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Figura 1. Pragas de importancia econdmica. A) Lagarta da mac¢a do algodoeiro
(Heliothis virescens). B) Broca da cana-de-acicar (Diatraea saccharalis). C)
Lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis). D) Lagarta do algodoeiro (Alabama
argillacea). Fotografias cedidas por Heraldo Negri de Oliveira (Depto de
Entomologia ESALQ/USP)
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co-evolucao de inibido-
res de proteinases (IPs) de
plantas e proteinases de
insetos fornece um inte-
ressante € novo paradig-
ma para pesquisas ecologicas, fisiologi-
cas e bioquimicas. As plantas parecem
ter desenvolvido IPs com extraordina-
rias propriedades contra proteinases
de insetos. Eles sdo extremamente re-
sistentes a protedlise e permanecem
ativos sob diversos pHs intestinais
(Christeller et al., 1994), além de ser
identificados como inibidores contra
quase todas as classes de proteinases.
Os IPs tendem a ser sensivelmente
amplos em seus campos de acido, e ha
indicacoes que eles tém propriedades
parecidas com a dos anticorpos para
precipitar proteinases intestinais, reti-
rando-as da solu¢io. Por outro lado, as
pragas conhecidas apresentam diver-
sas formas de evitar os efeitos negati-
vos dessas proteinas de defesa presen-
tes nas plantas hospedeiras. Estas in-
cluem o uso de proteinases para as
quais as plantas hospedeiras nio te-
nham inibidores, a degradacio proteo-
litica de inibidores, e mutacdes adqui-
ridas que resultam em proteinases
menos sensiveis aos IPs sem a perda da
atividade proteolitica. Além disso, o
monitoramento de mecanismos de ati-
vidade proteolitica, aparentemente leva
para uma ripida resposta aos altos
niveis de IPs na dieta. A expressiao de
proteinases insensiveis aos IPs parece
ser flexivelmente regulada para com-
pensar as proteinases inibidas.
Controle de Insetos
Estima-se que as perdas provoca-
das por pragas e doencgas na agricultura
mundial atinjam 37% da produgao, dos
quais cerca de 13% devido a insetos
(Fig. 1. Atualmente os métodos de
controle concentram-se basicamente



Tabela 1. Propriedades cinéticas e peso molecular de diferentes atividades
tripticas presentes em lagartas alimentadas com dieta artificial e 2 base de folhas

Enzima Dieta a base de folhas * Dieta artificial
Km (mM) Peso Molecular (kDa) | Km (mM) Peso Molecular (kDa)
T1 0,27 70 - -
T2 0,35 67 - -
T3 2,4 29 2,9 29
T4 15 17 * 17

* Folhas de fumo transgénico e nao transgénico apresentaram os mesmos resultados

* Atividade nao detectada

na utilizacio de agroquimicos dentro
de um manejo integrado de pragas.
Entretanto, ha uma grande demanda
por parte da sociedade pelo desenvol-
vimento de uma agricultura limpa, que
diminua o uso de energia e produtos
quimicos, que nao deixe residuos inde-
sejaveis no meio ambiente e nos ali-
mentos, além de reduzir as contamina-
¢oes aos agricultores. Entre as alternati-
vas para contornar estes problemas es-
tdo o controle biolégico e o uso de
variedades resistentes.

Com o desenvolvi-

como inibidores de proteinases (IPs).
Este grupo de proteinas estd amplamen-
te distribuido no reino vegetal e faz
parte de um mecanismo de defesa das
plantas contra o ataque de pragas e
patdégenos (Richardson, 1991). As pro-
teinas de defesa podem ser produzidas
constitutivamente em tecidos que sao
particularmente vulneraveis ao ataque
de insetos, como as sementes, ou po-
dem ser induzidos por danos mecini-
cos, como ocorre quando um inseto se
alimenta de uma folha (Jouanin et al.,

mento das técnicas de
biologia molecular que
permitem a manipula-
¢ao de genes de inte-
resse, aliadas as meto-
dologias de transfor-
mac¢ao genética de
plantas, uma nova e
interessante aborda-
gem no controle de
insetos vem atraindo a
atencdo de pesquisa-
dores em todo o mun-
do. Genes que codifi-
cam para proteinas
com atividade insetici-
da tornaram-se uma
arma bastante pode-
rosa e com um amplo
potencial de utilizacao.
Por outro lado, estu-
dos envolvendo a in-
teracio entre as plan-
tas hospedeiras com seus insetos, nota-
damente as pragas, nio se desenvolve-
ram com a mesma intensidade. Um dos
sistemas mais fascinantes envolvendo
esse tipo de interacio é baseado nos
estudos com inibidores de proteinases
produzidos pelas plantas e insetos her-
bivoros.
Inibidores de Proteinases de

Plantas Contra Insetos Herbivoros

Sabe-se hd mais de 60 anos que as
plantas contém peptideos que atuam

{‘-"'_

Tripsina

Figura 2-

Esquema representativo da ligacao
de uma serino-proteinase (tripsina)
ao inibidor correspondente
(Adaptado de Bode & Huber, 1992)

1998). Entretanto, muitas delas sao toxi-
cas também a mamiferos, o que indica
que devam ser cautelosamente estuda-
das para uso como mecanismo de pro-

tecdo de plantas a insetos.

De acordo com sua especificidade,
as proteinases podem ser divididas em
quatro classes: as serino-, cisteino-, me-
talo- e aspartil-proteinases. Os IPs mais
abundantes e estudados sao aqueles
capazes de inibir as serino-proteinases,
grupo das tripsinas e quimotripsinas,
enzimas encontradas majoritariamente
em insetos da ordem Lepidoptera (Ter-
ra & Ferreira, 1994). Os inibidores de
serino- e cisteino-proteinases sio am-
plamente distribuidos em sementes e
tecidos de reserva de plantas. Portanto,
além de protegerem as plantas contra o
ataque de insetos, os IPs sao utilizados
como proteinas de reserva em algumas
sementes.

O mecanismo de acao de um IP
baseia-se na inibicdo competitiva de
uma proteinase, via bloqueio de sua
atividade proteolitica (Fig. 2). A inges-
tao de IPs pelos insetos herbivoros
interfere no processo de degradaciao de
proteinas no intestino médio. Assim
sendo, os inibidores sao considerados
agentes anti metabolicos, pois
levam a uma deficiéncia pro-
téica dos insetos. A atividade
antibiotica dos IPs ¢ atribuida
a sua interferéncia na diges-
tao protéica que diminui a
disponibilidade de aminoaci-
dos, prejudicando a sintese
de proteinas necessdrias ao
crescimento, desenvolvimen-
to e reproducio. Uma outra

hipétese € que os inibidores
afetem o desenvolvimento de
forma indireta, via um meca-
nismo de “feedback”, que
levaria a um aumento da pro-
ducao de proteinases digesti-
vas para compensar os bai-
xo0s niveis de aminodcidos
disponiveis. Os aminodcidos
seriam deslocados para a sin-
tese de proteinases em detri-
mento de outras proteinas
essenciais. Entretanto, inves-
tigacdes mais recentes mostraram que a
deficiéncia de aminodcidos essenciais
resultantes da hiperproducao de protei-
nases em lagartas de Spodoptera exigua
e Heliothis zea deveu-se a reducao da
atividade proteolitica intestinal (Broa-
dway, 1995).

Uma vez estabelecido que os IPs sio
produzidos pelas plantas em resposta
ao ataque de pragas, suas propriedades
antimetabdlicas foram testadas contra
diversos insetos. Resultados in vitro ba-
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seados na combinac¢io de extra- vas (Tab. 1). Uma unica atividade

tos intestinais com diferentes ini- @ 1200 ﬁ 1600 ;ﬁ:— de quimotripsina foi observada.
bidores, mostraram que os IPs E 900 L] a {450 5_ Uma observacio interessante foi
foram efetivos na inibicao das nﬂ Il a S+ que as novas tripsinas apresenta-
proteinases digestivas. Além dis- = 400 iH 4* o ! W0 E-  vam pesos moleculares bem su-
so, a incorporagciao de IPs em = L #ooar #& periores aos demais e maior afini-
dietas artificiais mostrou-se efi- & 300 M "q =150 =':,' dade pelo substrato. A filtracao
ciente em varios estudos. Desta "E— E em gel na presenca ou auséncia
forma, foram obtidas plantas =¥ N # de SDS, revelou que as tripsinas

de alto peso molecular seriam
originadas a partir das tripsinas de
menor peso recém sintetizadas,
via um processo de oligomeriza-

transgénicas resistentes a pragas 1]
via expressio de genes de IPs

(Hilder et al., 1987; Duan et al.,

1996; Gatehouse et al., 1997).

Paralelamente aosresultados  ___ 1500 2000 ¢do. Portanto, trata-se de mais um
positivos com as plantas trans- B B H & & novo mecanismo de adaptacdo
génicas, um nimero crescente B |3 ﬁ .‘ 1600 E,_ dos insetos aos IPs produzidos
de trabalhos mostrou que os =2 900 n i 1200 g+ pelas plantas.
insetos eram capazes de adap- =¥ LL | o s Novas evidéncias de adapta-

N ] o = " | H = ~ . N
tar-se a presenga dos inibidores ‘2 & ¢do dos insetos a presenga de
produzidos pelas plantas (para :E b00 : x BOO = inibidores de proteinases foram
uma revisdo, veja Jongsma & 2 3 o0 = verificadas em um estudo envol-
Bolter, 1997). = #® vendo um outro inseto polifago

Mecanismos de Adaptacio 0 0 (multiplos hospedeiros), a lagarta
dos Insetos aos Inibidores 0 0 0 30 40 b do cartucho do milho, Spodoptera

de Proteinase

Em um trabalho pioneiro,
Jongsma e colaboradores (1995a)
observaram que lagartas de Spodopte-
ra exigua adaptaram-se 2 presenca de
IPs expressos em plantas transgénicas
via indu¢ao de proteinases insensiveis
ao inibidor. A partir de entao, estas
observacoes foram extendidas 2 uma
ampla gama de insetos-praga. No en-
tanto, um outro mecanismo adaptativo
baseado na sintese de proteinases ca-
pazes de inativar, via degradacao pro-
teolitica, os IPs produzidos pelas plan-
tas foi descrito por outros grupos (Giri
et al., 1998; Girard et al., 1998).

O Laboratério de Biologia Molecu-
lar de Plantas do Departamento de
Genética da ESALQ/USP iniciou, re-
centemente, estudos envolvendo o uso
de IPs visando a obtencio de resistén-
cia a pragas de importincia econdmi-
ca. Os trabalhos também tiveram como
objetivo o estudo a nivel molecular da
interacdo entre plantas de interesse
econdmico e insetos herbivoros. O
primeiro trabalho avaliou os efeitos da
presenca do inibidor de proteinase do
tipo 2 de batata (PIN-2) em plantas
transgénicas de tabaco, sobre o desen-
volvimento, metabolismo e proteina-
ses intestinais da lagarta da mac¢a do
algodoeiro, Heliothis virescens(Brito et
al., submetido). Os ensaios biologicos,
realizados com apoio do Departamen-
to de Entomologia da ESALQ/USP mos-
traram nio haver diferencas significati-
vas quando comparados com o trata-
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Frogoes

Figura 3.

Separacio das tripsinas (Me qui-
motripsinas (¢ ) presentes em extra-
to intestinal de Spodoptera frugiper-
da alimentadas com dieta artificial
(A) e com dieta artificial suplemen-
tada com 0,5 % (p/v) de IPs extrai-
dos de sementes de soja (B)

mento a base de plantas nao transfor-
madas. Estas observacdes levaram 2
hipétese de uma adaptacao deste inse-
to ao inibidor. A fim de estudar o
possivel mecanismo adaptativo das
lagartas, foram caracterizadas as pro-
teinases digestivas dos insetos, com
apoio do Laboratério de Bioquimica
de Insetos do Departamento de Bio-
quimica do IQ/USP. Assim, as lagartas
foram submetidas a trés dietas distin-
tas: 1) a base de folhas de plantas
transgénicas de fumo, 2) folhas de
plantas de fumo nio transformado e,
3) dieta artificial sem a presenca de IPs.
A combinacio de técnicas de separa-
¢ao de proteinas e estudos cinéticos,
revelaram a presenca de duas tripsinas
€ uma quimotripsina no tratamentos a
base de dieta sem inibidor. No entan-
to, em lagartas alimentadas a base de
folhas transgénicas ou nao, foram de-
tectadas quatro atividades tripticas,
sendo que duas eram totalmente no-

Sfrugiperda, e inibidores de serino-
proteinases extraidos de soja.

Os inibidores de proteinase de
soja “Bowman-Birk” e “Kunitz” foram
incorporados em dietas artificiais que
foram utilizadas na alimentacio das
lagartas desde as primeiras fases do
desenvolvimento. Embora os ensaios
de inibicao in vitro tenham mostrado
uma alta eficiéncia contra as proteina-
ses da lagarta, os ensaios biologicos
mostraram que nio houve alteracoes
significativas no desenvolvimento e
metabolismo de lagartas alimentadas
com dieta artificial contendo inibido-
res extraidos da soja. Esse fato levou a
investigacao do mecanismo responsa-
vel pela adaptacao dos insetos a pre-
sen¢a dos inibidores. Para isso, foram
analisados extratos intestinais das la-
gartas alimentadas com dietas conten-
do os inibidores. O mecanismo adap-
tativo desenvolvido pelaslagartas de S.
Sfrugiperda estava relacionado a altera-
¢do na expressao das serino-proteina-
ses. Os resultados mostraram o apare-
cimento de uma nova atividade triptica
e um aumento significativo na ativida-
de quimotriptica do inseto (Fig. 3). A
polifagia do inseto pode ter facilitado
o desenvolvimento de proteinases que
tenham reduzida afinidade aos IPs da
soja. Como a eficiéncia de um inibidor
especifico é dependente da compatibi-
lidade estrutural do seu sitio reativo
com o sitio ativo da proteinase, &
provavel que as enzimas digestivas
tenham sofrido alteracdes nos amino-



acidos que circundam o sitio de ligacio,
resultando em uma fraca interacio com
os inibidores (Paulillo et al., no prelo).

Perspectivas na Utilizacdo de

Inibidores de Proteinases no

Controle de Insetos

Ao se considerar a possibilidade de
produzir plantas transgénicas expres-
sando IPs, algumas consideracdes se
fazem necessarias a fim de aumentar as
chances de sucesso. Entre estas, inclu-
em-se os niveis de expressio do IP, sua
constante de inibicio, a estabilidade do
IP no intestino do inseto e a habilidade
de adaptacio do inseto aos inibidores
via alteracao da expressao génica. Fato-
res ambientais secundarios também po-
dem interferir na severidade dos sinto-
mas. Como os IPs agem causando uma
deficiéncia na disponibilidade de ami-
nodcidos, a digestibilidade do alimento,
a concentracgao e a qualidade pro-
téica da dieta serdo determinantes
para maximizar os efeitos dos IPs
sobre os insetos. Além disso, inG-
meros compostos fitoquimicos
presentes ou induzidos pelas plan-
tas também apresentam potencial
de alterar a toxicidade dos IPs
sobre os insetos hospedeiros (Bro-
adway & Duffey, 1988).

A pressao de selecio sobre os
insetos para desenvolver protei-
nases que sao insensiveis aos IPs
de plantas hospedeiras siao consi-
deraveis e a evolucio de insetos
em muitas geracdes por ano ofere-
ce uma vantagem significativa so-
bre as plantas. Mas, além das altas
concentracdes de inibidores, as
plantas podem encontrar alterna-
tivas de melhorar a eficicia de
seus inibidores envolvendo multi-
dominios ou variantes multiméri-
cos. Isso € antes regra que excecao
entre os IPs vegetais, e uma ampla
gama de combinacdes é observa-
da. Além de serem encontrados
inibidores com sitios ativos repeti-
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poem que os efeitos da combinacio de
inibidores multiméricos com enzimas
multiméricas em quantidades equimo-
lares devem ser muito similar aos anti-
corpos policlonais e antigenos com mul-
tiplos epitopos.

Os insetos polifagos sio um caso
interessante. Ao longo da evolugio,
estes insetos desenvolveram a capaci-
dade de atacar uma grande variedade
de espécies vegetais, incluindo mono e
dicotiledéneas. Consequentemente, eles
foram capazes de responder a uma
gama de diferentes inibidores vegetais.
Isso vai de encontro aos resultados
obtidos pelo nosso grupo e descritos
acima. Recentes experimentos com plan-
tas transgénicas utilizando genes de IPs
de monocotileddneas expressos em di-
cotileddneas e vice-versa, sugeriram que
aqueles insetos que normalmente se
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alimentam de mono ou dicotiledoneas
sio capazes de se adaptar a IPs de
diversos tipos de plantas (Leplé et al.,
1995). Para contornar estes problemas
de adaptacio, seria interessante utilizar
IPs de espécies vegetais bastante sepa-
radas evolutivamente daquelas cujos
insetos sao predadores. Duan et al.,
(1996) demonstraram que isso é possi-
vel a partir da obten¢do de plantas
transgénicas de arroz expressando o
inibidor de proteinase do tipo 2 de
batata. Os autores mostraram que as
plantas transgénicas foram protegidas
contra o ataque da praga Sesamia infe-
renms.

Esta possibilidade estd sendo
testada no nosso laboratério com a
broca da cana-de-acacar (Diatraea sac-
charalis) e os inibidores de proteinases
de soja (Kunitz e Bowman-Birk). Os
resultados da caracterizacao das
proteinases das lagartas, seguido
da realizacao de ensaios biologi-
cos com a incorporacao dos IPs
de soja em dieta artificial, mos-
traram-se muito promissores (Pa-
tricia Pompermayer, comunica-
¢ao pessoal). Assim, os genes
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ses (Richardson, 1991). Isto, por Inferesse

um lado, parece uma elegante S i -I‘I’ i =4
forma de economizar proteinas, " am == e )

mas o significado desses multiplos
sitios pode ser muito mais comple-
xo. Ferreira et al. (1994) t¢m demonstra-
do que as enzimas digestivas de insetos
ocorrem muitas vezes em formas multi-
méricas. Jongsma & Bolter (1997) pro-

Figura 4.
A metodologia do “Phage Display”
(Adaptado de Webster, 1996)

L

que codificam para os IPs da soja
foram clonados e utilizados na
transformacao genética da cana-
de-ag¢icar (Maria Cristina Falco,
comunicacao pessoal).

Uma outra alternativa seria a
geracdo de novas moléculas de
inibidores de proteinases espe-
cificos contra enzimas de pragas
de importincia econdmica. Esta
estratégia pode ser testada utili-
zando-se IPs engenheirados, com
suas afinidades otimizadas por
modelos computacionais, como
descrito por Urwin et al. (1995),
ou por “phage display”, como
proposto por Jongsma et al.
(1995b). Na metodologia do
“phage display”, multiplas sequ-
éncias de genes inibidores, que
diferem apenas no sitio da prote-
ina que interage com a proteina-
se do inseto sdo geradas, utili-
zando-se a técnica da Reac¢ao da
Polimerase em Cadeia -“PCR” e
oligonucleotideos degenerados.
A biblioteca é clonada em um
fagomideo ou um vetor M13
fusionado ao gene da capa pro-
téica - g3 - do fago, que expoe as
proteinas em sua superficie. Esses fagos
sao selecionados contra uma proteina
de interesse (proteinase digestiva de D.
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saccharalis, por exemplo), imobilizada
em suporte solido (uma placa Elisa, p.
ex.). Subseqiientes lavagens eliminam
os fagos sem ou com pouca afinidade.
As particulas do fago com alta afinidade
sdo selecionadas para transformacao de
E. coli, fornecendo novos genes e codi-
ficando inibidores de proteinase mais
especificos (Fig. 4). Essa metodologia
foi utilizada para a familia de inibidores
do tipo Kunitz, gerando inibidores po-
tentes e especificos contra varias protei-
nases do tipo serina (Roberts et al.,
1992; Dennis & Lazarus, 1994). Esta
estratégia vem sendo explorada em
nosso laboratério com o IP “Bowman-
Birk” de soja, dirigido contra as protei-
nases digestivas da broca da cana-de-
acacar, D. saccharalis (Marcia O. de
Mello, comunicac¢ao pessoal).

Provavelmente algum meca-
nismo adaptativo ocorrera, apesar da
utilizacao desta tecnologia. O que se
procura, na verdade, é que esta adapta-
¢a0 seja mais lenta, de forma a permitir
um maior tempo de cultivo sem que a
presenca dos insetos cause danos eco-
nomicos significativos a cultura. A utili-
zacao de virios métodos de controle
dentro do manejo integrado de pragas,
a diversificacio do material cultivado,
de forma a diminuir a pressio de sele-
¢a0 sobre a praga, rotacao de culturas e
praticas culturais, retardariam o apareci-
mento de insetos resistentes.

A maioria das pesquisas atuais estio
focadas na expressiao de inibidores de
proteinases Unicos em plantas transgé-
nicas. O sucesso deve ser mais significa-
tivo quando combinacdes de IPs cobri-
rem o espectro de proteinases intesti-
nais. Isto tornard mais dificil para o
inseto superar os efeitos dos IPs sim-
plesmente aumentando a expressao de
genes de proteinases insensiveis aos
IPs. Alguns desses genes podem ser
encontrados na natureza, mas a enge-
nharia genética tem permitido altera-los
de forma a torna-los mais eficientes.

Na verdade, é necessario compre-
ender melhor o modo de acao dos IPs
sobre os insetos e as formas pelas quais
eles se adaptam. Esta promete ser uma
linha de pesquisa com muito espaco
para crescer nos proximos anos.
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