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Resumo

PINTO, Ciro Pedro Guidotti. Triagem de compostos com base na ativagéo do
receptor de ecdisteroides em culturas celulares e planejamento racional de
moléculas inseticidas associado a ferramentas computacionais. 2017 66f.
Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Fitossanidade,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

A biotecnologia celular aplicada € essencial para o Manejo Integrado de Pragas,
através da aplicacdo de vérias técnicas de alto desempenho, possibilita o
planejamento racional de novos inseticidas. Os receptores nucleares sao
importantes alvos na busca de novos inseticidas, destacando-se o receptor de
ecdisteroides como um dos alvos mais importantes atualmente. Este receptor é
uma proteina cuja ativacdo artificial € mediada por moléculas (ligantes) que se
ligam ao seu sitio ativo, causando assim um efeito agonista ou antagonista ao
hormoénio natural, o 20-Hidroxiecdisénio. Ferramentas computacionais sdo de
fundamental importancia para o entendimento da interacdo receptor/ligante,
possibilitando assim, o design de novas moléculas. Com isto, esta pesquisa teve
como objetivo estabelecer um protocolo para transfeccéo de células de insetos
com um plasmideo sensivel a atividade de receptor de ecdisteroides, comparar
a atividade de ecdisteroides e dibenzoilhidrazinas, e novos compostos
organocalcogénicos (estruturalmente semelhantes a dibenzoilhidrazinas),
entendendo seu mecanismo de acao com o uso de ferramentas computacionais.
Os bioensaios consistiram na transfeccao de células das linhagens S2 (Diptera)
e SF9 (Lepidoptera) com o plasmideo B.act.ere.luc., planejado para expressar a
enzima luciferase frente a ativacdo do receptor de ecdisteroides das células.
Foram avaliadas a atividade dos horménios 20-hidroxiecdisénio e Ponasterona-
A, do inseticida comercial tebufenozide (dibenzoilhidrazina) e de onze novas
moléculas organocalcogénicas, em linhagens celulares. Foram preparadas
curvas de dose resposta com os dois hormonios e a tebufenozida. Com as novas
moléculas, foi investigada a citotoxicidade, efeito agonista e antagonista. Para a
atividade antagonista, o parametro estabelecido para uma molécula possuir
consideréavel efeito foi a reducéo de >50% da atividade, comparando & acdo do
horménio isolado. Posteriormente foram usados modelos tridimensionais para
investigar as interagcdes entre os ligantes e o sitio ativo do receptor de
ecdisteroides das ordens Diptera e Lepidoptera. Concluiu-se que € possivel
utilizar o presente sistema de triagem em células, na busca de novas moléculas
com atividade no receptor de ecdisteroides. Em ambas as linhagens celulares,



Ponasterona-A foi a molécula mais ativa, sendo que na linhagem SF9, a
tebufenozida se mostrou mais ativa quando comparada a 20-Hidroxiecdisénio.
Das novas moléculas testadas, nenhuma apresentou efeito agonista, entretanto,
efeito antagonista foi observado apenas em células de Lepidoptera, com padrdes
diferentes conforme o hormoénio utilizado. As interagcdes observadas entre o
receptor e as moléculas antagonistas servirdo como base para o design racional
de novas moléculas inseticidas.

Palavras-chave: dibenzoilhidrazina; 20-Hidroxiecdisénio; Ponasterona-A;
tebufenozida; controle quimico



Abstract

PINTO, Ciro Pedro Guidotti. Cell-based screening system for ecdysone
receptor activation and rational iseticide design with association of
computational approaches. 2017 66f. Dissertation (Master degree) — Post-
Graduation Program in Phytossanitary, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

Applied cellular biotechnology is essential for Integrated Pest Management,
because through several high performance techniques, it allows the rational
planning of new insecticides. Nuclear receptors are important targets in the
research for new insecticides, and the ecdysteroid receptor is one of the most
important targets nowadays. This receptor is a protein whose artificial
transactivation is mediated by molecules (ligands) that bind to its active site, thus
causing an agonist or antagonistic effect on the hormone 20-hydroxyecdysone.
Computational tools are of fundamental importance for the understanding of
receptor/ligand interactions, thus enabling the design of new molecules. The aim
of this research was to establish a protocol for transfection of insect cells with a
plasmid sensitive to the activity of the ecdysone receptor, to compare the activity
of ecdysteroids and dibenzoylhydrazines, and new organocalcogenic molecules
(similar to dibenzoylhidrizines) understanding its mechanism of action with
computational tools. Bioassays consisted of the transfection of S2 (Diptera) and
SF9 (Lepidoptera) cell lines with the plasmid B.act.ere.luc., designed to express
the luciferase enzyme against the activation of the receptor. The activity of the
hormones 20-hydroxyecdysone and Ponasterone-A, the insecticide tebufenozide
(dibenzoylhydrazine) and eleven new molecules of dibenzoylhydrazines in cell
lines were evaluated. Dose response curves were prepared with the two
hormones and tebufenozide. With the new molecules, the cytotoxicity, agonist
and antagonist effect on ecdysteroids was investigated. To investigate the
antagonistic activity of the new molecules on the ecdysteroids, the parameter
established for a molecule have a considerable effect was the reduction of >50%
of the activity, comparing to the action of the isolated hormone. Finally, using
three-dimensional models, the interactions between ligands and the active site of
the Diptera and Lepidoptera ecdysone receptor were investigated. It was
concluded that it is possible to find new molecules with activity in the insect
ecdysone receptor. In both cell lines, Ponasterone-A was the most active
molecule, and in SF9, tebufenozide was more active than 20-Hydroxyecdysone.
Among the new dibenzoylhydrazines tested, none showed an agonist effect.
Antagonistic effect was observed only in Lepidoptera cells, but with different



patterns according to the hormone used. The antagonistic activity observed from
some new molecules can be due to the fitting of them in the binding site from the
ecdysone rceptor, blocking important ligation among receptor and hormone.

Key-words: dibenzoylhydrazine; 20-Hydroxyecydysone; Ponasterone-A,
tebufenozide; chemical control
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1. Introducéo geral

O desafio de produzir alimento e energia suficiente para suprir a
demanda populacinal, a qual sofre constante expansao, e a preocupagao com
a qualidade deste alimento, regem a necessidade potencializar a utilizagdo das
areas agricolas e de aumentar da eficiéncia no controle dos insetos-praga. No
sentido de manter e/ou aumentar uma alta produtividade, os cultivos agricolas
devem ser protegidos das pragas, e para isso ha um grande enfoque no
desenvolvimento de ferramentas que visam controlar insetos, tais como
controle quimico com inseticidas, plantas geneticamente modificadas,
resisténcia de hospedeiros, praticas culturais e controle biologico (RECHICIGL;
RECHICIGL, 2000).

Existem inumeros fatores que favorecem o estabelecimento e
proliferagdo das pragas nos mais diversos agroecossistemas, devendo-se
salientar as mudancas climaticas, que poderdo fazer com que 0s insetos praga
tenham mais geracfes por ano, tornando seu ataque e dispersao mais intensos
(LICHTFOUSE, 2010). As perdas potenciais sem a utilizagdo de agroquimicos
como medida de supressao de pragas podem chegar a 50% (DREWES et al.,
2012), mas deve-se ressaltar que a eficiéncia do controle ndo depende do
aumento no uso de pesticidas sintéticos, mas sim do uso de produtos
adequados quando estes se fazem necessario.

O conhecimento da fisiologia de insetos, toxicologia e biotecnologia
podem ajudar na harmonizac¢ao holistica do controle de pragas, utilizando tanto
meétodos biologicos e quimicos. Desta forma, maneiras de reduzir o uso de
pesticidas sintéticos, descobertas de novas moléculas ambientalmente
aceitaveis, o desenvolvimento de inseticidas planejados de forma racional bem
como o uso de novos métodos de controle de pragas serdo os grandes
desafios enfrentados pelo Manejo Integrado de Pragas (MIP) neste século.

Atualmente existem aproximadamente 30 alvos de atuacdo dos
inseticidas atuam. Conforme o Comité de A¢do a Resisténcia de Inseticidas
(IRAC, 2016), os produtos séo agrupados de acordo com seu modo de acéo
primario. Todos os inseticidas com mecanismo de acdo conhecidos atuam em

proteinas, valido também para inseticidas biol6gicos. Estas proteinas séo
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conhecidas como alvos, sendo que sua identificacdo € crucial no planejamento
racional de uma molécula inseticida. Um dos reflexos da falta de novos
mecanismos de acao consiste na a resisténcia de insetos a inseticidas sendo
um dos maiores desafios na producao agricola e a protecdo da saude animal e
humana, com mais de 550 espécies de insetos catalogadas como resistentes
(APRD, 2016).

A maioria das espécies resistentes a inseticidas apresentam
importancia agricola, entretanto outros sdo de importancia meédica e/ou
veterinaria. A maioria dos casos reportados estao relacionados aosinseticidas
do grupo dos organofosforados e organoclorados, pois, 0s quais tém sido
intensamente usadas no controle de pragas ha quase meio século (COATES et
al., 2016). Um fato interessante de ser abordado é que a industria farmacéutica
tem aproximadamente 1000 alvos terapéuticos que podem ser utilizados no
planejamento de novas moléculas (farmacos), enquanto que a industria de
agroquimicos tem aproximadamente 30 alvos sendo explorados (OCIO et al.,
2014; IRAC, 2016).

Um objeto que tem sido foco de muitas pesquisas de novos inseticidas
sédo os ecdisteroides, os quais sdo hormonios com funcdo fundamental em
diversos processos fisiolégicos nos artropodes, tais como embriogénese,
muda, metamorfose, reproducao e diapausa (KAMIMURA et al., 2014).

O 20-Hidroxiecdisbnio é o ecdisteroide mais representativo da classe
insecta (ZOTTI et al., 2013a). A base molecular da acdo de ecdisteroides
envolve um complexo proteico heterodimero formado pelo receptor de
ecdisteroides e ultraespiraculo, ambos fatores trascriptomais pertencentes a
superfamilia de receptores nucleares proteicos (HILL et al., 2012). O complexo
receptor de ecdisteroides/USP/ecdisteroide liga-se a elementos de resposta
especificos, localizados em regides promotoras do genoma, 0 que provoca
uma “cascata” de inducdo de genes responsaveis pelo processo de ecdise
(SWEVERS; SMAGGHE, 2016).

Ha pouco mais de duas décadas, foram descobertas, a partir de
produtos biosintéticos, moléculas ndo esteroidais com estrutura de
diacilhidrazina ou dibenzoilhidrazina, que apresentaram atividade agonista aos
ecdisteroides (WING, 1988). O desenvolvimento de agonistas/antagonisitas a

ecdisteroides, tornou-se uma estratégia atrativa no controle de artrépodes, uma
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vez que compostos atuantes com tal modo de agdo apresentam espectro
restrito apenas aos artropodes. Dentre as dibenzoilhidrazinas descobertas até
hoje, apenas quatro sado inseticidas comerciais, sendo estas: tebufenozida,
methoxifenozida, chromatofenozida e halofenozida. Estas moléculas
apresentam atividade sobre lepidopteros, sendo que halofenozida também tem
atividade em coleépteros (SMAGGHE et al.,, 2012). Estudos estruturais
demonstram que nos lepidépteros ha uma extensdo no sitio de ligacdo dos
ecdisteroides, formando assim, uma segunda cavidade neste sitio do receptor
de ecdisteroides (CARMICHAEL et al., 2005).

O desenvolvimento de moléculas tendo como alvo o receptor de
ecdisteroides tornou-se atrativo, pois compostos atuantes neste receptor ficam
com 0 espectro restrito a insetos e outros artropodes. Este fato permitiu o
desenvolvimento de compostos agonistas de ecdisteroides com uma estrutura
de benzoil-hidrazina (n&o esteroidal), chamados tebufenozida, metoxifenozida,
cromafenozida, halofenozida e fufenozida (SMAGGHE et al., 2012).
Atualmente, inseticidas comerciais com estrutura ndo esteroidal
(dibenzoilhidrazinas) ativos no receptor de ecdisteroides estdo disponiveis no
mercado, sendo que ecdisteroides ainda sao alvo de estudo para
desenvolvimento de novos inseticidas. O desenvolvimento racional de
inseticidas in6écuos para organismos ndo alvo depende da existéncia de
receptores especificos nos insetos, como o caso do receptor de ecdisteroides,
e de um robusto sistema de triagem de alto desempenho (High throughput
screening- HTS).

A era da entomologia molecular e a clonagem de genes trouxe o0
conhecimento da estrutura e funcdo de proteinas que sdo alvos no
planejamento racional de novos inseticidas. Ainda, a gendmica de insetos tem
grande potencial para o desenvolvimento de estratégias aplicadas no controle
de pragas. O grande marco histérico da gendémica de insetos foi a publicacéo
do trabalho de Adams et al. (2000), os quais revelaram o genoma completo de
Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) (Diptera: Drosophilidae). Atualmente,
0 sequenciamento de genomas consiste em uma técnica rotineira aplicada em
muitos laboratérios de entomologia molecular. Como reflexo, atualmente estédo
disponiveis o genoma de 219 insetos, incluindo muitos insetos-praga que estéo

finalizados ou em andamento (NCBI, 2016).
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A disponibilidade em acessar todo o genoma de uma espécie de inseto
na tela do computador, contendo todos 0s genes, proteinas e processos
interligados, € sem duavida, uma grande oportunidade para entendermos de
forma ampla estes animais. A manipulacdo desta informacao, pode ser usada
em estudos basicos como genética de populacdes, estudos sobre evolugéao ou
filogenia, mapeamento génico, e expressdo génica, ou ainda em outros temas
extremamente aplicados como no planejamento racional de inseticidas. A
biotecnologia celular de insetos pode ser aplicada no desenvolvimento de
sistema de triagem de alto desempenho com a utilizacdo de culturas celulares
de insetos que expressem de maneira enddégena os alvos em potencial para
novos inseticidas, como os receptores nucleares (ZOTTI et al., 2013a). Desta
forma, uma das vantagens da utilizacdo de cultura celular € de que a célula
secreta de forma enddgena todos 0s componentes necessarios para o0
funcionamento do organismo (ZOTTI et al., 2013b). Ainda, a cultura celular de
insetos poderd ser utilizada de maneira substitutiva aos bioensaios
convencionais, onde é utilizado o organismo inteiro do inseto para avaliacéo.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: 1- estabelecer
um protocolo para avaliar a atividade agonista/antagonista de moléculas sobre
o receptor de ecdisteroides em células de Lepidoptera e Diptera por meio de
um sistema de triagem; 2- comparar a atividade de diferentes hormdonios e
tebufenozida nas células com plasmideo especifico e reativo para
agonistas/antagonistas do receptor de ecdisteroides; 3- Integrar conhecimentos
de bioinformatica estrutural para elucidar as interacdes ligante/receptor de

ecdisteroides.
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2. Revisao de Literatura

2.1. A lmportancia do controle quimico de pragas

Desde os primordios da agricultura, o ser humano tem se preocupado
em proteger suas lavouras contra os fatores bidticos que comprometem a
producédo. A devastacao das lavouras causadas por plantas daninhas, doencas
e insetos sdo documentadas inclusive em passagens biblicas. Muitos dos
problemas da agricultura poderiam ser resolvidos a longo prazo, mas com o
constante aumento populacional, o qual estima-se uma populacéo de 9 bilhdes
de pessoas em 2050 (LAMBERTH et al., 2013), permanece o maior desafio da
agricultura moderna, o qual é fornecer alimento seguro e em quantidade
suficiente para a populacdo (WIEBE, 2009). As mudancas climaticas poderéo
fazer com gue insetos praga tenham mais ciclos por ano, aumentando assim
sua capacidade de infestacdo e dispersdo. Outro fato importante de ressaltar é
gue as pragas poderdo se adaptar a mais culturas de forma mais rapida, caso
o clima for favoravel (LICHTFOUSE, 2010).

E de suma importancia para o planeta a preservacdo de areas
selvagens, essencial para a manutencao da biodiversidade, sendo assim, as
areas agriculturaveis se tornam limitadas, motivo o qual resplandece ainda
mais a importancia da otimizacdo das areas ja exploradas pela agricultura
(OERKE, 2006). Até 2020, estima-se um aumento de apenas 20% da producéo
agropecuaria mundial decorrente da expanséo da area explorada (PINSTRUP-
ANDERSEN, 2000), assim, aumentar a produtividade nas atuais areas
agricolas existentes € a estratégia mais sustentavel. O MIP utiliza métodos
tradicionais e modernos na protecdo das culturas agricolas, garantindo a
produtividade das culturas no mundo todo, e assegurando a produ¢cdo mundial
de alimentos, pois sem o devido controle das pragas agricolas, as perdas
seriam incalculaveis (OERKE, 2006).

2.2. Inseticidas e seus modos de agéo

O conhecimento da fisiologia de insetos, toxicologia e biotecnologia
podem auxiliar na realizacdo de uma harmonizacdo holistica no controle de
pragas, utilizando métodos bioldgicos e quimicos. Sendo assim, maneiras de

reduzir o uso de pesticidas sintéticos na protecdo de plantas, descoberta de
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novas moléculas ambientalmente aceitaveis, inseticidas planejados de forma
racional bem como o uso de novos métodos de controle de pragas serdo os
grandes desafios enfrentados pelo MIP neste século (ZOTTI et al., 2013b).

Estima-se um aumento no uso de inseticidas nos mais diversos
agroecossistemas, sendo que este aumento provavelmente sera mais
acentuado nos paises em desenvolvimento (SCHREINEMACHERS;
TIPRAQSA, 2012). Contudo, o aumento na eficiéncia de controle nao
dependera do aumento no uso de pesticidas sintéticos mas, exclusivamente,
pelo uso de produtos adequados quando for necessario. Para esta proposta,
uso de substancias naturais e a melhoria das ja existentes no desenvolvimento
racional de moléculas com acéo inseticida, seletiva para pragas com pouco ou
nenhum efeito aos organismos ndo alvos e mamiferos deverao fazer parte das
ferramentas utilizadas pelo MIP, maximizando assim, a flexibilidade, precisédo e
sustentabilidade da protecao dos cultivos (LAMBERTH et al., 2013).

Assim, a descoberta de novas moléculas com a formulagcdo quimica
melhorada, seguros para o ambiente, ativos para insetos-praga e atoxicos para
insetos benéficos, mamiferos e organismos ndo alvos é de fundamental
importancia, para a continuidade da producdo agricola e das reservas de
alimentos. Nos dias atuais parte dos inseticidas utilizados sao aqueles com
mecanismos de acdo descobertos ha quase 50 anos, geralmente toxicos para
muitos organismos nao-alvo e de dificil degradacdo ambiental (DELANEY;
CLARKE, 2008).

Nas ultimas décadas inseticidas com principio ativo e formulacdes
melhoradas tém sido desenvolvidos, incluindo tebufenozida, piriproxifen,
lufenuron, teflubenzuron e novaluron, os quais sdo alguns dos principais
reguladores de crescimento disponiveis no mercado (ZOTTI et al., 2013a).
Lufenuron, teflubenzuron, e novaluron s&o Benzoilfenilureas, também
conhecidos como inibidores de sintese de quitina, sendo assim, seu modo de
acado consiste em inibir a producdo de quitina, o principal componente do
exoesqueleto dos insetos (DHADIALLA et al., 2009). A tebufenozida interage
com o receptor do hormdénio de muda, induzindo a ecdise prematura e
incompleta (SMAGGHE et al., 2013). O piriproxifen € um mimico do hormonio

juvenil, este principio ativo interfere o balanco hormonal e provoca uma forte



19

supressdo da embriogénese, metamorfose e formacdo dos caracteres do
inseto adulto (DHADIALLA et al., 2009).

O chlorantraniliprole atua como modulador dos receptores de rianodina
no musculo dos insetos, provocando a liberacdo descontrolada de calcio do
reticulo sarcoplasmatico, causando uma forte contracdo muscular que leva o
inseto a inanicdo (LAHM et al., 2007). Para os inimigos naturais, os reguladores
de crescimento sdo considerados mais seguros do que o0s inseticidas
neurotoxicos de largo espectro de acao devido a sua especificidade nos alvos
bioquimicos decorrente do seu planejamento racional (DARVAS; POLGAR,
1998). Mesmo assim, a suposta segurancga e compatibilidade para organismos
benéficos devem ser avaliados com testes de seletividade, tanto para o registro
de novos produtos como para utilizacdo no MIP (BUENO; FREITAS, 2004).

2.3. Planejamento racional de inseticidas

Para subjugar os desafios da agricultura moderna, muitos enfoques
multidisciplinares sdo necessarios para 0 processo de desenvolvimento de
novos agrotoxicos. Coletivamente estes enfoques formam a base para o design
racional de inseticidas (MANDAL et al., 2009). O planejamento racional de
inseticidas é essencialmente o inverso do método empirico. Inicialmente é
identificado um alvo, uma proteina, um canal, entdo utilizando os principios da
quimica organica, mecanica molecular e computacao, é realizada a sintese de
compostos que potencialmente inibirdo/competirdo pelo alvo, finalmente os
compostos serdo testados em processo de triagem in vivo ou in vitro (BORDAS
et al., 2003).

A maioria dos estudos de moléculas primarias de agroquimicos
consistem basicamente em estudos preliminares. Este modo de pesquisa €
limitado ao entendimento do modo de acéo e sitios onde tais moléculas irdo
agir in vitro, assim como enzimas ou receptores (GOOSEY, 1992). Para
alavancar a descoberta de novas moléculas, atualmente, muitas técnicas de
triagem tém sido desenvolvidas. Com respeito aos aspectos que essas novas
tecnologias visam, pode-se mencionar novos mecanismos de absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrecédo e toxicidade (ADMET) (MINGYUE et al.,
2013).
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O alvo em que o agroquimico ira agir consiste de uma biomolécula que
exerce de sinalizagdo em alguma rota metabdlica essencial para o correto
desenvolvimento do inseto. Sendo assim, a identificacdo do alvo € o primeiro
passo no desenvolvimento de inseticidas (MANDAL et al., 2009).

E desconhecido o quanto poderemos explorar o genoma dos insetos,
tal como possiveis sitios bioquimicos alvos de inseticidas. A grande vantagem
de explorarmos novos sitos bioquimicos para acéo de inseticidas utilizando o
genoma do inseto praga, consiste na capacidade de avaliar a toxicidade
comparativa entre o organismo alvo e nao alvo, ocorrendo assim a
racionalizacdo do inseticida. Atualmente o genoma total de dezenas de
espécies de insetos, incluindo pragas como Tribolium castaneum (Herbst.,
1797) (Coleoptera: Tenebrionidae), foram devidamente sequenciados e estédo
disponivel para buscas de sequéncias e proteinas nos bancos de dados (NCBI,
2016).

A exploracdo de diferencas intrinsecas de cada alvo visa a
especificidade da molécula planejada. Este procedimento direcionado
exclusivamente para um alvo em especifico, tal como um receptor nuclear ou
uma enzima, tem contribuido para o desenvolvimento de procedimentos de
triagem de alto desempenho. O sucesso desta estratégia € demonstrado pelos
varios inseticidas reguladores de crescimento que interferem na regulacdo
endocrina do crescimento. Os reguladores de crescimento podem interferir no
desenvolvimento e reproducédo (tebufenozida, metoxifenozida), mimetizar o
horménio juvenil (metorpeno, fenozicarbe) e inibir a sintese de quitina
(benzoilfenilureias). Ainda, surgiram outros que atuam specificamente no
sistema nervoso, metabolismo de energia (piridalil) e nos masculos
(neonicotinoides, espinosinas, avermectinas) (HILL et al., 2012).

Os ecdisteroides junto ao hormonio juvenil, regulam grande parte dos
processos fisioldgicos e bioguimicos durante o ciclo de vida em insetos. Estes
hormonios coordenam 0s processos de muda e metamorfose, enquanto os
horménios juvenis decidem o resultado final do processo fisiologico. Novos
inseticidas que mimetizam a acdo de ecdisteroides, como o 20-
Hidroxiecdisonio, e de hormbnio juvenil, como o0 metopreno, foram
desenvolvidos nas ultimas trés décadas (DHADIALLA et al., 1998).
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A capacidade de testar grandes grupos de compostos contra possiveis
sitios bioquimicos oferece vantagens na busca de novos inseticidas. Esta
estratégia pode ser efetiva na busca de novos compostos ativos para um sitio
bioquimico, onde apenas sintese de analogos ndo teve sucesso. Ainda, o
acesso a grandes ‘bibliotecas quimicas’ presentes em extratos de plantas-
inseticida onde o pesquisador na busca de novos inseticidas, pode identificar
0S poucos que interagem com o0 alvo bioquimico, fornecendo aos cientistas
novos ‘esqueletos’ moleculares possiveis de serem explorados. Este novo
esqueleto podera ser otimizado para uma maior poténcia sobre o inseto praga
de interesse, ainda podemos utilizar suas caracteristicas fisico-quimicas para
racionaliza-lo tornando assim mais ativo para o organismo alvo e menos ativo
para organismos nao alvos (MERCIER; POWERS, 2005).

2.4. Triagem de novas moléculas em receptores de ecdisteroides

Os avancos na biologia molecular tém conduzido a um surpreendente
aumento no numero de receptores inexplorados que foram descobertos e
clonados, sendo que para estes, os ligantes e mecanismos celulares eram
desconhecidos e agora sdo potenciais alvos para o desenvolvimento de novas
moléculas bioativas (STADEL et al., 1997). Pesquisas de agroquimicos a nivel
celular com alto desempenho iniciaram com varias espécies como modelo,
cada qual escolhida com base na facilidade de acessar seu genoma ou
interesse académico.

Como ja citado, o primeiro inseto com o0 genoma completamente
sequenciado foi D. melanogaster (ADAMS et al., 2000), espécie na qual se
realizam muitos estudos em genética e biologia molecular, incluindo pesquisas
para desenvolvimento de inseticidas com base nos receptores nucleares.

Em biologia molecular, um reporter € um gene construido e ligado a
sequéncia regulatéria do outro gene de interesse. Certos reporteres sao
escolhidos pela sua fécil identificagdo nos organismos onde esta sendo
expresso, portanto usados para identificar se determinado gene esta sendo
expresso em células ou organismos (KOO et al., 2007). Estes genes reporter
podem ser facilmente transfectado em células do organismo que se deseja
fazer a triagem por compostos ativos. A confiabilidade, reprodutibilidade,
sensibilidade, adaptabilidade nos sistemas de triagem de compostos de alto
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rendimento baseados em linhagens celulares transfectadas os tornam atrativos
para investigagdo de mecanismos de interagdao ligante-receptor (NAYLOR,
1999). Sem duvida a grande vantagem de utilizarmos células transfectadas
com o reporter € que células secretam de forma enddgena todos os
componentes necessarios para ativacao e transativacdao do receptor tal como
co-repressores e coativadores bem como possui toda a ‘maquinaria’ celular
nativa da espécie em estudo.

Um sistema de triagem em células foi recentemente adaptado para o
formato High Througput Screening para o receptor de ecdisteroides, importante
receptor nuclear presente em todos os artropodes. Este sistema foi construido
mediante a utilizacdo do gene da luciferase como gene repérter, um promotor
basal e a sequéncia poli-A (ZOTTI et al., 2013b). Ainda foi adicionado a esse
plasmideo reporter sete copias da sequéncia conhecida do elemento resposta
do ecdisbnio de D. melanogaster, sendo que esta interage com o receptor
nuclear receptor de ecdisteroides em virtualmente todos os artropodes.

Assim, devido ao fato de que todos os receptores de ecdisteroides de
artropodes sdo capazes de interagir com 0 mesmo elemento de resposta, tudo
que é necessario para o desenvolvimento de um sistema de screening
(triagem) em células tendo como alvo o receptor nuclear receptor de
ecdisteroides, € portanto, uma cultura de célula estabelecida que pode ser
transfectada com este plasmideo reporter. Culturas celulares transfectadas de
diferentes espécies, assim correspondem, a um diferente sistema de triagem
especifico para uma ordem em particular ou espécie (ZOTTI et al., 2013a).

As dibenzoilhidrazinas foram os primeiros agonistas ndo esteroides
atuantes no receptor do ecdisénio (WING; ALLER, 1990). Em muitas espécies
de lepidépteros expostas para estes compostos inicia-se uma muda prematura,
que é caracterizada pelo deslocamento da capsula cefalica, ocluindo as pecas
bucais, prevenindo a alimentacdo (DHADIALLA et al., 1998).

Vérias moléculas de dibenzoilhidrazinas foram desenvolvidas, incluindo
tebufenozida, methoxifenozida, cloromafenozida e halofenozida. Apesar do fato
gue a maioria dos insetos utilizam 20-Hidroxiecdisénio como hormdnio natural,
a suscetibilidade para inseticidas ndo esteroides agonistas do ecdisénio
demonstra especificidade para certas espécies. Por exemplo, halofenozida e

RH-5849 apresentam grande atividade para coleopteros, tal como para
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Lepinotarsa decemlineata (Say, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae)
(SMAGGHE; DEGHELLE, 1993), enquanto cloromafenozida, tebufenozida e
metoxifenozida apresentam poténcia extremamente baixa para coledpteros
(SMAGGHE; DEGHELLE, 1994). Entretanto, cloromafenozida, tebufenozida e
methozifenozida sdo, no geral, altamente toxicos para os insetos da ordem
Lepidoptera (SMAGGHE et al.,, 1999). Todos esses inseticidas sao inativos
para hemipteros, tal como Bemisia tabaci (Genn., 1889) (Hemiptera:
Aleyrodidae) (GRAHAM et al., 2007), e desta forma ndo podem ser usados
para o controle de certos insetos-praga. A estrutura tridimensional do receptor
de ecdisteroides de B. tabaci foi resolvida por Carmichael et al. (2005), e as
coordenadas atbmicas estdo disponiveis no banco de dados de proteinas
(PDB) sob numero 1z5x. Desta forma a exploracdo de novas moléculas néo
esteroides agonistas do ecdisdnio ou analogos das atuais ja utilizadas poderéo
ser exploradas com maior seguranca e confianga em receptor de ecdisteroides
de diversas ordens de insetos.

2.5. Métodos computacionais

Com o rapido crescimento dos estudos envolvendo biologia molecular
e biologia estrutural, o design molecular com softwares se tornou de grande
valia para o entendimento das reac¢des bioquimicas e para o design racional de
agroquimicos (GONG et al., 2012). Com esta nova estratégia € possivel a
projecdo de compostos com caracteristicas definidas e complementares ao
local de atuacao evitando os altos custos na sintese experimental exploratoria
de grande numero de substancias. Nos Ultimos anos 0s avangos nas areas de
gendmica e bioinformatica tém permitido a identificacdo de genes que
codificam para centenas de milhares de proteinas muitas delas alvos potenciais
para o desenvolvimento de moléculas. Interessante que todas as ferramentas
computacionais bem como o aspecto farmacodinamico utilizados para
planejamento de pesticidas sdo praticamente os mesmos daqueles utilizados
na quimica medicinal (BORDAS et al., 2003).

Os estudos baseados no ligante incluem a relacdo quantitativa entre
estrutura e atividade ou QSAR (Quantitative structure-activity relationships) e a
relacdo quantitativa tridimensional entre estrutura e atividade (3D-QSAR),

incluindo a analise molecular comparativa ou CoMFA (comparative molecular



24

field analysis) e a analise molecular comparativa de indices de similaridade, ou
CoMSIA (comparative molecular similarity indices analysis) (JITONNOM,
2014). Desta forma, tanto métodos estruturais como os baseados no ligante,
sdo poderosas ferramentas computacionais utilizadas na descoberta de
agroquimicos e no entendimento das relacdes entre estruturas e atividade para
0s varios inseticidas existentes (SAINI; KUMAR, 2014).

Os chamados “modelos in silico” tém sido utilizados para o design e
descoberta de farmacos desde os anos 70. Também, tém ocorrido uma
mudanca dramatica na pesquisa de agroquimicos ao longo dos anos, se
tornando assim, multidisciplinar e convergindo ao ponto em que a pesquisa de
agroquimicos e farmacos ndo diferenciam drasticamente. Na década de 90
foram desenvolvidos sistemas de triagem de alto desempenho, quimica
combinatodria, design com base em estruturas quimicas, triagem virtual de
compostos quimicos em receptores especificos e varios outros enfoques de
grande importancia académica (LAMBERTH et al., 2013).

A identificacdo de especificidades moleculares é indispensavel para a
obtencdo de dados precisos das atividades bioquimicas de organismos,
especialmente de compostos que tenham atividade no mesmo alvo biolégico.
Conformacgdes tridimensionais revelam interacdes criticas de ligantes, sendo
que para a obtencéo de tal informacdo, a estrutura tridimensional do receptor
deve estar disponivel (SCHLEIFER, 2012).

A descoberta do complexo proteina/ligante é uma ferramenta
computacional, quem vem se tornando muito importante na descoberta de
agroquimicos. O chamado “Molecular docking” é utilizado para prever a
atividade do complexo ligante/alvo e a interacdo dos mesmos (RIPPHAUSEN
et al., 2010). O ponto chave da utilizacdo de ferramentas computacionais esta
na agilidade da identificagcdo virtual de moléculas com potencial inseticida,
reduzindo assim o0s custos da pesquisa e aumentando extremamente a rapidez
na identificacdo de moléculas (BREDEL; JACOBY, 2004).

2.6. Validacdo da atividade inseticida de agonistas/antagonistas em teste de

toxicidade in vivo.

As dibenzoilhidrazinas comerciais registradas no Brasil (tebufenozida,

metoxifenozida e cromatofenozida) exercem sua atividade induzindo
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prematuramente a ecdise em lepidopteros, levando o inseto a morte por
dissecacdo e inanicdo (NAKAGAWA, 2005). Algumas horas apés a aplicacao
de um agonista sobre a lagarta, no caso dos lepidopteros, a larva para de se
alimentar e o processo de apolise é iniciado na epiderme larval, similarmente
ao que acontece frente a acdo hormonio natural 20-Hidroxiecdisdnio
(SMAGGHE et al., 2013).

Devido suas propriedades quimicas, as dibenzoilhidrazinas nédo séo
eliminadas facilmente do organismo do inseto, tornando o processo de ecdise
ininterrupto, colapsando organismo do inseto. Assim, larvas tratadas com
agonistas a ecdisteroides tornam-se estagnadas no processo de ecdise e
morrem dissecacao e inanicdo, sendo que uma caracteristica deste mecanismo
de acéo é a formacao de cuticula dupla (SWEVERS; SMAGGHE, 2016). Uma
vez que o receptor de ecdisteroides de lepidépteros € ativado pelas
dibenzoilhidrazinas com eficiéncia, as lagartas sdo bastante sensiveis as
aplicacbes destas moléculas. Contudo, produtos a base de halofenozida
também agem no controle de coleépteros (SMAGGHE et al., 2013).

O MIP é um amplo conceito que envolve diversas areas da agricultura,
sendo que atualmente a biologia molecular pode ser inserida em tal conceito.
Muitos inseticidas tém se tornado ineficazes no controle de artropodes pragas
em decorréncia da inadequada utilizacdo dos produtos disponiveis no mercado,
causando assim, uma série de complicacbes de ordem toxicolégica e
ambientais. O design racional de inseticidas abrange diversas areas da biologia
molecular e bioinformética, cujo intuito € buscar compostos com acdo em alvos
especificos. Conforme caracteristicas fisico-quimicas dos receptores s, €
possivel descobrir 0 modo de acdo de novas moléculas de acordo com as
interacdes no sitio ativo de tais receptores. Um dos principais receptores
nucleares que se tém estudado sdo os receptores de ecdisteroides. Tal
receptor pode ser ativado com moléculas sintéticas especificas e analogas a
horménios naturais, como o 20-Hidroxiecdisénio, levando o organismo da
praga ao colapso. As instituicbes de pesquisa tém empregado esforcos para
buscar moléculas ativas em receptores de ecdisteroides, sendo que
futuramente, poderédo haver mais opgfes para o controle quimico e racional de
pragas, conformando assim, uma agricultura cada vez mais ambientalmente

aceitavel e sustentavel.
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3. Materiais e Métodos

A metodologia descrita no presente trabalho foi adaptada de Zotti et al.
(2013a) e Soin et al. (2010a). O estabelecimento do protocolo de triagem e a
viabilidade celular frente a adicdo das moléculas foi realizado no Laboratério de
Agrozoologia da Faculdade de Engenharia da Biociéncia da Universidade de
Gent, West Flanders, Bélgica. Os experimentos com o0s hormonios,
tebufenozida e de triagem de novas moléculas nas culturas celulares de
Diptera e Lepidoptera foram estabelecidos no Laboratério de Agrozoologia da
Universidade de Gent e no Laboratério de Manejo Integrado de Pragas
(LabMIP) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal
de Pelotas. Para cada linhagem celular utilizada, adaptac6es metodologicas
especificas foram determinadas. As moléculas foram testadas em sua forma de
ingrediente ativo, pois se encontravam na forma pura. Foi determinada a
atividade das moléculas no receptor de ecdisteroides das células com uso de
um plasmideo reporter, sendo que a interacdo foi elucidada utilizando-se

estruturas tridimensionais dos receptores.

3.1. Compostos quimicos

Onze novas moléculas de organocalcogénicos (estruturalmente
semelhantes a dibenzoilhidrazinas com ~95% de pureza) foram sintetizadas e
purificadas no Laboratério de Sintese Organica Limpa (LabSOL) da
Universidade Federal de Pelotas. Os ecdisteroides Ponasterona-A (>65% de
pureza) e 20-Hidroxiecdisbnio (~95% de pureza) foram comprados da Sigma-
Aldrich (Bornem, Bélgica) enquanto que a tebufenozida (~99% de pureza) foi
cedido pelo Laboratério de Agrozoologia da Universidade de Gent. Na Figura 1
constam as estruturas quimicas ordenadas, as quais foram utilizadas nos
ensaios.

As moléculas foram diluidas em concentracdes molares conforme seu
peso molecular em &lcool etilico absoluto ou dimetilsufoxido (DMSO) (Tabela
1). A diluicdo inicial foi realizada na concentracdo molar de 103, sendo que
diluicbes em série foram realizadas para reduzir as concentracdes, formando
um espectro, principalmente nos hormonios e tebufenozida, os quais foram

necessarias diversas concentracdes para confec¢édo de curvas dose-resposta.
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Figura 1. Compostos esteroidais e ndo esteroidais utilizados na triagem em células de Diptera
(S2) e Lepidoptera (SF9). As moléculas enumeradas de 1 a 11 correspondem a novas
moléculas organocalcogénicas, semelhantes a dibenzoilhidrazinas sintetizadas no Laboratorio
de Sintese Orgéanica Limpa da UFPel, ja a tebufenozida, 20-Hidroxiecdisbnio e Ponasterona-A
foram provenientes de marcas comerciais. Fonte: Pinto (2017)



Tabela 1. Identificacdo das moléculas utilizadas no estudo conforme suas formulas quimicas (F.Q.), nome quimico, peso molecular (P.M.),
pureza inicial (P.l.) e solvente utilizado para as diluicbes.

Molec. F.Q.1 Nome Quimico M.M.%(g/mol)  P.L.(%)°> Solvente
Tebuf.# C22H28N202  N-tert-butyl-N'-(4-ethylbenzoyl)-3,5-dimethylbenzohydrazida 352,479828 99 Alcool”
20H5 C27 H44 O7  2|A.3|A,14]A,20|A,22,25-Hexahydroxy-7-cholesten-6-one 480,648621 95 Alcool
PonA?® C27H4406 Cholest-7-en-6-one,2,3,14,20,22-pentahydroxy-, (2b,3b,5b,22R)  464.643000 >65 Alcool
1 C20H15NS2 2,3-bis(phenylthio)-1H-indolo 333,479000 95 Alcool
2 C22H19NS2 2,3-bis(p-tolylthio)-1H-indolo 361,533000 95 Alcool
3 C22H19N0O2S2 2,3-bis((4-methoxyphenyl)thio)-1H-indolo 393,533000 95 DMSO?
4 C17H13NSe2  2,6-bis(phenylselanyl)pyridina 389,218000 95 Alcool
5 C20H27NSe N,N-dibutyl-4- (phenylselanyl)anilina 360,403000 95 Alcool
6 C20H16N202  N,N'-(1,2-phenylene)dibenzamida 316,362000 95 DMSO
7 C20H16N204  N,N'-(1,2-phenyleno)bis(2-hydroxybenzamida) 348,362000 95 DMSO
8 C16H16N204  N,N'- (ethano-1,2-diyl)bis(2-ydroxybenzamida) 300,317993 95 Alcool
9 C16H16N202  N,N'-(ethano-1,2-diyl)dibenzamida 268,318024 95 DMSO
10 C16H27CuN206 Copper(ll) 1,2-bis(2-hydroxybenzoamido)ethane 406,951874 95 DMSO
11 C16H27N2NiO6 Nickel(ll) 1,2-bis(2-hydroxybenzoamido)ethane 402,115875 95 DMSO

LFérmula quimica
°Massa Molar
8Pureza inicial (%)
4Tebufenozida

520-Hidroxiecdisonio
SPonasterona-A

“Etanol Absoluto (100%)
8Dimetilsulféxido

8¢


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%222%7CA%2C3%7CA%2C14%7CA%2C20%7CA%2C22%2C25-Hexahydroxy-7-cholesten-6-one%22%5BCompleteSynonym%5D%20AND%205459840%5BStandardizedCID%5D
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C27H44O6&sort=mw&sort_dir=asc
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3.2. Linhagens celulares

As culturas celulares foram obtidas de colecdo estabelecida no
Departamento de Fitossanidade da Universidade de Ghent (Bélgica). Células
SF9 provenientes de células embrionarias de Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) foram mantidas a 27°C em meio de
cultura celular SFO00™? (GIBCO®, Invitrogen) em frascos de meio de cultura
de 75cm? (Figura 2A). Ja as células S2, provenientes de células embrionarias
de D. melonogaster, foram mantidas em incubadora a 27°C, em meio de
cultura InsectXpress™?2 (Lonza®) em frascos de 25cm? (Figura 2B). A qualidade
das células foi monitorada com uso de microscopia éptica com o microscépio
invertido Olimpus IX53, e lente com aumento de 40x. Frascos diferentes foram
usados, pois as linhagens celulares apresentam células de tamanho bastante
distintos (Figura 2). Assim, como as células SF9 sdo maiores, é necessario um
frasco grande para se obter a quantia necesséria de células para os ensaios,
ressaltando que para cada ensaio utilizaram-se células de apenas um frasco
para se obter maior exatiddo na contagem de células.

L

[ T R ——

Figura 2. Linhagens celulares cultivadas, utilizadas para os ensaios. A- Células de Spodopera
frugiperda (SF9) em frasco de 75cm?, utilizados para a manutencéo de tais células. B- Células
de Drosophila melanogaster (S2) em frascos de 25cm?, utilizados para a manutengéo de tais
células. Fonte: Pinto (2017).

1 Meio de cultura especifico para células de Lepidoptera a base de carbohidratos, lipidios,
proteinas de baixo peso molecular (<10.000 g/mol) e L-Glutamina.

2 Meio de cultura inicialmente desenvolvido para células de Lepidoptera, mas cujo uso foi
adaptado para Diptera. Composto por carbohidratos, lipidios, aminoéacidos e L-Glutamina.



30

3.3. Plasmideo reporter

O principio dos ensaios consiste na inducdo da expressao da enzima
luciferase nas células pela ativacdo do receptor de ecdisteroides. O gene
reporter utilizado foi o da enzima luciferase, proveniente do vagalume Photinus
pyralis (Linnaeus, 1767) (Coleoptera: Lampyridae). O plasmidio repérter
utilizado contém um promotor basal de actina (B.act.) precedido por sete copias
do elemento de resposta ao ecdisénio do gene Drosophila hsp27 (ere.),
seguidos do gene repérter do vagalume (luc.) (B.act.ere.luc) e um sinal de
terminacédo (Figura 3) (SWEVERS et al., 2004).

Apal 664
GO 2 7x EcRE
—HindlIl 924
Bluescript BamHI 954

100K}

basal actin promoter

I 5000 ERE-b.act-Luc HindIII 1646
|
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2000 r‘“‘l r.f
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\V\_\\. 000 Luciferase-SV40 /'///
) y
Y V4
Qs P 4
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Figura 3. Diagrama representando o plasmideo reporter contendo o gene da Luciferase.
Fonte: Adaptado de Swevers et al. (2004).

O plasmideo reporter B.act.ere.luc, além do que foi descrito, possui um
gene que degrada o antibiético ampicilina, possibilitando assim, clonar o
mesmo em bactérias competentes. Para a clonagem utilizou-se bactérias da
espécie  Escherichia coli (T. Escherich, 1885) (Enterobacteriales:
Enterobacteriaceae) sepa DH5a pelo método do choque térmico, conforme
Froger e Hall, (2007). A clonagem de plasmideos em E. coli usando o choque

térmico € uma técnica basica em biologia molecular. Tal técnica consiste na
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insercdo do plasmideo em uma cepa de bactérias competentes, induzindo a
multiplicacdo das mesmas com o plasmideo inserido.

ApOs uma breve incubacéo das bactérias com o plasmideo no gelo, a
mistura foi aquecida drasticamente a 42°C por 45 segundos, entdo levada
novamente para o gelo. Meio SOC2 (Invitrogen™) foi adicionado as bactérias
transformadas e transferido para uma incubadora a 37°C por 30 minutos sob
agitacao (250rpm). Logo apoés as bactérias foram adicionadas a uma placa de
petri com meio de cultura com ampicilina. Desta forma, apenas as bactérias
transformadas se multiplicam e formaram colonias na placa de petri. Para
confirmar que as colénias da placa continham o plasmideo B.act.ere.luc, foi
feito um PCR de colbnia com colbnias escolhidas aleatoriamente (Figura 4).

Como a confirmacdo do plasmideo foi realizada por meio de PCR
(Polimerase chain reaction- Reacdo em cadeia da polimerase), foram
desenhados primers especificos para o gene da luciferase (n°® acesso
M65067.1), cujas sequéncias foram: Forward- CCAGGGATTTCAGTCGATGT, e
Revrse- GCCAGTATCCGGAATGATTT, cujo amplicom foi desenhado para
aproximadamente 250 pares de bases (pb) (Figura 4).

Cada reacédo de PCR foi composta por 1 pL de tampao e 0,3 pL de
MgClz, 0,2 pL de dNTP, 0,7 pyL de cada primer, 0,05 pL de Tag DNA polimerase
e 0,4 pL de amostra de cDNA, e agua ultrapura até completar o volume de 12
UL.As reacOes foram submetidas a amplificacdo em termociclador. O programa
utilizado se baseou em: desnaturacao inicial a 94°C por 15 minutos, seguida de
32 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 0,5 minutos, anelamento a 50°C por 0,5
minutos e extensdo a 72°C por 0,5 minutos, e extensado final a 72°C por 10
minutos. Os produtos de todas as reacfes foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1% (p/v), utilizando como marcador o Ladder 1kb
(InvitrogenTM). Foram aplicados 4uL de produto da PCR no gel, o qual foi
corado com 2uL de GelRed, e visualizado em fotodocumentador.

ApOs constatado que as col6nias selecionadas continham o plasmideo
B.act.ere.luc., foi realizada a multiplicacdo das bactérias. Este procedimento foi

realizado, com o0 uso de uma ponteira esterilizada, retirando uma porcéo das

3Meio de cultura para crescimento bacteriano, composto por: 2% Triptona, 0,5% de extrato de
levedura, 10mM NacCl, 2,5mM KCI, 10mM MgClz, 10mM MgSOa, 20mM glicose.
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colonias e levando para um tubo plastico com 5ml de meio LB Broth* (Sigma-
Aldrich) e 7,5 pl de ampicilina. Ap6és uma incubacdo de aproximadamente 16
horas a 37°C, o plasmideo foi purificado com o kit de purificacdo Wizard® Plus

SV Minipreps DNA Purification System (Promega).

10000pb

1031pb

\
250pb

10000pb

1031pb

250pb

Figura 4. Coldnias de Escherichia coli transformadas com o plasmideo B.act.ere.luc. em placa
de petri contendo meio LB e ampsilina. Apenas bactérias que absorveram o plasmideo foram
capazes de formar colbnias. Ao lado, fotodocumentacdo do PCR de colbnia realizado com 20
colbnias selecionadas. Fonte: Pinto (2017).

Por fim, para constatar a integridade do plasmideo purificado, foi
realizada uma corrida eletroforética em gel de agarose a 1% com a amostra
pura. O que se espera é uma banda de aproximadamente 6500 pares de bases

(pb), tamanho correspondente ao do plasmideo (Figura 5).

Figura 5. Integridade do plasmideo B.act.ere.luc. verificada em corrida eletroforética em gel de
agarose (1%). Fonte: Pinto (2017).

4 Composigédo para um litro: 10g de peptonal40, 5g de extrato de levedura e 5g de NaCl.
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3.4. Sintese de moléculas

As moléculas organocalcogénicas (planejadas de novo), foram
sintetizadas no Laboratério de Sintese Orgénica Limpa— LASOL. O
procedimento de sintese foi conduzido como descrito por Coleman (1967);
Oikawa et al. (1994) e Nakagawa et al. (1998). As estruturas foram
identificadas pelo espectro de RMN e pureza confirmada pelo ponto de

solidificagéo.

3.5. Transfeccédo nas células

Os compostos quimicos foram testados por sua habilidade de ativarem
ou inibirem a transcricdo do gene da luciferase em células transfectadas de
Diptera (S2) e Lepidoptera (SF9), induzivel pela ativacdo do receptor de
ecdisteroides. Uma transfec¢do transiente com o plasmideo repérter, por meio
do reagente de transfeccdo EscortTM IV (Sigma-Aldrich®), foi realizada nas
células antes da exposi¢cdo aos compostos quimicos.

Para a transfeccao de células utilizou-se uma placa de 24 pocos, sendo
que cada poc¢o recebeu um tratamento com a devida molécula, os quais depois
foram divididos em quadruplicata em placas brancas de 96 pocos para a leitura
da luminescéncia. O numero desejado de células para cada poco foi de
500.000 e 300.000, para S2 e SF9, respectivamente. A contagem de células foi
realizada com a ajuda de um hemocitdmetro e Trypan Blue (Sigma-Aldrich). As
células mortas adquirem uma coloracdo azul bastante intenso, o que permite a
contagem das células vivas/ml e avaliacdo da viabilidade das mesmas. A
viabilidade celular minima desejada foi de 95%. Para 0s ensaios com
viabilidade celular frente a adicdo de compostos quimicos também foi utilizado
o reagente PrestoBlue® (Invitrogen), o qual sera descrito na sequéncia. Apds a
contagem de células, com uma micropipeta, 500ul do meio de cultura com
correspondente numero de células foi adicionado em cada poco da placa de 24
pocos (Figura 6).

Enquanto as células decantavam e aderiam ao fundo dos pocgos, o
meio de transfeccdo era preparado. A descricdo da preparacdo do meio de
transfeccdo foi realizada considerando apenas um poc¢o, mas 0s volumes e

recipientes utilizados devem ser adequados conforme a quantidade de
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tratamentos. Para células S2, primeiramente se adicionou 497 pl de meio de
cultura em um eppendorf, seguido por 3ul do reagente Escort™IV e 100 ng do
plasmideo reporter, por fim, € importante misturar vigorosamente a reacdo com
uma pipeta. A reacao ficou em repouso a temperatura ambiente de 30 a 45
minutos. Para células SF9, utilizou-se 496 ul de meio de cultura, 4 ul de
reagente Escort™IV e 300 ng de plasmideo, demais procedimentos de

pipetagem e incubacéo seguiram 0s mesmos.

CELL CULTURE

Figura 6. Material utilizado para a transfeccdo de células. Placas de 24 pocos contendo
tratamentos com diferentes concentracdes das moléculas. Fonte: Pinto (2017).

Apos aproximadamente uma hora, periodo de preparo repouso do meio
de transfeccdo, as células estavam aderidas ao fundo dos pocgos, desta forma,
com uma micropipeta o meio de cultura foi retirado e substituido pelo meio de
transfeccéo. As células ficaram em repouso por um periodo de 5 horas com o
meio de transfeccao, periodo suficiente para o plasmideo penetrar nas células.
Com as células transfectadas apés o periodo de repouso, 0 meio de
transfeccao foi removido e substituido por meio de cultura novo (sem reagente

e plasmideo).

3.6. Viabilidade celular

Algumas moléculas ndo esteroidais podem ser extremamente toxicas
para as células, reduzindo a resposta das mesmas frente a adicdo de um
agonista (SOIN et al., 2010a). Desta forma, antes de iniciar os procedimentos

de transfeccdo, deve-se investigar se a molécula pode causar efeitos adversos
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as células. As ceélulas foram contadas conforme citado anteriormente e
acondicionadas em placas de 24 po¢os com iguais volumes e numero de
células. A viabilidade inicial foi mensurada com o Tryplan Blue, reagente o qual
€ capaz de penetrar na membrana celular caso estas estejam mortas,
conferindo uma colora¢do azul escuro as mesmas. Como a contagem celular
inicial foi superior a 95%, foi dado procedimento aos testes de viabilidade
celular, onde utilizou-se o reagente Presto Blue™ (Invitrogen) para investigar se
as novas moléculas eram citotoxicas. O Presto Blue é um indicador de
viabilidade celular que utiliza o poder de reducdo das células vivas para
quantificar a atividade fisiol6gica, sendo que os dados por este método séo
obtidos por absorbéancia (HANCOCK et al., 2012).

Logo apds a contagem celular e a deposicédo das células nos pocos, 1
e 1,5 ul, para S2 e SF9, respectivamente, das moléculas diluidas em &lcool
absoluto ou DMSO foram adicionadas nos respectivos poc¢os e incubadas por
24 horas a 27°. Em cada linhagem celular, o efeito citotoxico das novas
moléculas foi testado em tratamentos padrdo, os quais sdo as concentracdes
de 1uM, 10uM e 100pM. Terminado o periodo de incubacéo, as células foram
resuspendidas e transferidas para uma placa de 96 pocos de cor negra. Cada
poco recebeu 90 pl da suspensdo com células e 10 pl do reagente Presto
Blue™ (Invitrogen). O controle positivo foi um tratamento com >95% de células
vivas e com adicdo de 1pL de 20-Hidroxiecdisbnio nas trés respectivas
concentragbes. Um ensaio prévio foi realizado com 100% de células mortas
para averiguar o limite inferior dos nimeros de absorbancia, sendo que estes
dados ndo constam no presente trabalho por serem irrelevantes. O parametro
estipulado pelo autor para a nao utilizacdo de uma concentracdo ou molécula
foi a reducgé&o da viabilidade celular abaixo de 85%. Este parametro foi estimado
com ensaios prévios onde observou-se que com mais de 15% de células
mortas ha interferéncia na luminescéncia.

Cada tratamento foi realizado em quadruplicata técnica, sendo que
cada experimento foi reproduzido pelo menos 3 vezes. A analise estatistica foi
realizada pelo teste t, com comparacdo multipla das médias das moléculas com
a meédia do controle, dentro de cada grupo (concentracédo). Os dados foram

analisados com o software Prism v4 (GraphPad Software Inc. La Jolla, Ca).
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3.7. Bioensaios para agonistas/antagonistas a ecdisteroides

As células transfectadas foram tratadas com ecdisteroides,
tebufenozida ou organocalcogénicos, em concentracfes molares de acordo
com o tratamento. Apos a remocao do meio de transfeccdo e substituicdo por
meio normal, 1pl da molécula diluida em alcool ou DMSO para S2 e 1,5ul para
SF9 foi adicionado ao poco. Os dados para agonista/antagonista foram
mensurados em forma numérica de luminescéncia emitida pela enzima
luciferase frente a adicdo do substrato Luciferin. Quanto maior for a ativacao do
receptor de ecdisteroides, maior a luminescéncia.

Para as curvas de dose resposta e experimentos de atividade agonista,
a luminescéncia foi mensurada 24 horas apos a adicdo dos tratamentos
(moléculas). Para atividade antagonista, primeiramente foi adicionado 1ul e
1,5ul, para S2 e SF9, respectivamente, das novas moléculas, na concentracédo
de 100uM e incubado por 24h a 27°C. Ap6s a primeira incubacado, foi
adicionado o horménio 20-Hidroxiecdisénio ou Ponasterona-A na concentracao
de 100uM e incubado novamente, desta vez por 24 horas a 27°C. ApGs 0s
correspondentes periodos de incubacdo, com uma micropipeta as células
foram transferidas para uma placa de 96 pocos, sendo que cada poco recebeu
100 pl da suspenséo de células.

Para mensurar a expressao da luciferase, foi utilizado o substrato de
luciferase Steady-Glo luciferase assay system kit (Promega, Leiden, Holanda).
Foi adicionado a da placa de 96 pogos com as células, 100 pl do substrato de
luciferase. O mensuramento foi realizado com o luminémetro Tecan™ M200
(UGent) ou Vitor™ X5 (UFPel). Cada tratamento foi realizado em quadruplicata
técnica, sendo que cada experimento foi realizado pelo menos 3 vezes.
Respectivas ECso (valores de concentracdo efetiva mediana de inducédo de
50% de luminescéncia) com 95% de confiabilidade foram calculados com o
software Prism v4 (GraphPad Software Inc. La Jolla, Ca), a precisdo dos dados
da curva sigmoide foi avaliada com base nos valores R2. Os dados de efeito
agonista foram calculados pelo teste t a 5% de confiabilidade, tendo como
controle positivo 20-Hidroxiecdisénio, na concentracdo de 100uM. J& para
efeito antagonista, foram consideradas moléculas eficientes aquelas que
reduziram em >50% a luminescéncia quando comparado ao controle positivo

com 20-Hidrociecdisbnio ou Ponasterona-A.
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3.8. Modelagem tridimendionsal (3D) de receptor de ecdisteroides de Diptera e
Lepidoptera

Neste trabalho foi investigada a atividade de tebufenozida, onze
organocalcogénicos estruturalmente semelhantes as Dibenzoilhidrazinas e os
hormoOnios 20-Hidroxiecdisonio e Ponasterona-A em receptores de
ecdisteroides de Diptera e Lepidoptera (Figura 1). Para a habilidade destas
moléculas ativarem o receptor do ecdis6nio, como ja citado, foram utilizados
um representante da ordem Lepidoptera (SF9) e um de Diptera (S2). Assim, as
estruturas tridimensionais dos compostos quimicos foram usadas para construir
0 modelo de 3D-QSAR, que descreve a atividade das dibenzoilhidrazinas e dos
horménios ao ecdisbnio. Em geral, 3D-QSAR ¢é utilizado n&do apenas para
desenvolver novas moléculas, mas também para entender o modo de acao de
compostos a nivel molecular (NAKAGAWA et al., 2009). Os compostos que
nao apresentaram atividade foram excluidos das analises virtuais.

O modo com que as dibenzoilhidrazinas e horménios se ligam em
receptor de ecdisteroides de Lepidoptera foi revelado por analise estrutural
cristalografia de raio-X (BILLAS et al., 2003). Tais estruturas se encontram no
site Protein Data Base (PDB, 2016), de onde foram obtidos para as andlises do
presente estudo. O modelo tridimensional do receptor de ecdisteroides de D.
melanogaster foi gerado com a ferramenta online Swiss-Model (BIASINI et al.,
2014), a partir da sequéncia de aminoacidos disponivel online (GeneBank n°
P34021). Todas as simulacdes virtuais foram realizadas no sistema
operacional Microsoft Windows 7®, com o uso do software Discovery Studio® e

Chimera®.
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4. Resultados e Discussao

As células foram expostas a trés diferentes concentracées das novas
moléculas de organocalcogénicos, por 24 horas, para averiguacdo se ha
citotoxicidade. Nas células S2 nenhum dos compostos reduziu a viabilidade
celular, mas observou-se um aumento da absorbancia para os compostos 10 e
11 em distintas concentracdes (Figura 7). Isto é um indicativo de atividade
antagonista, uma vez que compostos com essa atividade tendem a aumentar a
leitura de absorbéncia se comparado a compostos com efeito agonista (SOIN
et al., 2010a). Ja& para as células SF9, foram os compostos 5, e 7 que
aumentaram sensivelmente as leituras de absorbancia quando comparado ao
horménio 20-Hidroxiecdisénio (Figura 7).

Além do método com mensuramento de absorbancia, a atividade de
agonistas a ecdisteroides, viabilidade e densidade celular pode ser averiguada
simplesmente por microscopia. Tipicamente, células expostas a agonistas do
ecdisbnio tendem a se alongarem e formarem aglomerados, mas deve-se
salientar que outros compostos também tém capacidade de induzirem o
alongamento de células (BRAECKMAN, et al., 1997).

Em estudo realizado no inicio da década de 2000, Hormann et al.
(2003) calcularam a ECso de 97 dibenzoilhidrazinas, resultado que contrasta
com estudo mais recente de Soin et al., (2010b). Este ultimo autor, fazendo uso
do mesmo reporter, testou varias de dibenzoilhidrazinas, sendo que destas,
muitas tiveram atividade extremamente baixa ou nula em receptores de
ecdisteroides de Diptera e Lepidoptera, inclusive para compostos que Hormann
et al. (2003) foram capazes de calcular ECso. O motivo pelo qual muitas
moléculas ndo mostram efeito em bioensaios é devido a combinacdo de
inespecificidade e citotoxicidade. Outra possibilidade é que alguns compostos
podem ser citotéxicos ao mesmo tempo que possuem atividade agonista, o que
irA superestimar a atividade agonista de um composto em triagens baseadas
na inibicao da proliferagao celular (MOSALLANEJAD et a., 2008).

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, a
dibenzoilhidrazina com conhecida atividade agonista testada, a tebufenozida, é
mais ativa em receptor de ecdisteroides de células de lepidopteros quando
comparado as células de dipteros (Figura 8).
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Figura 7. Viabilidade celular das linhagens S2 (Diptera) e SF9 (Lepidoptera) frente a exposi¢éo
das novas moléculas (1-11) em trés concentragbes molares (0,0001; 0,00001 e 0,000001). Os
controles positivos (C) foram as mesmas trés concentracfes de 20-Hidroxiecdisdnio. O eixo Y
representa as concentraces molares, as quais constituem cada bloco, dentro dos quais
encontram-se as onze novas moléculas e o controle com 20-Hidroxiecdis6nio. As barras
representam o erro padréo das replicatas técnicas. Os asteriscos indicam diferenca significativa
da absorbancia medida em comparagdo ao controle dentro de cada concentracdo (teste t,
p<0,05). Fonte: Pinto (2017).

O ECso, expresso na forma de -logeCso, da tebufenozida em S2 foi 3,4,
ja em SF9 obteve-se uma ECso de 5,1, ou seja, ECso nas células de

Lepidoptera foi quase cem vezes maior do que em ceélulas de Diptera (Tabela

2). Um importante detalhe a ressaltar € que a concentracdo para ativagdo
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maxima do receptor de ecdisteroides por tebufenozida em Diptera foi na ordem
dos milimolares para ativar o equivalente a 80% do observado nos hormoénios,
0 gque ressalta a alta inespecifidade desta molécula para insetos desta ordem.

As dibenzoilhidrazinas disponiveis no Brasil sdo registradas apenas
para lepidopteros (AGROFIT, 2017), apesar disso, na Europa h&d moléculas
deste grupo registradas também para coleépteros (SMAGGHE; SWEVERS,
2012). Apesar do baixo espectro de acao destes inseticidas sobre ordens que
nao Lepidoptera e alguns coledpteros, com o resultado das pesquisas e
parcerias nesta area, € possivel buscar anadlogos as Dibenzoilhidrazinas que
possam atuar nas mais diversas ordens da classe Insecta (WING, 2016).
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Figura 8. Curvas sigmoides de dose-resposta referentes a atividade de dois ecdisteroides
(20-Hidroxiecdisonio e Ponasterona-A) e de um agonista ndo esteroidal (Tebufenozida) em
células S2 e SF9. Barras correspondem ao erro padrdo da média (n= 4). Fonte: Pinto (2017).
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Mesmo com a especificidade das ddibenzoilhidrazinas comerciais em
lepidépteros, como atestado no presente trabalho, estudos com larvas de
Anopheles gambiae Giles, 1926 (Diptera: Culicidae), constataram que
metoxifeozida apresentou toxidez de oito e quatorze vezes maior do que
tebufenozida e RH-5849, respectivamente (BECKAGE et al., 2004). Entretanto,
estudos recentes divergem mostrando que esta atividade € muitas vezes
menor (MOROU et al., 2013). Isto levanta um alerta sobre a importancia da
padronizacdo metodologica para estudos de toxicologia, uma vez que dados
devem ser reproduzidos com acuracia, gerando um conhecimento preciso e
aplicavel.

Existem dibenzoilhidrazinas que sdo ativas em ordens que néao
lepidopteros, principalmente coledpteros. Além disso, resultados obtidos
recentemente demonstram, na prética, que a aplicacdo de certas
dibenzoilhidrazinas para o combate de pragas da ordem Diptera, € uma
possibilidade ainda inexplorada por falta de estudos ou tentativas (MOROU et
al., 2013).

Outro ponto importante a ressaltar é a correlacdo entre estudos in vitro
e in vivo, uma vez que se espera que as moléculas ativas em células
apresentem efeito semelhante quando testadas em organismos inteiros. Um
estudo anterior demonstra que varias moléculas com capacidade de ativar o
complexo receptor de ecdisteroides/ultraespirdculo em células SI2, derivadas
de Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae), ndo foram
efetivas quando testadas in vivo (organismo inteiro), sendo que apenas uma
molécula mostrou efeito (SOIN et al., 2010b).

Diferentemente da tebufenozida, que apresentou padrdes diferentes de
agonismo nas linhagens de células testadas, os compostos esteroidais 20-
Hidroxiecdisonid e Ponasterona-A, apresentaram padrées semelhantes para as
duas linhagens, sendo que a Ponasterona-A se mostrou um poderoso agonista
(Figura 8). A ECso de 20-Hidroxiecdisonio foi 4,90 e 4,21, jA de Ponasterona-A
foi de 5,57 e 5,27 para células de Diptera e Lepidoptera, respectivamente
(Tabela 2). Sendo assim, pode-se observar que o fitoecdisteroide Ponasterona-
A, em ambas as linhagens celulares, apresentou um padrdao de

aproximadamente dez vezes mais ativo do que o 20-Hidroxiecdisbnio. Tal
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resultado indica que tanto 20-Hidroxiecdisonio como Ponasterona-A séo
inespecificos para estas duas ordens de insetos.

Tabela 2. Atividade agonista de 20-Hidroxiecdisdnio (20H), Ponasterona-A (PonA) e
Tebufenozida (Tebu) em células embrionais de D. melanogaster (S2) e S. frugiperda (SF9).

S2 SF9

-logECso 95%IC R? -logECs0  95%IC R?
20H 4,90 4,78-498 0,964 4,21 4,12-4,28 0,889
PonA 5,57 5,30-5,85 0,920 5,27 5,24-531 0,984
Tebu 3,4 3,38-3,41 0,999 5,01 4,99-5,03 0,994

Dados expressos em médias de resposta junto ao intervalo de confianga de 95% (ambos em —logECs).
R? representa a precisdo dos dados plotados na curva sigmoide.

Apesar de o 20-Hidroxiecdionio ser o ecdisteroide mais representativo
da classe insecta, observou-se que ha fitoecdisteroides, como Ponasterona-A,
com um poder de ativacdo maior do que o préprio horménio ecdisteroide dos
insetos. Os fitoecdisteroides sdo encontrados em aproximadamente 6% das
espécies de plantas analisadas até o momento, sendo que quase 500
ecdisteroides foram identificados nos reinos da natureza (ECDYBASE, 2017).
Os chamados micoecdisteroides provém de algumas espécies do reino fungi,
mas nao se sabe ao certo se 0s préprios fungos os produzem como uma forma
de defesa contra artrépodes ou se eles absorvem e modificam os
fitoecdisteroides do substrato em que se desenvolvem (DINAN, 2009).

Alguns fitoecdisteroides, como a cyasterona, apresentam atividade
agonista em receptor de ecdisteroides de células S2 e Bm5 (Lepidoptera), mas
tal atividade é varias vezes menor do que tebufenozida, o que inviabiliza 0 uso
desta molécula para fins comerciais (ZOTTI et al., 2013a). A capacidade das
plantas em produzir compostos esteroidais com atividade em receptor de
ecdisteroides de insetos pode ser uma adaptacdo evolucionaria, sendo que a
atividade destes compostos pode variar dentre as ordens de insetos (DINAN et
al.,, 2001). Fitormbnios com atividade analoga aos ecdisteroides, quando
absorvidos no meséntero dos insetos, podem representar uma barreira
significante contra a predacao por parte de fitéfagos ndo adaptados, causando
um efeito similar as dibenzoilhidrazinas, ou seja, a ecdise precoce e morte por
inanicdo (BOWERS, 2012).
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Em relacdo a atividade agonista dos novos compostos
organocalcogénicos, tanto em células S2 como em SF9 nenhuma apresentou
efeito significante quando comparado a mesma concentracdo de 20-
Hidroxiecdisénio (Figura 9). Os compostos foram testados na concentracdo
méxima de 100uM por ser uma concentracdo padrdo para esta linha de
bioensaios, além de que concentracdes maiores podem causar citotoxicidade
nas células. Como nesta concentracdo nado houve resposta, conclui-se que as
onze novas moléculas ndo tém potencial de se tornarem agonistas comerciais,
tanto para Lepidoptera como para Diptera, sendo que varias otimizacdes nas
estruturas devem ser realizadas para talvez tornar as moléculas ativas. A
ativacdo maxima de tebufenozida foi de aproximadamente 80% da observada
em 20-Hidroxiecdisbnio e Ponasterona-A em ambas culturas celulares. Sendo
assim, para uma molécula nao esteroidal ter potencial de ser patenteada,

espera-se uma resposta ao menos semelhante a tebufenozida.

200000+ 80000
o 52 SF9
[ o]
5 1500001 600001
g 1
o
£ 100000+ 40000+
=3
-
50000 20000+
k k% ok ok ok ok ok ok ok ok ok * x % % % % *x % *x k ok
0 L L] L] T T L) T L] 1 T L) 0 L 1 T L) L} T T 1 T T L) T
\’bﬂ;uﬁfo«%q.@.\\rﬁb NS k6 oA D000

Figura 9. Efeito agonista observado para as onze novas moléculas nas linhagens celulares S2 e
SF9. A atividade agonista das moléculas na concentragao de 100uM foram comparadas com a
mesma concentracdo do hormbnio 20-Hidroxiecdisénio (20H). Os asteriscos indicam diferenca
significativa da luminescéncia medida em comparacdo ao controle com 20-Hidroxiecdisénio
(Teste t, p<0,05). Fonte: Pinto (2017).

A maioria dos estudos com receptores de ecdisteroides visam a busca
de compostos agonistas, sendo que bioensaios para atividade antagonista séo,
no geral, escassos (DINAN; HORMANN, 2005; ZOTTI et al., 2013a). Apesar do
resultado pouco promissor para a capacidade de agonismo das moléculas
novas, observou-se efeito antagonista significante nas moléculas 3 e 11 em
Ponasterona-A e 2, 3 e 10 para 20-Hidroxiecdisbnio na linhagem celular SF9

(Figura 10). O parametro estabelecido para uma molécula antagonista ter um
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efeito aceitavel é a inibicdo de >50 da atividade hormonal (Harada et al., 2011).
E notavel que a atividade antagonista observada apenas em células SF9, de
Lepidoptera, corrobora com a conhecida especificidade de compostos nédo
esteroidais, especialmente dibenzoilhidrazinas, para tal ordem de insetos. Em
células S2 ndo foi observada reducdo consideravel da atividade hormonal
frente & adicdo das novas moléculas (Figura 11).

Um dos principais trabalhos a respeito de moléculas com efeito
antagonista em receptores de ecdisteroides € de autoria de Dinan et al. (2001),
onde constam dados de uma triagem de varios compostos na linhagem celular
Bu, proveniente de D. melanogaster. Neste trabalho o autor identificou 36
moléculas que apresentaram efeito antagonista, sendo estas moléculas
alcaloides, brassinosteroides, cardenolides, bufadienolides, curcubitacins,
picracinas, flavonoides, lignanas, limonoides, fenilalcaloiodes, saponinase

vitasteroides, todos compostos secundarios extraidos de plantas.
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Figura 10- Inibicdo da atividade dos ecdisteroides Ponasterona-A e 20-Hidroxiecdisénio em
células SF9 frente a adicdo das novas moléculas. Em todos os tratamentos foi adicionado
100uM do horménio, sendo que para os tratamentos que ndo o controle, foi adicionado
100uM das respectivas moléculas antes da adicdo do horménio (~16 horas). O eixo Y
representa a porcentagem de atividade hormonal, sendo o 100% representa a média da
atividade maxima do horménio. Fonte: Pinto (2017).

Enquanto a atividade agonista € a consequéncia da interacdo entre
sitio de ligacdo do receptor de ecdisteroides e o seu ligante, o antagonismo
pode ser consequéncia da interacdo com outros sitios dentro do receptor, além
da possivel interacdo com outras proteinas na cascata de transativacao. Dinan
e Hormann (2005) levantaram as seguintes hipoteses para os mecanismos de

acao de moléculas antagonistas: (1) interferéncia na entrada do ecdisteroide na
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célula; (2) Interacdo com o sitio ativo do receptor, impedindo mudancas
conformacionais e o correto funcionamento das cascatas de indugao hormonal;
(3) Interferéncia na interacdo receptor de ecdisteroides/ultraespiraculo; (4)
bloqueio da ligacéo entre receptor e ligante e; (5) bloqueio da sintese proteica.

Alguns compostos esteroidais, como a castasterona, podem apresentar
afinidade muito maior a receptores de ecdisteroides de células de dipteros do
que de lepidopteros, uma vez que os sitios de ligacdo sdo semelhantes, ao
contrario do que ocorre em relacdo as dibenzoilhidrazinas (ZOTTI et al.,
2013a). Castasterona também é capaz causar o antagonismo ao horménio 20-
Hidroxiecdisénio em Phormia terranovae Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera:
Calliphoridae) (HETRU, et al., 1986).
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Figura 11- Inibicdo da atividade dos ecdisteroides Ponasterona-A e 20-Hidroxiecdisdnio em
células S2 frente a adicdo das novas moléculas. Em todos os tratamentos foi adicionado
100uM do horménio, sendo que para os tratamentos que néo o controle, foi adicionado 100uM
das respectivas moléculas antes da adigdo do hormdnio (~16 horas). O eixo Y representa a
porcentagem de atividade hormonal, sendo o 100% representa a média da atividade méxima
do horménio. Fonte: Pinto (2017).

Os oligostibebons sdo compostos fendlicos oligoméricos do resvatrol
com conhecida atividade antibidtica, e encontrados em Ciperaceas
(SOTHEESWARAN; PASUPATHY, 1993). Tais compostos sdo capazes de
competir pelo sitio ativo com Ponasterona-A e 20-Hidroxiecdisbnio, gerando
uma consideravel atividade antagonista em células de dipteros (MENG et al.,
2001). Isto demonstra que além de dibenzoilhidrazinas, existem outros
compostos nao esteroidais com capacidade de inibir a atividade de receptores
de ecdisteroides.

A muda e metamorfose dos insetos é controlada por quatro principais

fatores transcripcionais (Figura 12): Ultraespiraculo, receptor de ecdisteroides,


https://en.wikipedia.org/wiki/Andr%C3%A9_Jean_Baptiste_Robineau-Desvoidy
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coativadores e o ecdisdnio. Para que uma molécula seja ativa no receptor de
ecdisteroides, € necessario que a mesma, de alguma forma, interaja com os
aminoacidos de sitios de ligacdo, especialmente no sitio dos ecdisteroides. O
conhecimento estrutural de um receptor de ecdisteroides € de fundamental
importancia para o planejamento racional de inseticidas com base neste
receptor nuclear, uma vez que é possivel desenhar moléculas especificas para
um determinado sitio ativo.

O ultraespiraculo é uma proteina que faz parte da superfamilia de
receptores nucleares, cujas fungbes sdo mediar a resposta dos ecdisOnios
junto ao receptor de ecdisteroides, ligar-se aos elementos de resposta,
morfogénese ocular, fertilizacdo, morfogénese do cérion, desenvolvimento
toracico dos adultos, dentre outros (CAO et al.,, 2015; FOULK, et al., 2013).
Para o presente trabalho, a atividade do ultraespiraculo ndo é relevante, pois a
ligacdo do ecdisdnio se d& unicamente no receptor de ecdisteroides. Apesar

disso, € possivel realizar ensaios semelhantes, com ligantes desenhados para

interagir exclusivamente no ultraespiraculo.

Ultraespiraculo
Coativador
Receptor de ecdisteroides

Ecdisbnio

Figura 12. Design grafico representando o0s quatro principais fatores transcripcionais
responsaveis pela ecdise dos insetos. Azul- Ultraespiraculo; Amarelo- Coativador fosfolipidico;
Vermelho- Receptor de ecdisteroides; Verde- Ecdisdnio. Fonte: Pinto (2017).

O receptor de ecdisteroides também é uma proteina pertencente a
superfamilia dos receptores nucleares. Atualmente existem oito receptores de

ecdisteroides cujas estruturas foram desvendadas por difragdo de raio-X,
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conforme a Tabela 3 (PDB, 2016). Dentre as ordens que pertencem estas
estruturas estado Lepidoptera, Coleoptera, Hemiptera e Phthiraptera.

Com a andlise das estruturas tridimensionais dos receptores de
ecdisteroides disponiveis, pode-se observar que suas estruturas quaternarias
sao, no geral, muito semelhantes, sendo compostas por doze a-hélices e duas
B-folhas, exemplificados na Figura 13 com a estrutura de Hemiptera
complexada com Ponasterona-A (1Z5X) e de Lepidoptera complexada com
BY108346 (3IXP). Desta forma, € fundamental reconhecer que a estrutura
priméria das proteinas, principalmente no sitio de ligagcédo, e as cavidades que
os aminoé&cidos formam é o que define a especificidade de cada receptor por

diferentes ligantes.

Tabela 3. Estruturas tridimensionais receptores nucleares de insetos, reveladas por difracao
de raio-X disponiveis no PDB (http://www.rcsb.org/).

Receptor Cdédigo Espécie Ligante Autor

EcCR/USP! 40ZR B. ovis Metilenolactam® Ren et al. (2014)
EcCR/USP  40ZT  B. ovis PonA? Ren et al. (2014)
EcR/USP  3IXP H. virescens BY108346° Billas et al. (2003)
ECR/USP  2NXX  T. Castaneum PonA Iwema et al. (2007)
EcCR/USP  2R40 H. virescens 20H4 Browning et al. (2007)
EcR/USP 175X B. tabaci PonA Carmichael et al. (2005)
EcR/USP 1R1K H. virescens PonA Billas et al. (2003)
EcR/USP 1R20 H. virescens BY106830° Billas et al. (2003)

USP 1HG4  D. melanogaster  Acido fosfatidico® Clayton et al. (2001)

'Receptor de ecdisteroides/Ultraespiraculo  420-Hidroxiecdisonio
’PonasteronaA ®Dibenzoilhidrazina
®Dibenzoilhidrazina Coativador

O receptor de D. melanogaster ainda néo foi revelado pelo método de
difracdo de raio-X, o que dificulta o design de moléculas neste alvo. Mesmo
assim, existem ferramentas computacionais que podem elucidar a estrutura
quaternaria de proteinas com base no alinhamento da sequéncia de
aminoacidos em estrutura de receptores de outras espécies. Para a
modelagem do receptor de ecdisteroides de D. melanogaster no presente
estudo, foi utilizado o Swiss-Model (ou Modelo Suico), ferramenta a qual

consiste em um sistema automatizado para modelagem de estruturas
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tridimensionais de proteinas a partir de sequéncias de aminoacidos homologas
(BIASINI et al., 2014).

O receptor de ecdisteroides de D. melanogaster foi modelado com base
na homologia de aminoacidos do receptor de Bivicola ovis (Linaeus, 1758)
(Phthiraptera: Trichodectidae) (40ZT), o qual a apresentou o maior grau de
identidade (70%). Para o estudo do receptor de lepiddpteros, utilizou-se o
receptor de H. virescens, 0 qual consta na Tabela 3.

Figura 13. Diagrama dos receptores de ecdisteroides de Hemiptera (A- 1Z5X) complexado
com Ponasterona-A e Lepidoptera (B- 3IXP) complexado com uma Dibenzoilhidrazina. A
figura ilustra a estrutura similar de receptores de ecdisteroides de distintas ordens de
Insecta. As doze diferentes a-hélices estéo ilustradas com diferentes cores e enumeradas de
H1-H12. Cada receptor também apresenta duas B-folhas, enumeradas de 1-B2. As letras N
e C representam o terminal-C e terminal-N, respectivamente. Fonte: Pinto (2017).

A andlise estrutural do sitio de ligacdo dos ecdisteroides dentro do
receptor mostra uma ligacédo por parte da cadeia alifatica do ecdisénio em um
largo lobo localizado na extremidade superior do sitio, similarmente observavel
tanto no receptor de Diptera como de Lepidoptera (Figura 14). Mesmo assim,
ao compararmos estruturalmente os receptores de ecdisteroides de Diptera e
Lepidoptera, é possivel observar que nos lepidopteros ha uma segunda
cavidade na regido superior o sitio, ausente no receptor de dipteros. Esta

segunda cavidade forma uma espécie de segundo sitio de ligacdo. De acordo
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com Soin et al. (2010a), € nesta segunda cavidade em que o anel B das
dibenzoilhidrazinas se liga, fazendo com que estas moléculas sejam ativas
apenas em lepidopteros.

A forma com que Ponasterona-A e 20-Hidroxiecdis6nio se ligam nos
receptores é anéloga, sendo que 20-Hidroxiecdis6nio forma mais pontes de
hidrogénio do que a Ponasterona-A, tanto em Lepidoptera como em Diptera
(Figura 15). Mesmo isto sugerindo uma atividade maior, estas pontes de
hidrogénio adicionais em 20-Hidroxiecdisbnio sdo neutralizadas por uma maior
desolvacgéo dentro do sitio (BROWNING et al., 2007). Observando os modelos
gerados virtualmente € possivel constatar que o mesmo padrdo de ligacbes
que ocorrem em Lepidoptera, ocorre em Diptera, ou seja, 20-Hidroxiecdisonio
forma mais pontes de hidrogénio do que Ponasterona-A. Provavelmente ocorra
maior desolvacdo em Diptera também, uma vez que conforme dados obtidos
neste trabalho, Ponasterona-A apresentou uma ECso dez vezes superior ao 20-

Hidroxiecdisdnio, semelhante ao observado em Lepidoptera (Figura 8).

Figura 14. Cavidade de ligacdo dos ecdisteroides dentro do receptor. Na imagem
Ponasterona-A estd ancorada no receptor de ecdisteroides de Lepidoptera (A) e Diptera (B).
Os dois lobos localizados na porgéo superior da cavidade estdo indicados por um sol (lado
esquerdo) e por uma estrela (lado direito). No receptor de Lepidoptera (A) é possivel
observar o lobo esquerdo saliente, sitio o qual ligam-se as dibenzoilhidrazinas. Autor: Pinto
(2017).

Uma vez que a diferenca na atividade agonista entre compostos

esteroidais e ndo esteroidais € atribuida aos diferentes locais de ligacdo no
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mesmo sitio, a primeira evidéncia estrutural foi obtida por estudos comparativos
baseados na cristalografia molecular dos complexos de receptores de
ecdisteroides (BILLAS et al., 2003). A comparacdo dos sitios de ligacdo do
receptor de ecdisteroides revela uma diferenca consideravel no local de
ancoragem de tebufenozida e Ponasterona-A, em que ocorre apenas uma
sobreposicado parcial dos sitios. No presente estudo, as moléculas foram
ancorados virtualmente em um receptor sem ligante e sobrepostos nas
mesmas coordenadas, o que se observou foi a sobreposicao dos sitios (Figura
16), corroborando com os dados descritos por Billas et al. (2003) e Harada et
al. (2011).
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Figura 15. Pontes de hidrogénio formadas pelos compostos esteroidais 20-Hidroxiecdisénio e
Ponasterona-A no receptor de ecdisteroides de Lepidoptera (A) e Diptera (B). As linhas
tracejadas em verde representam as pontes de hidrogénio enquanto que os aminoacidos da
cavidade de ligagdo em que o esteroide se liga estdo rotulados com sua sigla e humeracao
ordinal conforme o receptor. Autor: Pinto (2017).
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POde-se constatar que a sobreposicdo ocorre nos locais onde se
ancoram a cadeia alifatica do ecdisteroide e o anel A da tebufenozida. Em
contraste ao receptor de Lepidoptera, o receptor de Diptera carece do segundo
lobo no sitio de ligacdo. Desta forma, ndo ha um espaco para que as
dibenzoilhidrazinas de liguem com forgca suficiente em receptores de
ecdisteroides de Diptera. Além deste segundo lobo de ligacdo, o receptor de
ecdisteroides de Lepidoptera apresenta maior flexibilidade, facilitando a

interacdo com ligantes (BILLAS et al., 2003).

Figura 16. Sobreposicdo dos sitios de ligacdo de dibenzoilhidrazinas e ecdisteroides em
receptor de ecdisteroides de Lepidoptera. Na figura A uma visdo macro do receptor de
ecdisteroides com as duas moléculas complexadas. Na figura B uma visdo detalhada da
sobreposicdo dos sitios de ligacdo. A area circulada em vermelho corresponde ao local exato
onde ocorre a sobreposicao dos sitios de ligacdo do anel A dibenzoilhidrazinas e da cadeia
alifatica ecdisteroides. Fonte: Pinto (2017).

Mesmo necessitando de uma alta concentracdo para obtencdo de um
resultado significante, conforme os dados encontrados neste trabalho, a
tebufenozida foi capaz de acionar o receptor de ecdisteroides em células S2
em aproximadamente 80% do observado nos horménios (Tabela 2). Com os
modelos 2D e 3D gerados, foi elucidada a possivel forma com que a
tebufenozida de liga ao receptor de ecdisteroides de Diptera, sobreposta a

Ponasterona-A para comparacdo (Figura 17). Existem vérias ligacdes
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hidrofébicas que ocorrem durante a ancoragem da molécula em um receptor,
apesar disso, a atividade de uma molécula esta diretamente relacionada as
pontes de hidrogénio formadas, ressaltando os casos em que ocorre
desolvacdo, como ocorre em 20-Hidroxiecdisénio. Foi observada a formacéo
de apenas uma ponte de hidrogénio entre a tebufenozida e o aminoéacido
THR33 do receptor de ecdisteroide de D. melanogaster. Para um melhor
entendimento das interacdes entre dibenzoilhidrazinas e receptores de
ecdisteroides de dipteros, seria muito interessante a revelacdo da estrutura
cristalina do complexo receptor de ecdisteroides/ultraespiraculo complexada a
um analogo de dibenzoilhidrazina, por difragao de raio-X.
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Figura 17. Interface grafica da possivel interacdo entre a tebufenozida e o receptor de
ecdisteroides de Drosophila melanogaster. Esta ilustrado o resultado da simulacédo da forma
com que a tebufenozida se liga no receptor de ecdisteroides de Diptera. Foi realizada a
sobreposigdo de tebufenozida e Ponasterona-A. Ressalta-se que ndo ha a cavidade extra,
como ocorre em lepiddpteros. Na figura da direita estao as ligacdes hidrofilicas e hidrofébicas
que ocorrem entre tebufenozida e o receptor de ecdisteroides de Diptera. Autor: Pinto (2017).

Com base nos resultados obtidos nos bioensaios de agonismo e
antagonismo, foram realizadas simulacdes virtuais das interacbes das novas
moléculas no receptor de ecdisteroides de Lepidoptera, uma vez que apenas
nesta ordem foi observada atividade. As simulacdes foram realizadas na

cavidade de ligacdo das dibenzoilhidrazinas com as moléculas 2, 3 e 10,
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comparando com um receptor complexado com 20-Hidroxiecdisonio, e com as
moléculas 3 e 11, comparando a um receptor complexado com Ponasterona-A
(Figura 18).

TYR122

. AA’srelacionados a 20-Hidroxiecdisonio

. AA's relacionados & Ponasterona-A

Pi-Sulfur
Pi-Alkyl

w = = = = = Ponte de Hidrogénio

Figura 18. Interferéncia das interagBes entre os aminoacidos (AA’s) do receptor de
ecdisteroides de Lepidoptera e os respectivos ecdisteroides, mediadas pelas novas moléculas
antagonistas. Os aminoacidos destacados em verde interagem tanto com as respectivas
novas moléculas e o 20-Hidroxiecdisbnio. Ja os aminoacidos destacados em vermelho
compartilham de interagcdo com as novas moléculas e Ponasterona-A. Autor: Pinto (2017).

Dentre as simulacdes computacionais realizadas, as moléculas 10 e 11
ndo ancoraram adequadamente ao sitio de ligacdo determinado, o que indica
gue provavelmente estas moléculas estdo interagindo em outras regiées do
receptor. JA& as moléculas 2 e 3 se ancoraram de forma satisfatoria para
inferéncias. A principal hipotese levantada, neste caso, € que uma vez que a
molécula se liga a um determinado aminoacido, o ecdisteroide n&do sera capaz
de se ligar ao mesmo local neste aminoacido, conformando assim o efeito
antagonista. Pode-se observar na Figura 18 que as moléculas 2 e 3 ligaram-se
ao aminoacido TYR122, eliminando assim, uma importante ponte de hidrogénio
entre um aceptor da cadeia alifatica do ecdisteroide e o receptor. As moléculas

2 e 3 ligaram-se ao aminoacido ASN218, impedindo a formacdo de pontes de
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hidrogénio com 20-Hidroxiecdisbnio. A Ponasterona-A forma uma ligacdo
hidrofébica com o aminoacido MET94, mas pode-se observar que a molécula 3
formou uma ponte Pi-Sulfur com tal aminoéacido. E notavel que em todos os
casos em que houve antagonismo, houveram liga¢cdes Pi-Sulfur, sendo este um
indicio de que tal ligagdo pode inibir a acdo dos ecdisteroides, impedindo que
0s mesmos se liguem adequadamente ao sitio de ligagao.

Além do entendimento das interacdes entre ligantes e receptores, as
ferramentas computacionais permitem uma triagem massiva de compostos
quimicos in silico. Harada et al. (2011), fazendo uso das caracteristica fisico-
qguimicas de Ponasterona-A, fizeram uma triagem em um banco de dados de
2,1 milhdes de moléculas. Destas milhdes de moléculas, com base em
parametros pré-estabelecidos, os autores selecionaram 24 para a sintetizacao,
sendo que apenas trés apresentaram atividade antagonista a incorporacdo de
hidrogénio em receptores de ecdisteroides de células de Lepidoptera e
Coleoptera.

Com um enfoque diferente, Deng et al. (2016) substituiram virtualmente
radicais de moléculas de dibenzoilhidrazinas e com base nos resultados
obtidos nas simulagfes, sintetizaram 38 moléculas, das quais apenas uma
apresentou atividade semelhante ao tebufenozida em Mythimna Separata
Walker, 1865 (Lepidoptera: Noctuidae). E importante ressaltar que podem
haver grandes diferencas de respostas em ensaios de atividade inseticida in
silico (virtual), in situ (nivel celular) e in vivo (organismo inteiro), uma vez que
organismos inteiros tém maior dificuldade de absorver as moléculas e possuem
maior capacidade de detoxificar compostos quimicos do que apenas células
(SWEVERS; SMAGGHE, 2016).

O presente trabalho reportou o estabelecimento com sucesso de um
sistema triagem com base na transfeccdo de células S2 e SF9 (Diptera e
Lepidoptera, respectivamente) e ativacao dos receptores de ecdisteroides para
a descoberta de agonistas ou antagonistas a ecdisteroides, o que possibilitara
futuramente a investigagdo de diversas moléculas nestes e em outros
receptores nucleares de insetos. Além disso, comparou-se a atividade de
diferentes ecdisteroides e de uma dibenzoilhidrazina comercial em ambas as
linhagens celulares, onde foram observados padrées que podem ser

explicados com a andlise estrutural das interacdes receptor/ligante. A partir de
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tal andlise estrutural, compostos poderdo ser desenhados e testados
sucessivamente, buscando-se sempre um composto que seja passivel de ser
aplicado na agricultura. Com as ferramentas computacionais, foi investigado a
forma como ocorrem as interacdes entre os receptores de ecdisteroides e o0s
compostos esteroidais e néo esteroidais.

Em adicdo, analisou-se virtualmente as interacbes que podem ter
causado efeito antagonista das novas moléculas em células de Lepidoptera,
onde foi detalhado como ocorrem as interacfes agonistas e antagonistas.
Todos os enfoques deste trabalharam visaram o aperfeicoamento do design
racional de inseticidas com base na ativagao dos receptores de ecdisteroides.
E importante ressaltar que esta pesquisa n&o visa descobrir moléculas para
aumentar a utilizacdo de produtos quimicos para o controle de artrépodes
praga na agricultura, mas sim, buscar alternativas viaveis para diversificar,
cada vez mais, as opg¢Oes para implantagdo em um Manejo Integrado de

Pragas sustentavel, eficiente e ecologicamente aceitavel.
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5. Conclusoes

O sistema de triagem em células é eficaz para testar uma quantidade
massiva de compostos esteroidais e ndo esteroidais.

Ponasterona-A é mais ativa do que 20-Hidroxiecdisbnio, mas os padroes
de atividade s&o similares nas duas linhagens celulares utilizadas.

Tebufenozida foi mais ativo do que 20-Hidroxiecdisbnio em linhagem de

Lepidoptera.
As moléculas 2,3-bis(p-tolylthio)-1H-indolo, 2,3-bis((4-
methoxyphenyl)thio)-1H-indolo, Copper(ll) 1,2-bis(2-

hydroxybenzoamido)ethane e Nickel(ll) 1,2-bis(2-hydroxybenzoamido)ethane
sdo antagonistas ao hormonio 20-Hidroxiecdisbnio em Lepidoptera.
As interacOes observadas servirdo como base para o design racional de

novas moléculas inseticidas.
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