriado, dNTPs (10mM), E. coli DNA ligase
(10U/ul), E. coli DNA Polimerase | (10 U/ul), E. coli RNase H (2 U/ul) e dgua para
completar 151pl de volume final. Essa reacgao foi incubada a 16°C por 2 horas para,
em seguida a T4 DNA polimerase (5 U/ul) ser adicionada. Apds 5 minutos a 16°C,
10ul de EDTA 0,5M (pH 8,0) foram adicionados para parar a reacao.

A amostra passou por uma purificagdo com fenol:cloroférmio (1:1) e em seguida
precipitada com etanol 100%, acetato de amodnia 7,5M e glicogénio (20ug/ul).

3.7.3 Ligacéo do adaptador attB1 na porgédo 5’ do cDNA dupla-fita

Apoés a precipitacdo, o cDNA dupla-fita foi ligado ao adaptador attB1l. Foram
adicionados tampéao de reacao apropriado, adaptador attB1 (1ug/ul), DTT (0,1M) e T4
DNA ligase (1U/ul). A reacéo foi incubada por 16 horas a 16°C para entédo a ligase ser

inativada em incubacédo de 10 minutos a 70°C.

3.7.4 Fracionamento do cDNA

Atraves de uma coluna Sephacryl S-500 HR o cDNA foi separado por tamanho
para prevenir que fragmentos pequenos (<500pb) contaminassem a biblioteca. Dessa
forma, as moléculas maiores passam pela coluna, pois sdo rapidamente eluidas
enguanto que, as menores ficam retidas na resina e sao eluidas mais lentamente.

Foram coletadas 20 fracbes (cada uma representada por uma gota de
aproximadamente 35 pl) através da lavagem da coluna com tampao TEN (Tris-HCI
10mM pH7,5, EDTA 0,1mM e NaCl 25mM).

ApoOs uma analise em placa de agarose 1% com bormeto de etideo, fracbes
apropriadas foram escolhidas para continuar a construcdo da biblioteca. Essas
fragOes foram reunidas e precipitadas com etanol 100%, acetato de amoénia 7,5M e

glicogénio.
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3.7.5 Recombinacéo

A recombinacdo entre os adaptadores que flanqueiam o cDNA e o vetor
pDONR222 foi realizada adicionando-se em um tubo o cDNA (100ng para cada uma
das bibliotecas), o vetor pDNR222 (250ng/ul), um tampao de reagéo apropriado, TE
para completar 7ul e por dltimo 3pl da enzima BP clonase. Essa reacgéo foi incubada
a 25°C por 16 horas. Apos esse periodo foram adicionados 2ul de Proteinase K (2
pg/ul) para inativar a enzima BP clonase com incubacdo de 15 minutos a 37°C e 10
minutos a 75°C. A reacao foi novamente precipitada como nas etapas anteriores.

3.7.6 Transformacéo de bactérias eletrocompetentes

A cepa de bactéria utilizada foi a ElectroMAX DH10B. O cDNA foi dividido em 6
tubos com 1,5 pl cada, portanto 6 transformacdes foram realizadas. Para isso
utilizaram-se cuvetas de 0,1 cm e o eletroporador BioRad Gene Pulser Il com
voltagem em 2,0kV, resisténcia 200Q e 25uF de capacitancia.

Parte da biblioteca formada foi estocada em aliquotas em uma mistura de meio
S.0.C. (60%) e glicerol (40%) e parte plaqueada (LB Agar com 50ug/ml de
kanamicina) em 3 diluicdes diferentes (102, 10 e 10™) para posterior titulagéo
comparando-se com um controle positivo da transformacéo feito com vetor PUC 19
(LB Agar com 100 pg/ml de ampicilina).

A titulacdo de cada placa foi calculada pela equacéao:

cfu/ml = colbnias por placa x fator de diluicdo

volume plagueado (ml)
O resultado foi utilizado para calcular o numero total de unidades formadoras de
colénias: Total cfu = titulo (cfu/ml) x volume total da biblioteca de cDNA (ml).
Para andlise dos tamanhos dos inserto foram feitas minipreps e 18 amostras

foram submetidas a restricao pela enzima BsrG | (Invitrogen).
3.8 Sequenciamento dos clones

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério de Biologia

Molecular- UFSCar em sequenciador MegaBACE.
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3.9 Analise estrutural

Os 1152 clones sequenciados resultantes da biblioteca de S. frugiperda foram
comparados com as sequéncias presentes nos bancos de dados através das
ferramentas BLASTn e tBLASTx para identificar as tripsinas e quimotripsinas. Os
clones com maior similaridade a sequéncias dessas enzimas foram agrupados e 0s
arquivos contendo seus cromatogramas de sequenciamento foram analisados pelo
programa Phred/Phrap/Consed para montagem dos contigs (sequéncias completas)
e selecédo das sequéncias de alta qualidade. Estes foram traduzidos para a sequéncia
priméria de aminoacidos, respeitando-se os quadros de leitura, para serem utilizadas

na modelagem estrutural dessas moléculas.

3.9.1 Modelagem estrutural

A modelagem estrutural das proteinas e a otimizacdo destes modelos foram
realizadas utilizando-se modelagem molecular comparativa pelo programa Modeller
v.9.06 (MARTI-RENOM et al., 2000). Duas SPs de inseto foram utilizadas como
moldes para a determinacao tridimensional das quimotripsinas: uma colagenase de
Hypoderma lineatum (larva endoparasita de gado) (PDB: 2hlc) e uma quimotripsina
de Solenopsis invicta (formiga americana grande causadora de danos a agricultura)
(PDB: 1eg9). Uma terceira quimotripsina foi utilizada para refinar as regides de loop
das estruturas (quimotripsina humana — PDB: lelv). A selecdo dos moldes foi feita a
partir dos resultados apresentados pelo programa PSI-BLAST (ALTSCHUL et al.
1997) onde as quimotripsinas estudadas foram comparadas ao banco de dados de
proteinas do Modeller (banco de dados com as sequéncias de todas as estruturas do
PDB e sem as sequéncias redundantes — com identidade maior que 95%). Os moldes
foram escolhidos quando apresentaram e-value igual a O e identidade de sequéncias
maior que 40% (obedecendo o consenso que proteinas que apresentam esse nivel
de identidade possuem similaridade na estrutura como um todo). Além da identidade,
a resolucéo dos cristais (1.7 A para as trés estruturas) também foi considerada.

Os trés moldes utilizados apresentavam estrutura resolvida jA complexada a
inibidores do tipo Bowman-Birk para facilitar outras etapas das analises e para melhor

compreensao do funcionamento da enzima. A qualidade dos modelos gerados pelo
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programa Modeller foi submetida a uma avaliagdo de estrutura através da
esterioquimica geral e individual dos modelos. Para tanto o programa WHAT _CHECK
(HOOFT et al. 1996) e a ferramenta PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) (utilizada

através do programa PDBsum) foram utilizados.

3.9.2 Hard-docking

Para investigar a dindmica das proteinas estudadas e suas interacdes com
outras moléculas (no caso os IPs) foi utilizada a técnica de docking de proteinas.
Foram usados sete modelos de IPs de plantas diferentes e um IP controle (tabela 2)
para a realizacdo da docagem de proteinas com cada modelo de quimotripsina
proposto. O método de hard-docking foi realizado utilizando-se o programa Swiss-
Model (BORDOLI et al., 2009). Nesse programa (disponivel gratuitamente na rede)
um arquivo .pdb de uma SP complexada a um inibidor serve como um molde para a
quimotripsina de interesse. As duas SPs sdo alinhadas estruturalmente e as posi¢oes
tridimensionais dos dois, ligante e receptor da proteina alvo, agora, irdo coincidir com
as coordenadas do sistema molde. Dessa forma, um arquivo é gerado com a SP de

interesse complexada ao inibidor do arquivo .pdb.

Tabela 2 - IPs de plantas utilizados para a geracao de modelos dos complexos SP-IP

Arguivos PDB IP
1D6R Glycine max (soja)
1G9l sintético
1TAB Vigna angularis (feijao)
2CMY Veronica hederifolia
2ILN Medicago scutellata
2G81 Vigna unguiculata (feijao)
2QN5 Arroz (Oryza sativa)
2UUY ‘hipicephalus appendiculatus (carrapato - IP controle)

3.9.3 Dinamica molecular
Para realizar dinamica molecular dos modelos complexados aos inibidores, o

programa GROMACS foi usado (Van der Spoel et al. 2005). A dindmica molecular é a
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técnica tedrica mais eficiente de simulacdo de movimentos das proteinas. Ela esta
baseada na teoria basica de mecéanica classica que rege os movimentos dos atomos
e suas interagfes. Os atomos se movimentam de acordo com seus potenciais de
interacdo, chocando-se uns contra os outros em um sistema fluido, similar ao que
acontece na realidade.

Para que a aproximacdo com a realidade seja ainda maior, foi necessario a
solvatacdo das proteinas, ou seja, que moléculas de agua e ions fossem adicionadas
ao sistema para que condi¢cBes fisiolégicas fossem reproduzidas. Ao redor da
proteina foi construida uma “caixa” ajustada a sua forma para ser possivel inserir
esses elementos. O potencial eletrostatico dos modelos também foi calculado.

ApOs esses ajustes foi possivel realizar a minimizacdo de energia dos
complexos, sendo que neste trabalho o método Steepest Descent foi o utilizado.
Todos esses calculos foram executados simultaneamente pelo GROMACS mantendo

a temperatura e pressao do sistema.

3.9.4 Docagem automatica

O docking automatico foi realizado utilizando-se o programa AutoDock
(MORRIS et al. 1998). Com esse programa € possivel predizer como moléculas
pequenas, tais como substratos, inibidores ou candidatos a novas drogas, se ligam a
um receptor com estrutura 3D conhecida. Através de uma simulacao de ligacdo das
moléculas (técnica Monte Carlo simulated annealing), é realizada a exploracdo do
espaco conformacional e uma rapida avaliacdo energética usando grades baseadas
no potencial de afinidade molecular (figura 4). E possivel assim estabelecer o minimo
global na interagdo entre o substrato (ou inibidor) e a proteina alvo mantendo a
demanda computacional em um nivel razodvel. A combinagcdo de uma avaliacdo
energética robusta e a exploracdo de grande espectro de conformacgbes faz do
AutoDock uma poderosa ferramenta para abordar problemas como a ligacdo entre
substratos flexiveis e modelos fixos de proteinas.

Os arquivos gerados pelo hard-docking e aprimorados pela dinamica molecular
foram utilizados como entradas para o AutoDock. Utilizando-se os parametros

propostos no tutorial do software, foi realizada uma andalise da interacédo
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proteina/inibidor dos modelos propostos, gerando-se 250 possiveis conformacdes
para cada complexo. Foram feitos 250.000 célculos de energia para cada
conformacao de complexo e, a partir disso, obteve-se a estimativa de energia livre do
sistema.

Espacamento da grade A

Ponto da grade

B /:// n+1
4 P ;

Probe (atomo)

Figura 4 - Modelo de grade proposto pelo AutoDock. Uma grade com espagamento constante é
construida para calcular a afinidade de cada atomo da molécula com um atomo
sonda que é colocado em um ponto da grade. Assim obtém-se a afinidade de toda a
grade para cada tipo de atomo do substrato (geralmente o carbono, o oxigénio, o
nitrogénio e o hidrogénio) (modificado de AutoDock 2.4 User Guide)

3.9.5 Calculo da Area Acessivel ao Solvente (ASA)

Com o intuito de identificar os residuos formadores de interface (IFR) e as areas
acessiveis ao solvente para cada complexo gerado de SPs - IPs, foi usado o
programa SurfV (SRIDHARAN et al., 1992). Este valor é calculado usando-se uma
esfera probe de 1.4 A (raio de Van der Waals da molécula de 4gua) que percorre a
superficie molecular da molécula. Scripts locais em perl, que fazem parte do conjunto
gue integra e gera o banco de dados STING (NESHICH et al., 2003), executaram o

SurfV de duas maneiras distintas: na primeira, chamada “ in isolation” (em
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isolamento, ACCi), na qual cada cadeia de um dado complexo € separada e
considerada como uma molécula isolada, e sua ASA calculada separadamente. A
area calculada da maneira “in isolation” consiste em toda a superficie da cadeia
(ACCi), incluindo sua area de interface. A segunda maneira, chamada “in complex”
(em complexo, ACCc) é o calculo da ASA de uma dada cadeia quando esta € parte
de um complexo. O célculo € feito sem considerar a regido da interface que esta
entre as cadeias, fornecendo a informacdo sobre a &rea da superficie livre de uma
molécula (Figura 5). A &rea ocupada por residuos na regiao da interface (area IFR) é

dada como a diferenca da area ACCi pela ACCc.

A

-

Acessibilidade em Acessibilidade em

isolacao (ACCi) complexo (ACCc)

Figura 5 - Representacdo esquematica da area acessivel ao solvente calculada. Calculo de ASA nas
duas distintas maneiras citadas: isolada (ACCi) e em complexo (ACCc). A area cinza claro
representada a area perdida quando a molécula esté ligada a outra

3.10 PCR em tempo real

As reacbes de PCR em tempo real foram feitas utilizando-se o aparelho
StepOne Real Time PCR system da Applied Biosystems. Cada reagéo foi composta
de 12,5uL da mistura Maxima® SYBRGreen/ROX qPCR (Fermentas), 7,9uL de agua
milli-Q, 0,3uL de cada iniciador (10uM) (Tabela 3) e 4uL do cDNA diluido. As reagdes
de PCR em tempo real foram feitas em triplicatas. O gene de referéncia utilizado foi o

que codifica a proteina ribosomal S30.
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O seguinte ciclo foi usado: 50°C por 2minutos, 95°C por 10 minutos, seguidos
de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60 — 62,5°C - dependendo da temperatura de
anelamento do iniciador - por 30. A extensdo foi feita adicionando-se 1°C da
temperatura de anelamento até 95°C. A aquisicdo da fluorescéncia e curva de
desnaturacao foram idénticas para todos os iniciadores.

A especificidade dos iniciadores, bem como os parametros temperatura de
anelamento, diluicdo dos cDNAs e eficiéncias de amplificagcdo dos iniciadores dos
genes de quimotripsinas SfChy2, SfChy3, SfChy4, SfChy5, de tripsinas SfTry3,
SfTry4 e SfTry5 e do gene de referéncia 30S foram obtidos de Brioschi (2007), porém
foram confirmados com novas curvas de eficiéncia e de dissociacdo (curva de
Melting). Os demais genes tiveram 0s seus iniciadores desenhados no programa
Oligo Perfect™ Designer Invitrogen e tiveram sua especificidade, diluicdo de cDNA e
efeciéncia calculados pelo programa REST-384 (PFAFFL, 2001) através da curva de
eficiéncia e a curva de dissociagéo (curva de Melting).
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Tabela 3 - Pares de iniciadores utilizados nas anélises de PCR em tempo real. Iniciadores para os
genes de quimotripsinas (SfChy), tripsinas (SfTry) e gene de referéncia (S30) de S.

frugiperda.
GENES INICIADORES (5’ — 3)
SfChy2 TCATCTCTCACAAACCGCATC AACAGSGCTAATGCGGAGGA
SfChy3 AAGCTGGAACCCCAGTAACA TTTTCGTTGAGCTGGCTACC
SfChy4 TGCTCCAGCTCAGCTCGGTC CGTCATTTCGGACTAGACTTGGAG
SfChy5 TTACCGCTAACCGTGTGCTT CGATGACATCTGACAAGGCG
SfChy7 TTCCTGAGCCACGTTAGCTT CAAGACAGGCTCGTTGTTGA
SfChy9 GGATCTCAGCTCGGAGAAAA GCAAGAGGACCACCAGAGTC
SfChyl11 CGAAATCCGTAAAGCTGAGG CAAGGAACCACCACACACAC
SfChy12 GCCAGCTCAACGAAAACTTC AGGTGACACCGATCAAGAGG
SfChy13 CAGTGGCAACTCTCTCACCA GTAAGTGATGGGCACGACCT
SfTryl CAAAGAAACCCGTGGCTAAA GCGTTGATGGAGATCTTGGT
SfTry2 AAAACTGGCCTGACATCACC CGACACCAACGATGACATTC
SfTry3 ACGTCCATTGACAAGTTCCC AGCTTGGGTCGTAGAAGACG
SfTry4 AACTTATGGCGGCTAGCGTA AAGGGACCTCCAAAGTCACC
SfTry6 GCACTCTGCTTCTGCCTTCT GTGGGTGCGCCATAGTAAGT
SfTry7 ACAACCTTGCCCTCATCAAC CGAACTCGGTAGCCTCAAAG
SfTry8 ACAACCTTGCCCTCATCAAC GAGAAGTCCGACTGGAGCAC
S30 CACCCTCGGTGTTAGACGTT CCACCGGGAAAGTGATACTGT
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise da biblioteca de cDNA de S. frugiperda

Obteve-se cerca de 170 ng/ul de mRNA a partir de 345 ug de RNA total. A
construcdo da biblioteca iniciou-se com 1,6 pg de mRNA. A titulacdo da biblioteca que
ficou dentro do esperado (6,5 x 10°) e a sua qualidade também foi satisfatéria com

tamanho médio dos insertos superior a 1000 pb (figura 6).

mMRNA tRNA

-

1000pb — Jig

(A) (B)

Figura 6 - Géis para andlise da biblioteca de cDNA. (A) Gel com mRNA utilizado na construgdo da
biblioteca de S. frugiperda e RNA total de intestino de S. frugiperda. (B) Anélise de restricdo
para determinar a qualidade da biblioteca (tamanho médio dos insertos = 1140 pb)

Entre os 1152 clones sequenciados foram encontrados 37 sequéncias de SPs
diferentes. No total, foi possivel obter sete tripsinas e nove quimotripsinas com
sequéncias completas.

Os contigs montados e utilizados no presente trabalho foram os genes de
guimotripsinas SfChy2, SfChy3, SfChy4, SfChy5, SfChy7, SfChy9, SfChy1l, SfChy12
e SfChy13. Da familia tripsina foram usadas as sequéncias SfTryl, SfTry2, SfTry3,
SfTry4, SfTry6, SfTry7 e SfTry8.
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4.2 Modelagem estrutural das quimotripsinas

Com as sequéncias completas foi possivel modelar as estruturas tridimensionais
das quimotripsinas através da homologia com outras moléculas da mesma familia e
que ja estavam depositadas no banco de dados PDB. Para isso, foi utilizado o
programa Modeller v.9.06. que permite que sequéncias desejadas sejam modeladas
por comparacao e refinadas para se obter o maximo de fidelidade estrutural (figura
7).

As quimotripsinas modeladas foram SfChy2, SfChy3, SfChy4, SfChy7, SfChy9
(BRIOSCHI et. al 2007), SfChy5, SfChy11, SfChy12, SfChyl3 (sequéncias completas
da biblioteca de S. frugiperda em dieta natural de folhas de algod&o).
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Figura 7 - Alinhamento das nove quimotripsinas modeladas. E possivel observar as variagdes nas
estruturas das alcas externas das moléculas

4.3 Qualidade dos modelos

Para verificar a qualidade dos modelos construidos foi utilizado o programa
WHATCHECK, que fornece informacdes sobre a formacdo de regides hidrofébicas,
acessibilidade de residuos e atomos as moléculas de agua, distancias atémicas,
entre outras, e a ferramenta PROCHECK (PDBsum), que avalia comprimentos de
ligacdo, planaridade dos anéis de cadeias laterais e sua conformacdo, angulos
torcionais da cadeia principal e de cadeias laterais, graficos Ramachandran, entre
outros célculos. Os resultados de qualidade dos modelos podem ser visualizados
através do grafico de Ramachandran (figura 8) e de predicdo de estrutura secundaria
(figura 9) fornecidos pelo PROCHECK.
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Figura 8 - Graficos Ramachandran dos modelos construidos. As regies em vermelho séo
energeticamente mais favoraveis e modelos com cerca de 90% de aminoéacidos (pontos
pretos) presentes nessas regifes sdo considerados de boa qualidade. Os dados da
analise Ramachandran estdo nos Anexos. Fonte: http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
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O gréfico de Ramachadran define os residuos que se encontram nas regides
energeticamente mais favoraveis e desfavoraveis, orientando a avaliacdo da
qualidade de modelos tedricos ou experimentais de proteinas. Os modelos devem
possuir cerca de 90% de seus aminoacidos nas regides energeticamente favoraveis
para serem considerados de boa qualidade. Os modelos construidos apresentaram
uma variacdo de 88,8% a 91,5% dos aminoacidos nessas regides (dados
apresentados nos Anexos). A quimotripsina SfChy13 apresentou 85,6% e por isso
ndo foi considerada nas analises a seqguir.

A predicdo de estrutura secundaria € uma ferramenta que permite a
comparacao visual dos modelos e a verificacdo da conservacdo de proteinas da
mesma familia. Como observado na figura 9, as estruturas secundarias das
quimotripsinas seguem o mesmo padrdo demonstrando a conservacao estrutural

entre essas enzimas.
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Figura 9 - Estrutura secundéaria dos modelos de quimotripsinas. A analise das estruturas secundarias
dos modelos construidos mostra a conservacao estrutural das enzimas, confirmando a
qualidade da modelagem. As setas representam folhas-beta, as espirais representam as
alfa-hélices, as linhas amarelas representam pontes dissulfeto e as linhas vermelhas
representam hairpins

(continua)
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Figura 9 - Estrutura secundéaria dos modelos de quimotripsinas. A andalise das estruturas secundarias

dos modelos construidos mostra a conservagdo estrutural das enzimas, confirmando a
qualidade da modelagem. As setas representam folhas-beta, as espirais representam as
alfa-hélices, as linhas amarelas representam pontes dissulfeto e as linhas vermelhas
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Figura 9 - Estrutura secundaria dos modelos de quimotripsinas. A andlise das estruturas secundarias
dos modelos construidos mostra a conservacdo estrutural das enzimas, confirmando a
qualidade da modelagem. As setas representam folhas-beta, as espirais representam as
alfa-hélices, as linhas amarelas representam pontes dissulfeto e as linhas vermelhas

representam hairpins
(concluséo)
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4.4 Analises das estruturas moleculares

4.4.1 Docagem

A técnica de hard-docking posicionou os ligantes (IPs) nas enzimas e a partir do

arquivo gerado com esses complexos a docagem automatica foi realizada (figura 10).

HIS-44
ASP-91

(B)

Figura 10 - Complexo SfChy5 e IP controle. (A) Em azul, a quimotripsina esté ligada ao IP controle (em
verde) mostrando a posicdo de encaixe proteina-ligante. (B) A triade catalitica da
quimotripsina € mostrada no mesmo complexo

4.4.2 Conservacgao das estruturas

No alinhamento das estruturas das quimotripsinas foi possivel observar que,
apesar da alta conservacdo da maior parte das estruturas, existem diferencas na
conformacdo de alcas (loops) (figura 7). A regido do sitio catalitico por sua vez

permanece altamente conservada como era esperado, podendo ser também
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observada no alinhamento das sequéncias primarias de aminoacidos (figura 11) e no

alinhamento das estruturas (figura 12).
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SFCHY4 IVGGAPAQLGQFPYQAGLIIILP--FWSSACGGSLLNTRKVITAAHCW---FDGQSQAISFTVVLGSINLYSGGTRVSSS
SFCHY5 IVGGVPAGQGQYPYQAGLLISIIGFDGSGVCGGSLISAARVVTAAHCW---FDGMHQAWRVTVVLGSTTLEFTGGTRIETS
SFCHY7 IVGGSPSSAGQFPYQAGLLASYAGISGTGVCGGSLISANRVVTAAHCW---FDGINQAWLENVVLGSTTLESGGTRIQTS
SFCHY9 IVGGSLASLGQFPYQAGLLLNYP--TRTGYASASLISHNRILTAAHNI---NDGFSNVPTVIVVLGTTTIMTGGVRQTTG
SFCHY1ll IVGGQASSLGQFPYQAGLLADFS--AGQGVCGGSLVRANRVLTAAHCW---FDGQNQAWRFTVVLGSIRLESGGTRVQTS
SFCHY12 IVGGQASSLGQFPYQAGLLADFS--AGQGVCGGSLVRANRVLTAAHCW---FDGONQAWRFTVVLGSIRLEFSGGTRVQTS
SFCHY13 IVGGTQAATGSHPHMVALSSGVL--VRSFLCGGSLITQRTVLTAAHCIAAVESGNSLTSSLRATVGTNRWNSGGTSYTLS

90 l 100 110 120 130 140 150 160
T 4 T T T T T O T

SFCHY2 DVVMHPNWTPTTAANDIAVLRISS-VTFTNVIQPIALPSGNELNNDFVNWNAIASGYGLTADGAN--IGTTQRVSSVVLP
SFCHY3 NVVMHGSWTPNLIRNDVAVIKLSSNVALSDTIAVIALPSGSQLNENFAGENAVASGFGRTVDGAG--ITVNQFLSHVTLP
SFCHY4 NVVMHPNWTPSLVRNDVAMITLPNAVSTSNNLSPIALPSGNELNNNFAGFTGTASGFGYTRDGGS----VSPTLNHVDLP
SFCHY5 VMAMHPDWSPALIRNDVGVLYLPQAVQLSANIQPIAIATG---SSDEFVGVSAIASGYGLTSSEGS--ISANQVLSHVRLN
SFCHY7 AVMVHPNWVPVLVRNDVAVIYLPTPVPFSDTIKPIALPSGDQLNNDFVGATAIASGFGLTNDGGS--ISTNQFLSHVSLN
SFCHY9 NYVIHENYDISIVRSDIAIINLPSSVQFSNILAPIALPSGSQLGENFVGQVAIASGYGFNPGIGG--MLANQPFSFVDLP
SFCHY1ll NVVMHGSWNPSNIRNDVAMIRLNSNVGLSNTIALIALPSGSQLNENFAGENAVASGFGRTSDGAGGAITTNQFLSHVTLP
SFCHY12 NVVMHGSWNPSNIRNDVAMIRLNSNVGLSNTIALIALPSGSQLNENFAGENAVASGFGRTSDGAGGGITTNQFLSHVTLP
SFCHY13 RNVTHPNYVAATIKNDIGVLITSSNVALNNLVQVVPITYN----FIGQGVLSRVAGWGRIRSGGS----LSATLLELTLN

170 180 190 ‘ 200 210 220 230 240

SFCHY2 VISNAQCATVFGPWVHNSNICTSGAGGKGTCSGDSGGPLAVDSNNRRVLIGVTSYGAAAGCQIGLPAAFARTTSYVSWLQ
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Figura 11 - Alinhamento das sequéncias primarias de aminoacidos das quimotripsinas. As sequéncias
apresentam alta conservacdo estando os aminoacidos que formam a triade catalitica
marcados com seta vermelha
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Figura 12 - Conservagdo do sitio catalitico. Alinhamento estrutural das quimotripsinas mostrando a
conservacgdo da posicao do sitio catalitico

Trés quimotripsinas se destacaram por possuirem bem préximo ao sitio
catalitico uma segunda serina (figura 13). Pelos calculos de area, esse aminoéacido
parece também estar envolvido com a atividade catalitica dessas enzimas, pois além
da proximidade com o sitio ativo, essa serina também perde grande parte de sua
area quando essas enzimas estdo em complexo com os IPs testados (exceto na

SfChy9 — serina extra ndo esta presente na IFR) (tabela 4).
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Figura 13 - Presencga de uma serina extra. (A) Sequéncia primaria das quimotripsinas SfChy2, SfChy5
e SfChy9 apresentando uma segunda serina (em rosa). (B) Na modelagem estrutural dessa
enzimas é possivel observar que a serina extra esta na regido do sitio catalitico
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Tabela 4 - Calculos de ASA. Calculos para os aminoacidos que compdem a triade catalitica das
quimotripsinas e para a serina extra presentes na IFR

SfChy?2 SfChy5s
Posicéo ACCi  ACCc ACCc-ACCi| Posicéao ACCi  ACCc ACCc-ACCi
na cadeia na cadeia
His 45 74.174 10.345 63.829 46 75.662 9.665 65.997
Asp 92 2.231 2.231 0.000 93 36.669 36.669 0.000
Ser extra 185 81.436 7.415 74.021 183 72.846 35.742 37.104
Ser 188 10.447 5.926 4521 186 41.780 28.519 13.261

4.4.3 Afinidade das quimotripsinas ao IPs testados

A afinidade de uma enzima por um substrato ou IP pode ser inferida através do

calculo de energia livre do sistema quando essas moléculas se encontram

complexadas. Através da analise dos modelos propostos, o programa AutoDock

gerou 250 posicoes diferentes para cada complexo e realizou 250.000 calculos de

energia para que entdo fosse possivel selecionar a energia livre do sistema de cada

complexo.

Considerando todos os IPs testados, as quimotripsinas SfChy4, SfChy5 e

SfChy7 foram as enzimas que apresentaram maior afinidade (menor valor de energia

livre) aos IPs (tabela 5).

Tabela 5 - Valores de energia livre da ligagdo dos complexos modelados

1D6R 1G9l 1TAB 2CMY 2G81 2ILN 2QN5 2UUY  Média

SfChy2 676 -6.59 -3.33 -6.85 -7.36 -6.17 -582 -7.5 -6.12571
sfchy3  -681 -631 -655 -561 -615 -3.3 -1.1  -844 -511857
sfchy4  -638 -828 -752 -89 -6.09 -7.16 -45  -96  -6.97571
SfChy5 75 99 -81 -95 -6.84 -535 -6.33 -10.18 -7.65429
sfchy7  -956 -9.88 -10.23 -11  -8.21 -524 -6.04 -9.04 -8.59429
sfchy9  -6.36 -6.78 -4.24 -9.73 - 462 -549 -89  -6.20333
sfchyll -6.24 -864 -5.35 - -3.77 -346 -346 -8.36 -5.15333
Sfchyl2  -8.96 - 536 -7.66 -3.43 -443 -314 -76  -549667
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Em uma andlise de formacéo de clusters € possivel perceber que dois grupos
sao formados de acordo com a afinidade inferida pelos valores de energia livre (figura
14). As quimotripsinas SfChy4, SfChy5 e SfChy7 formam um cluster separado de
todas as outras enzimas.
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Figura 14 - Gréfico de afinidade das quimotripsinas a todos os IPs testados. Quanto mais préximo de
1, menor é a afinidade da enzima pelo inibidor

4.5 Expressao génica

A determinac&o da expressao relativa dos genes de quimotripsinas e tripsinas
foi realizada em PCR em tempo real. O RNA dos intestinos de lagartas de S.
frugiperda no 6° instar foram utilizados para sintetizar cONA em 24 e 48 horas ap0s
as mesmas teram se alimentado de dieta contendo IPs de soja e dieta sem IPs
(grupo controle). O gene de referéncia utilizado nas analises foi o gene 30S
(BRIOSCHI et al., 2007). Outros dois experimentos independentes foram realizados e

apresentaram a mesma tendéncia de expressao relativa dos genes testados.
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Todos os iniciadores testados resultaram em um produto especifico, Unico e
com o tamanho desejado, visualizado em gel de agarose 1%. Os produtos
apresentaram sequéncia correta, verificada por sequenciamento e em todas as
corridas foi realizada a curva de dissociacdo resultando sempre em temperaturas

especificas.

4.5.1 Expressao génica das quimotripsinas

Na comparacdo com o tempo O hora, a expressao relativa do gene SfChy2
mostrou aumento j& em 24 horas de tratamento e manteve o mesmo nivel em 48
horas de tratamento. J4 os genes SfChy3 e SfChy4 n&do apresentaram diferencas na
expressao relativa entre tratados e controles. O gene SfChy3 teve um pequeno
aumento em 48 horas quando comparado a 24 horas (figura 15).

Todos os outros genes (SfChy5, SfChy7, SfChy9, SfChyll e SfChyl2) né&o
apresentaram diferencas entre tratamento e controle em 24 horas porém em 48 horas
o tratamento se distanciou do nivel dos controles apresentando expressao relativa
aumentada. O gene SfChy5 foi 0 gene que apresentou maior aumento da expressao

relativa na presenca de IP em 48horas (figura 15).



69

[
o

=

o

. ] SfChy2 . SfChy3
8 - 8 -
74 74
6 6
5 | =4=Controle 5 | =4=Controle
4 L L w=Tratado (IP) 4 T w=Tratado (IP)
3 L L 3 /?
2] E e . 2] /
-

1 - 1 -
0 ‘ ‘ 0

Oh 24h 48h Oh 24h 48h
© SfChy4 0 SfChy5

100 -
80 -

=4=Co0ntrole 60 |
w=Tratado (IP)

=4=Controle

w=Tratado (IP)
40

NoWw AR oy N G o
S S SO S

20 +

\
z
R

0h 24h 48h Oh 24h 48h

N
=)

=

=)

] SfChy9 | SfChy7
8 - 8 -
7 7
6 - T 6 -
5 - - =4=Controle 5 - =4=Controle
4 4 J w=Tratado (IP) 4 4 T w=Tratado (IP)
3 l 3 -
2 A\ 2 I 1
R o T
0 0

0h 24h 48h 0h 24h 48h
10 10 -
o | SfChyl1l . | SfChy12
8 8 - =
7 T 7 -

-
6 | J 6 -
5 | === Controle 5 | =4=Controle
4 w=Tratado (IP) 4 4 w=Tratado (IP)
. / > /%
2 : 2 4 /
/1' -

1 - 1 8 I
0 0

oh 24h 48h oh 24h 48h

Figura 15 - Expresséao relativa dos genes de quimotripsinas. Em 48 horas de tratamento, a expressao
relativa da maioria dos genes de quimotripsinas testados apresentaram aumento quando
comparados ao controle no mesmo tempo
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4.5.2 Expressao génica das tripsinas

Todos os genes (exceto SfTry2) praticamente ndo apresentaram diferencas na
expressao realtiva entre tratamento e controle. O gene SfTryl, SfTry3 e SfTry6
praticamente ndo se alteraram ao longo do tempo ou tratamento. As demais
apresentaram diferencas na expressao entre 24 horas e 48 horas porém nao entre
tratamento e controle. O Unico gene a presentar diferenca entre tratamento e controle

nos dois tempos avaliados foi o gene SfChy2 (figura 16).
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Figura 16 - Expresséao relativa dos genes de tripsinas. Com excesséo de SfChy2, todos os genes de

tripsinas testados ndo apresentaram diferencas entre a expressao realtiva no tratamento
(com IP) e no controle (sem IP)
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4.5.3 Proporcdoes de expressdo de quimotripsinas e tripsinas em 48 horas de
tratamento com IPs de soja.

Considerando apenas as enzimas testadas nesse trabalho, foi construido um
grafico de proporcdo de expressao dessas duas familias de SP em lagartas de S.
frugiperda apés 48 horas de tratamento com IPs de soja. O tempo 48 horas foi
escolhido porque a maior parte 0s genes apresentam aumento da expressao relativa
na presenca de inibidores na dieta ap0s esse tempo de tratamento. As quimotripsinas
aparecem como responsaveis por 67,12% do total de enzimas digestivas enquanto as

tripsinas contribuem com 32,88% (figura 17).

Serino-Proteinases

32,88%

mquimotripsinas
mtripsinas

67,12%

Figura 17 - Grafico de proporgcbes na participacdo das familias de SP, tripsinas e quimotripsinas, no
porcesso digestivo das lagartas de S. frugiperda. As quimotripsinas sao responsaveis por
maior parte do processo, porém com grande participacdo da tripsinas

Com o objetivo de elucidar a participacdo de cada gene individualmente, gréaficos

das quimotripsinas e das tripsinas foram construidos (figura 18).

Quimotripsinas Tripsinas

0,20% 2,499

21,50% \ 18,98% =SfChy2 16,62% 49%
u SfChy3 2529%  ®SfTryl
o, SfChy4 u 5fTry2
10,49% o

u SfChy5 ¥
uSfchy? = SfTry4
23 389 3,59% mSfChy9 7,42% " SfTry6
SfChy11 u SfTry7
15,62% sfchy12 1,17% Sry8
6,15% 10,14%

Figura 18 - Grafico de propor¢des de expressdo dos genes individuais de tripsinas e quimotripsinas em
48 horas de tratamento das lagartas de S. frugiperda com IPs de soja. E possivel identificar
as quimotripsinas e trispnas que estdo mais expressas em 48 horas de tratamento
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Entre as quimotripsinas, os genes SfChy3, SfChy7, SfChyll e SfChyl2 sdo os
que destacam por apresentarem maiores percentagens de RNA presentes nas
amostras de lagartas de S. frugiperda alimentadas por 48 horas com dieta artificial
acrescida de IPs de soja.

Os genes de tripsinas mais transcritos em 48 horas de tratamento foram os
genes SfTry2, Sftry7 e SfTry8.

Esse parametro é importante por dar dimensdo a importancia biolégica que
cada enzima apresenta no processo digestivo de S. frugiperda. Enzimas que
apresentam grande aumento de expressao realtiva ndo necessariamente contribuem

em grande escala para a digestdo da lagarta.
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5 DISCUSSAO

5.1 SPs encontradas na biblioteca de cDNA construida

A biblioteca de cDNA construida a partir de intestinos de lagartas de S.
frugiperda foi uma importante fonte de sequéncias de SPs.

Entre as sequéncias encontradas e montadas estdo uma das sequéncias
incompletas de Brioschi et. al (2007) que ndo esta publicada em bancos de dados
(Sfchyb), outras duas que representam novas sequéncias (SfChy1l, SfChyl13) e um
precursor ja conhecido de quimotripsina (GenBank:: AY251276) (SfChy12). As demais
quimotripsinas estavam presentes no banco de dados SPODOBASE (NEGRE et al.,
2006) (SfChy2: cluster sf1f01502-5-1; SfChy3: cluster sf1f00778-3-1; SfChy4: cluster
sf1f08658-3-1; SfChy7: cluster sf1f05003-3-1; SfChy9: cluster sf1f06951-3-1). Quatro
sequéncias de tripsinas também estavam presentes nesse mesmo no bando de
dados (SfTryl: cluster sf1f00035-3-1; SfTry2: cluster sf1f04035-3-1; SfTry3: cluster
sf1f04740-5-1 e SfTry4: cluster sf1f02950-3-1) e mais trés novas tripsinas foram
encontradas (SfTry6, SfTry7 e SfTry8).

5.2 Modelos estruturais

Conhecer a estrutura tridimensional de proteinas é essencial para estudar as
interacdes bioguimicas nas quais estas estdo inseridas. Porém, os métodos
experimentais para a determinacdo de estrutura (cristalografia de Raio-X e RMN) séo
bastante complexos além de terem alto custo, exigirem uma grande demanda de
tempo e serem limitados no fornecimento de informacdes dos aspectos dinamicos das
moléculas (ZHOU; ROBINSON, 2010). Dessa forma, modelos in silico tém sido

bastante utilizados.

Um dos métodos mais utilizados para se obter modelos tridimensionais de
proteina sem recorrer aos metodos experimentais € a modelagem por comparagao ou
homologia. A modelagem comparativa € baseada no conceito de que a estrutura &
mais conservada do que a sequéncia e que pequenas mudancas em uma sequéncia

leva a uma pequena mudanca estrutural. Dessa forma, por homologia € possivel obter
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um modelo tridimensional para uma proteina desconhecida baseada em uma ou mais
proteinas de estrutura conhecida, bastando que estas tenham pelo menos 30% de
identidade de sequéncias (FORSTER, 2002). Esse método tem sido amplamente
utilizado por apresentar bons resultados no estudo das moléculas néo cristalizadas. O
aprimoramento das técnicas e o0 aumento do numero de proteinas com sequéncia e
estrutura conhecidas possibilitaram uma maior acuracia nas modelagens baseadas
em homologia (MARTI-RENOM et al., 2000).

No presente trabalho, apenas as quimotripsinas foram usadas no estudo
estrutural. As tripsinas foram eliminadas dessa etapa de estudo por serem
principalmente inibidas por inibidores do tipo Kunitz. Esses inibidores por sua vez,
apresentam poucas estruturas resolvidas no banco de dados PDB e quando
presentes, estdo sempre na forma isolada, impedindo a realizagédo dos alinhamentos
das enzimas de interesse com 0s complexos enzima-inibidor necessarios para 0s
métodos utilizados nesse trabalho. J& ao contrario, existem muitas estruturas no PDB
de inibidores Bowman-Birk em complexo com SPs (foram utilizados oito diferentes)
(tabela 2), facilitando a realizacao das técnicas apresentadas.

A qualidade dos modelos construidos foi verificada através de gréaficos de
Ramachandran (HOVMOLLER S; ZHOU T; OHLSON T. 2002) e de estrutura
secundéaria. Para obter informacdes sobre mudancas conformacionais das moléculas
foi realizada dindmica molecular através do programa GROMACS (VAN DER SPOEL
et al. 2005).

5.3 Estimativa de afinidade das quimotripsinas pelos IPs testados

As estimativas de energia livre do sistema calculadas pelo programa AutoDock
possibilitaram a identificacdo daquelas enzimas que podem apresentar uma
participacdo chave na adaptacdo nas lagartas de S. frugiperda. Quanto menor a
energia livre de um sistema, pode-se inferir que € maior a afinidade da enzima pelo
substrato ou inibidor.

As enzimas que apresentam menor energia e portanto, maior afinidade aos IPs,
quando considerados todos os inibidores testados foram as quimotripsinas sfChy4,

SfChy5 e SfChy7. Porém, como as analise de expressao génica foram realizadas com
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lagartas que se alimentaram de dieta com IP de soja, uma atencéo individualizada
nas energias desses sistemas (quimotripsinas-IP de soja) foram de especial
importancia.

Quando considerado apenas esse IP (PDB: 1D6R) as enzimas com menor
energia foram as SfChy5, SfChy7 e SfChyl2. Portanto, as demais quimotripsinas
parecem, por inferéncia, serem as enzimas que possivelmente conseguem escapar

dos efeitos do IP de soja.
5.4 Presenca da serina extra e ASA

As diferencas funcionais entre membros de uma mesma familia protéica sdo, em
geral, consequiéncia de diferencas estruturais na superficie externa das proteinas.
Estas diferencas provém de substituicbes, eliminagbes e inser¢des de residuos nas
cadeias de proteinas homologas, principalmente nas al¢as, as regides mais expostas
da proteina.

Ja foi mostrado em outros trabalhos que um ou poucos aminoacidos sao
capazes de influenciar ou até mesmo alterar significativamente a sensibilidade de SPs
a inibidores. Esses aminoacidos estdo presentes geralmente em alcas externas ou no
sitio de ligacdo dessas enzimas. (LOPES; SATO; TERRA, 2009; DUNSE et al, 2010b;
RIBEIRO et al, 2010). As diferengas estruturais encontradas nos modelos de
quimotripsinas gerados nesse trabalho confirmou que essas variagcdes externas de
estrutura estdo presentes dentro dessa familia de proteinas, porém o achado mais
interessante foi a presenca de uma serina extra proxima ao sitio catalitico em trés das
quimotripsinas estudadas (SfChy2, SfChy5 e SfChy9).

As trés quimotripsinas que apresentaram essa serina extra, que se localiza
sempre a trés aminoacidos de distancia da serina que compde a triade catalitica,
também apresentam expressao génica relativa aumentada na presenca do inibidor
em 48 horas. Os genes SfChy2 e SfChyb ja foram estudados anteriormente e também
apresentaram aumento relevante na expressao quando comparados ao controle
(BRIOSCHI et al., 2007). Justamente essas duas quimotripsinas apresentam perda

de area de superficie acessivel a solvente da serina extra quando complexadas a
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inibidores. Os resultados apresentados mostram essa perda quando as

quimotripsinas estdo complexadas ao IP de soja (PDB: 1D6R).
5.5 Expressao génica

5.5.1 Quimotripsinas

Vérias estratégias de adaptacdo dos insetos a presenca de inibidores em seu
alimento sédo conhecidas. Uma das estratégias melhor documentada € o aumento da
expressao génica das SPs ou de sua atividade (BROADWAY; DUFFEY 1986; DE
LEO et al. 1998; GATEHOUSE et al. 1999; PAULILLO et al., 2000; BRITO et al., 2001;
ABDEEN et al., 2005; BRIOSCHI et al. 2007). O aumento da expressao relativa dos
genes de quimotripsinas testados corrobora com a literatura, demonstrando que o
mecanismo de shotgun ocorre durante a digestdo das lagartas de S. frugiperda.

O nivel de expressao génica de oito quimotripsinas foi analisado através de PCR
em tempo real e verificou-se que estas proteinases sdo as responsaveis por 67,12%
das SPs presentes no intestino das lagartas levando-se em conta as SPs estudadas.
Em menor ou maior escala, todas as quimotripsinas desse estudo apresentaram
aumento em 48 horas de exposi¢ao das lagartas ao inibidor. Os dados sugerem que a
adaptacado da S. frugiperda aos IPs de soja é baseada principalmente no aumento da
expressdo das quimotripsinas, haja vista que os niveis de expressao das tripsinas €
menos alterado. Uma questdo interessante a ser explorada € se um outro tipo de
inibidor de proteinase poderia modular com mais intensidade a expressédo dos genes
que codificam as tripsinas. Neste caso, a regulacdo da resposta adaptativa poderia
ser regulada pelo tipo de inibidor.

Na comparacao com os controles (dieta sem IP) em 48 horas, os genes SfChy3
e SfChy4 permaneceram no mesmo nivel quando na presenca de IP na dieta. Os
genes SfChy2, SfChy7, SfChy9, SfChyll e SfChyl2 apresentaram aumento da
expressao realtiva entre 3 e 7 vezes em 48 horas quando comparados ao tempo
inicial. Na comparacdo com seus controles, houve aumento de cerca de duas vezes
guando as lagartas se alimentavam com dieta acrescida de IP.

A quimotripsina que se destacou pelo grande aumento na expressao génica

relativa foi a SfChy5 que em 48 horas apresentou aumento de cerca de 82 vezes em
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relagdo ao tempo zero e 7 vezes quando comparado ao seu controle nesse mesmo
tempo.

Uma andlise das proporcdes relativas da presenca de moléculas de RNA das
quimotripsinas estudadas mostrou que algumas, apesar de apresentarem grande
aumento na expressao relativa, ndo sdo as mais presentes no intestino das lagartas.
O RNA de SfChyb5, por exemplo, representa 3,6% do RNA das quimotripsinas
presentes no intestino de S. frugiperda de 6° instar em 48 horas de alimentacdo em
dieta com IP de soja. JA& a quimotripsina SfChyll representa 23% do total de
moléculas de RNA dessa familia de SPs quando considerados o0s oito genes
estudados, mesmo apresentando menor aumento na expressao génica relativa em

comparacao com SfChyb5.

5.5.2 Tripsinas

Os genes de tripsinas analisados por PCR em tempo real parecem responder
em menor intensidade a presenca de IP na dieta das lagartas. Os aumentos relativos
de expressdo, em geral foram mais baixos, sendo que os genes SfTryl, SfTry3 e
SfTry6 praticamente ndo se alteraram ao longo do tempo e do tratamento. Os demais
genes apresentaram aumento de duas a quatro vezes seu nivel de expressao relativa
em 48 horas quando comparados ao tempo inicial. Porém, em relacdo aos controles
no mesmo tempo, também n&o houve diferenca.

Baseando-se nos resultados, pode-se afirmar que as tripsinas parecem
responder pouco a presenca IP de soja na dieta das lagartas de S. frugiperda. Os
niveis iniciais de RNA praticamente permanecem iguais ao longo do tratamento e do
tempo apesar desse grupo de SPs representar 32,88% das enzimas no intestino das
lagartas em 48 horas de tratamento. Isso indica portanto que as quimotripsinas
parecem ser a principal familia de enzimas a responder a presenca dos IPs de soja na

dieta.
5.6 Afinidade x Expresséo

O objetivo principal desse trabalho era demonstrar que diferencas fisico-

quimicas importantes podem justificar a expressdo aumentada do gene
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correspondente. Ou seja, relacionar insensibilidade (ou baixa afinidade) de uma
enzima a IPs de plantas a um aumento significativo de expressao génica como forma
de adaptacédo de lagartas de S. frugiperda. Porém, os dados apresentados sdo pouco
conclusivos. Quimotripsinas com afinidades baixas aos IPs e contribuicdo proximas
de moléculas de RNA, como SfChy4 e SfChy9, por exemplo, apresentam nivel de
expressao génica realtiva diferentes em 48 horas de tratamento. Em um outro
exemplo, as SfChy5 e SfChyl2 apresentam alta afinidade, aumento da expresséo
relativa porém apresentam contribuicdo de moléculas de RNA bem diferentes.

Como ja mostrado em outros insetos, a combinacao de estratégias de adaptacéo
a dieta é observada e pode até mesmo variar de acordo com o alimento ingerido
(ZHU-SALZMAN; BI; LIU, 2003; ERLANDSON, 2010). E possivel que a polifagia
desse inseto herbivoro esteja relacionada justamente a essa combinacdo de
estratégias adaptativas.

A expressao de genes que codificam enzimas mais insensiveis a IPs tem sido
largamente reportada em estudos da adaptacdo dos insetos (VOLPICELLA et al.,
2003; MOON et al., 2004, DUNSE et al. 2010b). No presente trabalho diferentes
niveis de afinidade a IPs foram mostrados e quando considerado apenas o IP de
soja , as enzimas gue apresentaram maior afinidade (mais sensiveis) foram a SfChyb,
SfChy7 e SfChy12, porém com proporc¢des de moléculas de RNA bem diferentes no
tecido intestinal das lagartas (3,6%, 15,6% e 21,5% respectivamente). Comparando
com as enzimas que apresentam menor afinidade (mais insensiveis) e relacionando
essas mesmas com sua expressao relativa e proporcdo de moléculas de RNA é
possivel perceber que ndo ha um padréo que relacione essas caracteristicas.

Um dado interessante € que aquelas enzimas que apresentam a serina extra
proxima ao sitio catalitico sdo as quimotripsinas que apresentam menor propor¢éo de
moléculas de RNA (SfChy2: 0,29%; SfChy5: 3,6% e SfChy9: 6,15%). Porém, a serina
extra de SfChy9 néo esta presente na IFR.

A proporcao de cada enzima fornece subsidios sobre o que possa ocorrer no
processo digestivo da lagarta. Porém é necessario lembrar que uma baixa propor¢ao
de moléculas RNA pode estar associada com sua eficiéncia catalitica.
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6 CONCLUSOES

As quimotripsinas sdo uma das familias de proteinas digestivas presentes no
intestino de Spodoptera frugiperda e formam a principal classe de serino proteinases
a responder a presenca de IPs de soja na dieta.

O nivel de expressdo das quimotripsinas aumenta na presenca de IP de soja na
dieta principalmente em 48 horas apés a exposicao indicando que niveis elevados de
expressao génica sao atingidos tardiamente.

A andlise conjunta entre expressdo dos genes e modelagem estrutural nao
permitiu a obtencdo de um padrdo comum que explicasse a adaptacao da lagarta aos
inibidores de proteinases

Como prespectiva futura, o papel da serina extra proxima ao sitio catalitico sera

investigado em detalhes.
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Most favoured regions (A,B,L]
Additional allowed regions [a,b,1,p]
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~p]
Disallowed regions [XX]
Non-glycine and non-proline residues

End-residues (excl. Gly and Pro)

Glycine residues
Proline residues

Total mumber of residues
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Most favoured regions [A,B,L]
Additional allowed regions [a,b,l,p]
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Disallowed regions [XX]
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End-residues (excl. Gly and Pro)

Glycine residues
Proline residues

Total number of residues
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24

214
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197

29

236

97



98

DadosRamachandran
SfChy4
No. of
residues $-tage
Most favoured regions [A,B,L] 150 90.9%
Additional allowed regions [a,b,l,p] 15 9.1%
Generously allowed regions [~a,~b,~1l,~p] 0 0.0%
Disallowed regions [XX] 0 0.0%
Non-glycine and non-proline residues 165 100.0%
End-residues (excl. Gly and Pro) 12
Glycine residues 27
Proline residues 12
Total number of residues 216
DadosRamachandran
SfChy5
No. of
residues $-tage
Most favoured regions (A,B,L] 129 91.5%
Additional allowed regions [a,b,1l,p] 3 7.8%
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 1 0.7%
Disallowed regions [XX] 0 0.0%
Non-glycine and non-proline residues 141 100.0%
End-residues (excl. Gly and Pro) 12
Glycine residues 26
Proline residues 9
Total number of residues 188
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DadosRamachandran
SfChy7
No. of
residues $-tage
Most favoured regions [A,B,L] 149 89.2%%
Additional allowed regions [a,b,1l,p] 18 10.8%
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 0 0.0%
Disallowed regions [XX] 0 0.0%
Non-glycine and non-proline residues 167 100.0%
End-residues (excl. Gly and Pro) 14
Glycine residues 25
Proline residues 12
Total number of residues 218
DadosRamachandran
SfChy9
No. of
residues $-tage
Most favoured regions [A,B,L] 148 89.2%*
Additional allowed regions [a,b,l,p] 16 9.6%
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 2 1.2%
Disallowed regions [XX] 0 0.0%
Non-glycine and non-proline residues 166 100.0%
End-residues (excl. Gly and Pro) 9
Glycine residues 32
Proline residues 11

Total number of residues 218



100

DadosRamachandran
SfChy11
No. of
residues
Most favoured regions [A,B,L] 146
Additional allowed regions [a,b,1,p] 15
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] o |
Disallowed regions [XX] 0
Non-glycine and non-proline residues 162
End-residues (excl. Gly and Pro) 17
Glycine residues 29
Proline residues 7
Total number of residues 215
DadosRamachandran
SfChy12
No. of
residues
Most favoured regions [A,B,L] 147
Additional allowed regions [a,b,1l,p] 14
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 0
Disallowed regions [XX] 0
Non-glycine and non-proline residues 161
End-residues (excl. Gly and Pro) 17
Glycine residues 30
Proline residues 7

Total number of residues

215

100.0%





