UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
Programa de Pés-Graduacgédo em Fitossanidade

Dissertacao

Biotecnologia celular aplicada na triagem de compostos naturais e sintéticos
com foco na ativacdo do receptor de ecdisteroides

Juliana Wegner

Pelotas, 2023



Juliana Wegner

Biotecnologia celular aplicada na triagem de compostos naturais e sintéticos
com foco na ativacdo do receptor de ecdisterdides

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Fitossanidade da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel da Universidade
Federal de Pelotas, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias (area
de concentragdo: Entomologia).

Orientador: Prof. Dr. Moisés Joédo Zotti

Pelotas, 2023



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao da Publicacao

W412b Wegner, Juliana

Biotecnologia celular aplicada na triagem de compostos
naturais esintéticos com foco na ativacao do receptor de
ecdisteroides [recurso eletronico] / Juliana Wegner ; Moisés
Joao Zotti, orientador. — Pelotas,2023.

90 f. :il.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de P6s-Graduacao em
Fitossanidade, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
UniversidadeFederal de Pelotas, 2023.

1. Drosophila melanogaster. 2. Ecdisterdides. 3. Extratos
vegetais. 4.Reguladores de crescimento. 5. Tebufenozida. I.
Zotti, Moisés Joao, orient. Il. Titulo.

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842




Juliana Wegner

Biotecnologia celular aplicada na triagem de compostos naturais e sintéticos com
foco na ativacao do receptor de ecdisterdides

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduacdo em Fitossanidade da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel da Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias (area de concentracao:
Entomologia).

Data da Defesa: 15/12/2023

Banca examinadora:

Prof. Dr. Moises Joao Zotti
Departamento, de Fitossanidade, FAEM/UFPel (Orientador)
Doutor em Applied Biological Science pela Ghent University, UGENT, Bélgica

Prof. Dr. Dori Edson Nava

Pesquisador da Embrapa Clima Temperado e professor permanente no curso
de Po6s-graduacédo em Fitossanidade e Entomologia da Universidade Federal
de Pelotas.

Doutor em Entomologia pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,

Universidade de Sao Paulo (Esalg/USP).

Prof. Dr. Daniel Bernardi

Departamento de Fitossanidade, FAEM/UFPel

Doutor em Entomologia pela Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Universidade de S&o Paulo (Esalg/USP).

Dr. Ciro Pedro Guidotti Pinto
Doutor em Agronomia pela Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
(UNESP)



Agradecimentos

Primeiramente a Deus pela Sua graca e misericordia. Por prover tudo que eu
precisava durante a minha caminhada: maturidade, disciplina, resiliéncia, paciéncia,
serenidade;

Ao Bruno, meu amado esposo que representa minha seguranca em todos os
aspectos, por seu amor incondicional, seus sorrisos, seus conselhos, e incentivo. Por
ser minha calmaria em meio a tempestade. Obrigada por me manter motivada durante
todo o processo; sem vocé, essa etapa nao teria sido concluida;

Aos meus pais, Gilmar e Denise, meus irmaos Karina e Guinter, e meu cunhado
Itair, pela confianca no meu progresso, pelo amor e apoio emocional. Obrigada por
serem a minha referéncia e estarem sempre presentes na minha vida de uma forma
indispensavel, mesmo que distantes tantos quilémetros;

A minha sogra Margarete, pela companhia constante e tdo querida, além de
todo incessante incentivo, apoio e atencéo;

A minha enteada Maria Eduarda, pela sua alegria e leveza em todos momentos
gue estamos juntas;

A minha familia, estendida principalmente ao meu tio Ricardo, tia Margarete,
prima Nathalia, e vé Dag, por todos momentos de descontracdo e apoio em minha
trajetoria,

Ao meu orientador Prof. Dr. Moisés Jodo Zotti (UFPel- PPGFs), que apesar da
intensa rotina, aceitou me orientar e confiou a mim esse trabalho. Agradeco por sua
paciéncia, incentivo e valiosas contribuicbes, que foram essenciais para o
desenvolvimento deste trabalho;

Aos amigos Daniel Quiroga, Vanessa, Caroline, Jissela, Jonathan e Rafael, do
PPGFs, pelas trocas de ideias, risadas, desesperos e ajuda mutua. Juntos

conseguimos avancar e ultrapassar muitos obstaculos;



Aos integrantes do Laboratorio de Manejo Integrado de Pragas (LabMIP-UFPel)
pela assisténcia e convivéncia nesse periodo, em especial a Dra. Mariane D’Avila
Rosenthal pelo acolhimento, apoio técnico e amizade dispensados;

Ao professor César Valmor Rombaldi, pela atencédo a mim ofertada, que foram
essenciais para que este trabalho fosse concluido satisfatoriamente;

Aos professores Leandro Dallagnol, Jerénimo Araujo, Céandida Jacobsen,
Marco Marinho, Alvaro Guerra e Nathan Vanier, pelo apoio técnico prestado durante
o desenvolvimento do projeto;

Ao professor Jodo Iganci e ao Emanuel, pelo auxilio, especialmente na
identificacdo das plantas utilizadas nesta pesquisa;

Ao professor Geferson Fischer, pelo acolhimento e pelas davidas sanadas;

Ao Laboratério de Bioquimica Vegetal, especialmente ao Eduardo, por sua
dedicacéao e disposicdo em colaborar conosco ao longo do projeto;

Ao Laboratério de Interacdo Planta-Patdégeno, especialmente a Sabrina e a
Emanuele, que cederam muitas vezes 0S equipamentos, seu tempo e sua
disponibilidade para efetuar meu trabalho de pesquisa;

Aos demais colegas e amigos que nao citei aqui, pois sdo muitos, que
compartilharam dos inUmeros desafios que enfrentamos, sempre com 0 espirito
colaborativo;

A Universidade Federal de Pelotas (UFPel), instituicdo a qual tem sido minha
casa pelos ultimos anos;

Ao Programa de Pds-Graduacao em Fitossanidade (PPGFs) pela oportunidade
proporcionada a mim;

A banca avaliadora, que prontamente e com entusiasmo aceitaram fazer parte
desse momento tdo importante em minha vida;

A CAPES pelo financiamento;

A todo o corpo docente da UFPel;

Muito obrigado!



A ciéncia se compde de tropecos que,
por suavez, Sdo 0s passos até a verdade.

Julio Verne



Resumo

WEGNER, Juliana. Biotecnologia celular aplicada na triagem de compostos
naturais e sintéticos com foco na ativacdo do receptor de ecdisterdides. 2023.
90f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de Poés-Graduacdo em
Fitossanidade, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2023.

O receptor de ecdisteréides desempenha um papel crucial no processo de muda e no
desenvolvimento dos insetos, tornando-o um alvo estratégico para intervencdo no
controle de pragas. A busca por novos ingredientes ativos com propriedades
inseticidas envolve varias estratégias, que vao desde a triagem in silico de moléculas,
até a busca de compostos provenientes de fontes naturais. Diante disso, explorou-se
duas abordagens cujo alvo foi o receptor de ecdisterdides: extratos de samambaias e
moléculas analogas a tebufenozida. A primeira abordagem investigou os efeitos de
cinco extratos de samambaias em células embrionarias de Drosophila melanogaster
(S2), analisando citotoxicidade e agdo agonista e antagonista no receptor de
ecdisterdides. Extratos de Blechnum occidentale L. mostraram 76% de luminescéncia
no ensaio agonista, e Blechnum occidentale L. e Christella sp. inibiram quase
totalmente a luminescéncia no ensaio antagonista. Com base nos resultados obtidos,
pode-se concluir que os extratos de samambaias apresentam potencial para serem
utilizados no controle de moscas-das-frutas, uma vez que foram capazes de atuar no
receptor de ecdisterdides de Drosophila melanogaster. A outra abordagem consistiu
em testes in vitro que foram conduzidos com trés moléculas analogas a tebufenozida,
avaliando citotoxicidade, transfeccdo celular com o plasmideo B.act.ere.luc., e
mensuradas as atividades agonistas e antagonistas no receptor de ecdisteréides em
células embrionéarias de Drosophila melanogaster (S2). Para a modelagem estrutural,
utilizaram-se estruturas de proteinas previamente caracterizadas de insetos como
referéncia a fim de construir um modelo homélogo do receptor em Drosophila
melanogaster. A analise in silico e docking molecular foram realizadas para avaliar a
interacdo das moléculas analogas a tebufenozida com o receptor modelado. Os
resultados obtidos sugerem que as variacfes observadas nas atividades agonistas e
antagonistas nao sao estatisticamente significativas ao nivel de significancia 5% e ndo
apresentam potencial para atuar no receptor de ecdisteréides de dipteros. Ambos os
caminhos destacam a necessidade de uma pesquisa continua e abrangente para
enfrentar os desafios crescentes associados a resisténcia de insetos e ao
desenvolvimento de inseticidas mais eficazes e seletivos.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster, Ecdisteréides; Extratos vegetais;
Reguladores de crescimento; Tebufenozida.



Abstract

WEGNER, Juliana. Cellular biotechnology applied to the screening of natural and
synthetic compounds with a focus on the activation of the ecdysteroid receptor.
2023. 90p. Master's Thesis in Sciences - Graduate Program in Crop Protection, Eliseu
Maciel Faculty of Agronomy, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

The ecdysteroid receptor plays a crucial role in the molting process and insect
development, making it a strategic target for pest control intervention. The search for
new active ingredients with insecticidal properties involves various strategies, ranging
from in silico screening of molecules to the exploration of compounds from natural
sources. Two approaches targeting the ecdysteroid receptor were explored: fern
extracts and tebufenozida analog molecules. The research investigated the effects of
five fern extracts on Drosophila melanogaster (S2) embryonic cells, analyzing
cytotoxicity and agonist and antagonist actions on the ecdysteroid receptor. Blechnum
occidentale L. extracts showed 76% Iluminescence in the agonist assay, while
Blechnum occidentale L. and Christella sp. inhibited luminescence almost entirely in
the antagonist assay. Based on the results, fern extracts show potential for fruit fly
control by acting on the ecdysteroid receptor in Drosophila melanogaster. The other
approach involved in vitro tests with three tebufenozide analog molecules, evaluating
cytotoxicity, cell transfection with the B.act.ere.luc. plasmid, and measuring agonist
and antagonist activities on the ecdysteroid receptor in Drosophila melanogaster (S2)
embryonic cells. For structural modeling, previously characterized insect protein
structures were used as a reference to build a homologous model of the receptor in
Drosophila melanogaster. In silico analysis and molecular docking were performed to
assess the interaction of tebufenozide analog molecules with the modeled receptor.
The results suggest that the observed variations in agonist and antagonist activities
are not statistically significant at the 5% significance level and do not have the potential
to act on dipteran ecdysteroid receptors. Both approaches emphasize the need for
continuous and comprehensive research to address the growing challenges
associated with insect resistance and the development of more effective and selective
insecticides.

Keywords: Drosophila melanogaster; Ecdysteroids; Growth regulators; Plant
extracts; Tebufenozide.
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Introducéo geral

Devido ao consumo de alimentos aumentando, com a limitacdo de areas
adequadas para a producao agricola (DASZKIEWICZ, 2022), e com o desafio de
gerar alimento com qualidade para abastecer a demanda, a agricultura deve
aumentar de forma sustentavel a producédo utilizando menos areas, fazendo uso
eficiente dos recursos naturais e com o menor impacto no meio ambiente (GILLER
et al., 2021).

Esforcos intensivos tém sido feitos para descobrir novos agentes de controle
de pragas e aintegracdo desses materiais € importante para a agricultura (SPARKS
& BRYANT, 2022), e o uso de novos agentes de controle pode minimizar a polui¢cao
por agrotoxicos e melhorar a produtividade das culturas nos campos (NISHIMOTO,
2019).

A pesquisa e desenvolvimento de novos ingredientes ativos que possam ter
acao inseticida abrangem diversas abordagens, desde a triagem de moléculas
sintéticas até a busca por ingredientes ativos provenientes de fontes naturais
(LORSBACH et al., 2019; SPARKS & BRYANT, 2022). Essas duas vertentes
representam estratégias distintas, mas complementares, na busca por solucdes

eficazes para o controle de pragas.

Na triagem de novas moléculas sintéticas, busca-se a descoberta de
moléculas seletivas e que possam atuar especificamente em uma regido-alvo, entre
elas o receptor de ecdisterdides. Este receptor desempenha um papel crucial no
processo de muda e no desenvolvimento dos insetos, tornando-o um alvo
estratégico para intervencao no controle de pragas (LIN et al., 2023). A abordagem
sintética oferece a vantagem da precisdo na concepgdo molecular, permitindo
ajustes especificos para otimizar a eficacia e minimizar os efeitos colaterais em
organismos néo-alvo (ARAUJO et al., 2023).

Neste contexto, surgem os inseticidas que agem no sistema endocrino, entre
eles os reguladores de crescimento de insetos (IGRs), os quais tém sido
empregados em aplicagfes fitossanitarias em uma grande quantidade de insetos-
praga (STANLEY & PREETHA, 2016). Varios compostos comerciais, como
tebufenozida, metoxifenozida, cromafenozida e halofenozida, sdo classificados

como diacilhidrazinas, afetam a complexa rota metabdlica do receptor de ecdisona,
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levando a muda letal precoce, porém, possuem alta seletividade inseticida,

estrutura simples e baixa toxicidade para vertebrados (SUN & ZHOU, 2015).

Por outro lado, a busca de inseticidas baseados em ingredientes ativos
provenientes de produtos naturais pode refletir uma abordagem mais sustentavel.
Os inseticidas a base de produtos naturais tém sido uma area-chave de interesse
na descoberta de novos ingredientes ativos para prote¢cédo de culturas, devido as
suas propriedades inseticidas naturais (SPARKS & BRYANT, 2022).

Muitas plantas e organismos produzem metabdlitos secundarios que afetam
diretamente a funcdo hormonal dos insetos, entre eles a ecdise (THIEM et al.,
2017). Assim, busca-se explorar essas fontes para isolar e identificar substancias
ativas que possam ser utilizadas no desenvolvimento de inseticidas mais seguros

para 0 meio ambiente e para organismos nao-alvo (MISHRA et al., 2020).

A convergéncia dessas duas abordagens, design sintético e busca de
ingredientes ativos naturais, para a mesma regido-alvo, representa uma sintese
integrada para o desenvolvimento de solucdes eficazes e sustentaveis no controle
de pragas. Ao combinar a inovagdo da quimica sintética com a produtos naturais,
busca-se pesticidas eficazes, seletivos e, que minimizem os impactos adversos no
meio ambiente (KIYOTA, 2020). Essa abordagem integrada, focada no receptor de
ecdisterdides, ndo apenas oferece potenciais avancos na eficacia dos inseticidas,
mas também destaca a importancia de considerar a biologia dos insetos como um

ponto central nas estratégias de controle de pragas.

Ao desenvolver novos compostos inseticidas € necessario que ocorra a
avaliacao de biosseguranca e testes de toxicidade, sendo um processo que inclui
vérias etapas, desde testes in silico, in vitro, in vivo e até, finalmente, a ensaios
clinicos de campo, tendo um aumento crescente e significativo em pesquisas in
silico e in vitro (CLIFT & DOAK, 2021).

Os estudos in silico séo realizados virtualmente, via simulacdo
computacional. Neste, com a constru¢cdo de um algoritmo, é possivel prever como
os farmacos podem interagir com um receptor (SUMMERFIELD & DONG, 2020).
Estudos in vitro sdo considerados métodos alternativos de teste para (1) reduzir o

uso de animais em estudos de toxicologia, (2) refinar as estimativas de toxicidade
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e (3) substituir estudos in vivo — denominados 3 R’s de testes alternativos

(reduction, replacement, refinement) (QUINN, 2014).

Os estudos in vitro tem demonstrado através de diversas evidéncias, que
podem oferecer dados rapidos, relativamente precisos e relevantes, e ainda, que
0s sistemas de modelagem estéao surgindo como uma grande ajuda para decifrar e
prever os fendmenos fisioldgicos e bioldgicos. Essas metodologias de modelagem
sédo ricas e variadas, que além de conterem ferramentas de predic¢éo in vitro e in

vivo, envolvem técnicas tedricas ou in silico (DANCHIN, 2022).

Neste contexto, 0 objetivo desta pesquisa foi investigar a atividade de cinco
extratos de espécies de samambaias e de trés moléculas anélogas a tebufenozida
no receptor de ecdisterdides de Drosophila melanogaster, utilizando parametros
bioldgicos e de toxicidade a fim de verificar se 0s compostos conseguem, a nivel
bioguimico, percorrer o trajeto até o sitio de acdo do receptor de ecdisterbides, com
acao efetiva, seja ela antagonista ou agonista.
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Artigo 1

Acéo de extratos de samambaias em células embrionérias de Drosophila

melanogaster: Citotoxicidade e atividade no receptor de ecdisteroides

*Artigo redigido nas normas da revista “Phytochemistry Reviews - Fundamentals

and Perspectives of Natural Products Research” (versdao em portugués)
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RESUMO

A resisténcia a pesticidas sintéticos é uma preocupacao crescente, levando a busca
por inseticidas naturais, e, nesse contexto, os fitoecdisteroides surgem como
alternativas promissoras. O objetivo desta pesquisa consistiu em investigar os
efeitos de extratos vegetais de samambaias em células embrionarias de Drosophila
melanogaster, e analisar respostas celulares como citotoxicidade e acdo no
receptor de ecdisterdides. Os extratos foram obtidos de folhas de Christella sp.,
Serpocaulon sp., Nephrolepis cordifolia, Blechnum occidentale L. e Pteridium
aquilinum. Os ensaios consistiram na transfeccdo de células embriondrias de
linhagem S2 (Drosophila melanogaster) com o plasmideo B.act.ere.luc. Foi
avaliada a atividade do horménio 20-hidroxiecdisdnio e de cinco extratos vegetais,
citotoxicidade, efeito agonista e efeito antagonista. No ensaio agonista, o extrato de
Blechnum occidentale L. produziu aproximadamente 76% da luminescéncia em
comparacao ao controle positivo. Os demais extratos testados ndo apresentaram
efeito significativo comparado ao controle positivo. No ensaio antagonista, 0s
extratos de Blechnum occidentale L. e Christella sp. inibiram a luminescéncia do
receptor nuclear quase em sua totalidade (99,93% e 99,94%, respectivamente),
Pteridium aquilinum inibiu em 85,77%, Nephrolepis cordifolia L. inibiu 79,6% e
Serpocaulon sp. inibiu 56,94%, em comparacao ao controle positivo. Com base nos
resultados obtidos, pode-se concluir que os extratos de samambaias apresentam
potencial para serem utilizados no controle de moscas-das-frutas, uma vez que

foram capazes de atuar no receptor de ecdisteréides de Drosophila melanogaster.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster; extratos vegetais; linhagem celular;

receptor de ecdisterdides; samambaias.
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ABSTRACT

Increasing resistance to synthetic pesticides has led to the search for natural
insecticides, and in this context, phytoecdysteroids emerge as promising
alternatives. The objective of this research was to investigate the effects of fern
plant extracts on Drosophila melanogaster embryonic cells, analyzing cellular
responses such as cytotoxicity and action on the ecdysteroid receptor. Extracts
were obtained from the leaves of Christella sp., Serpocaulon sp., Nephrolepis
cordifolia, Blechnum occidentale L., and Pteridium aquilinum. The assays
involved transfecting S2 (Drosophila melanogaster) embryonic cells with the
B.act.ere.luc plasmid. The activity of the 20-hydroxyecdysone hormone and five
plant extracts, cytotoxicity, agonist effect, and antagonist effect were evaluated.
In the agonist assay, the Blechnum occidentale L. extract produced
approximately 76% of luminescence compared to the positive control. The other
tested extracts did not show a significant effect compared to the positive control.
In the antagonist assay, the Blechnum occidentale L. and Christella sp. extracts
inhibited nuclear receptor luminescence almost entirely (99.93% and 99.94%,
respectively), Pteridium aquilinum inhibited by 85.77%, Nephrolepis cordifolia L.
inhibited by 79.6%, and Serpocaulon sp. inhibited by 56.94%, compared to the
positive control. Based on the results, it can be concluded that fern extracts have
the potential to be used in fruit fly control, as they were able to act on the
ecdysteroid receptor of Drosophila melanogaster.

Keywords: Drosophila melanogaster; plant extracts; cell line; ecdysteroid

receptor; ferns.
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Introducéo

Pragas e patdégenos representam uma ameaca para todos os elementos da
seguranca alimentar, afetando desde a etapa de producéo até a distribuicéo,
enquanto também impactam a qualidade e o valor nutricional dos alimentos
(Savary et al., 2019).Desde 2014, no sul e sudeste do Brasil, a ocorréncia de
Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae) aumentou em frutos de casca fina,
como morangos, mirtilos (Vaccinium muyrtillus), cerejas (Prunus sp.), amoras
(Morus sp.) e framboesas (Rubus idaeus) (Andreazza et al., 2017; Bernardi et
al., 2017).

O dano pode ocorrer em diferentes partes dos vegetais ocasionando queda
de valor comercial, de producao e até morte das plantas. Cerca de 100 espécies
de moscas frugivoras sdo consideradas pragas fitdfagas, uma vez que suas
larvas atacam a polpa e/ou as sementes de frutos cultivados e culturas de
relevancia na agricultura. (Virgilio et al., 2014).

Embora certos pesticidas ainda demonstrem eficacia no manejo dessas
pragas, a preocupacdo com o desenvolvimento de resisténcia é uma constante.
(Andreazza et al., 2016), sendo que Drosophila suzukii ja apresenta resisténcia
a alguns produtos quimicos (Mota-Sanchez e Wise 2023).

Sabe-se que as plantas produzem uma enorme variedade de produtos
naturais com estruturas quimicas altamente diversas (Valli et al., 2018). A funcéo
original atribuida aos fitoecdisteroides era contribuir para a dissuasao de insetos
predadores (Speed et al.,, 2015). Neste contexto, a evolugcdo das defesas
guimicas nas plantas provavelmente esta ligada ao surgimento de metabdlitos
secundarios, que sao frequentemente produzidos como subprodutos durante a

sintese de produtos metabdlicos primarios (De Geyter 2012). Contudo, o0s

24



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

extratos podem ter diferengcas em suas respostas toxicas, devido a diferenca de
concentragdo, bem como a diversidade dos metabdlitos secundarios presentes
nos extratos (Das et al., 2021).

Os metabdlitos secundarios, compostos quimicos produzidos pelas
plantas, ndo desempenham um papel direto no crescimento ou reproducao, mas
frequentemente tém propriedades bioativas que podem ser de interesse
agronémico, biotecnoldgico e industrial (Bajguz et al., 2015). Geralmente, a
maioria dos artigos cientificos sugere que o efeito sinérgico € melhor do que o
efeito de um Unico composto sozinho. Como a resisténcia a meios sintéticos de
controle aumenta, a busca por novos agentes e métodos de controle é
fundamental para a protecao futura de cultivos.

Os primeiros ecdisteréides de origem vegetal foram descobertos em uma
conifera Podocarpus nakaii Hayata em 1968 e denominaram-se ponasteronas
A, B e C (Hoffmeister et al., 1968). Outros ecdisterdides, especialmente 20-
hidroxiecdisona, foram encontrados em outras plantas do género Podocarpus,
em samambaias do género Polypodium, em espécies do género Achyranthes
(Amaranthaceae) e plantas do género Artemisia, pertencente a familia
Asteraceae (Lafont et al., 2021).

Segundo Arif et al. (2022), os ecdisterdides ou compostos relacionados
estdo presentes em angiospermas, gimnospermas, algas, fungos, organismos
aquaticos e alguns artropodes e invertebrados, e cerca de 500 fitoecdisterdides
diferentes sdo encontrados em mais de 100 plantas terrestres. No que diz
respeito as samambaias, ecdisterdides foram encontrados em mais de 50% das
espécies rastreadas pertencentes as familias Polypodiaceae, Pteridaceae e

Blechneaceae (Wu et al., 2010).
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Ainda, a propriedade toéxica de samambaias, incluindo Pteridium aquilinum
(L) Kuhn (Dennstaedtiaceae) foi relatada, provavelmente devido a presenca de
fitoecdisterdides que inibem a ecdise e desempenham um papel defensivo no
aumento da imunidade contra ataques de insetos fitéfagos (Jones e Firn 1978).
Takemoto et al. (1968) identificaram fitoecdisterdides presentes em plantas da
familia Blechnaceae, e a atividade inseticida de samambaias foi previamente
identificada como sendo causada por fitoecdisteroides.

Vérios autores ponderaram sobre a acéo de fitoecdisterdides em insetos.
Mannan et al. (2008) discorreram sobre os efeitos toxicos de determinadas
espécies de samambaias sobre Spodoptera littura (Lepidoptera: Noctuidae) e
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Arnault e Slama (1986)
alimentaram larvas de Acrolepiopsis assectella (Zell) com dietas contendo
fitoecdisterdides, resultando em efeitos fisiopatoldgicos. Lovatto et al. (2016)
utilizaram extrato aquoso de Pteridium aquilinum em afideos Brevicoryne
brassicae (Hemiptera:Aphididae), resultando em acdo repelente e inseticida,
reducdo da prole e sobrevivéncia, sugerindo o declinio populacional dos afideos
expostos aos tratamentos. Selvaraj et al. (2004) testaram extratos de Pteridium
aquilinum em larvas de Spodoptera littura e Helicoverpa armigera, resultando em
interrupcdo de desenvolvimento e infertilidade.

No contexto da toxicologia, 0s ensaios in vivo e in vitro sdo amplamente
utilizados na avaliacdo de toxicidade de produtos quimicos (Tschiche et al.
2022). Embora ensaios in vivo com insetos forne¢gam informagdes Uteis sobre a
toxicidade para o organismo alvo, sdo demorados e exigem o uso de altos niveis
dos compostos testados. Em contraste, ensaios in vitro sdo mais reprodutiveis

e muito mais rapidos (He et al., 2023). Diante disso, surge o uso de linhagens de

26



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

células de insetos como um substituto para estudos de insetos inteiros para
minimizar a variabilidade ao determinar a eficAcia com uma quantidade
relativamente pequena de produto de teste, area que até agora tem sido
amplamente negligenciada.

Estudos in vitro utilizam uma parte especifica, seja um 6rgéo, tecido ou
célula, de um determinado organismo para estuda-lo sob um ambiente
controlado. As vantagens dos estudos in vitro s&o tempo e custos potencialmente
reduzidos, além de uma boa representatividade, visto que sado desenvolvidos
utilizando as células ou tecidos do organismo alvo (Singh et al., 2018).

Portanto, neste artigo foram investigados os efeitos dos extratos vegetais
de samambaias em células embrionarias de Drosophila melanogaster,
analisando respostas celulares, como citotoxicidade e ac&o agonista e/ou

antagonista no receptor do ecdisonio.

Materiais e métodos

Linhagem celular

A cultura celular foi obtida de cole¢do estabelecida no Laboratério de
Biotecnologia Viral — LABV do Centro de Desenvolvimento e Inovacao (CDI) do
Instituto Butantan. Células S2, provenientes de células embrionarias de
Drosophila melanogaster, foram mantidas a 27°C em meio de cultura celular
Insect-XPRESS™ Protein-free (Lonza®), em frascos de meio de cultura de
25cmz2. A qualidade das células foi monitorada com uso de microscopia Optica

com o microscopio invertido Olimpus 1X53, e lente com aumento de 40x.

Viabilidade celular
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O ensaio de viabilidade celular utilizando foi realizado seguindo protocolo
descrito por Strober (2015), cuja técnica envolve o uso de azul de tripano (Trypan
Blue). O procedimento adotado consistiu na coleta de uma aliquota de células,

e adicionado mesma aliquota de corante Trypan Blue 0,4% (Invitrogen™).

Este método fornece uma estimativa da propor¢cdo de células vivas em
sua amostra. Uma alta porcentagem de viabilidade é indicativa de um cultivo
celular saudavel, enquanto uma baixa porcentagem pode indicar que as células

estao danificadas ou morrendo.

Plasmideo reporter

O ensaio reporter ttm como base a ativagéo do receptor de ecdisterdides
(EcR) para induzir a expresséo da enzima luciferase. O gene reporter contém a
enzima luciferase, originaria do vagalume Photinus pyralis (Linnaeus, 1767)
(Coleoptera: Lampyridae). O plasmideo repérter utilizado possui um promotor
basal de actina (B.act.) precedido por sete copias do elemento resposta ao
ecdisbnio do gene Drosophila hsp27 (ere.), seguido pelo gene reporter do
vagalume (luc.) (B.act.ere.luc), e encerra-se com um sinal de terminacéo (Figura

1) (Zotti et al., 2014).

O plasmideo foi clonado em bactérias competentes Escherichia coli (T.
Escherich, 1885) (Enterobacteriales: Enterobacteriaceae) através de choque
térmico, que consiste na insercdo do plasmideo em uma cepa de bactérias
competentes, induzindo a multiplicacdo das mesmas com o plasmideo inserido.
ApOs uma incubacao das bactérias com o plasmideo no gelo por 30 minutos, o
complexo foi aquecido abruptamente a 42°C por 50 segundos, e posteriormente

transferido imediatamente para gelo por dois minutos.
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Figura 1 Diagrama representando o plasmideo repdrter contendo o gene da
luciferase. Fonte: Zotti et al. (2014).

Foi adicionado meio LB (Luria Bertani), as bactérias transformadas, e
transferido para uma incubadora a 37°C por 1 hora, sob agitagdo de 220 rpm.
Posteriormente, as bactérias foram adicionadas a uma placa de petri, contendo
ampicilina, e incubadas a 37°C por 16 horas, resultando apenas nas bactérias

transformadas que se multiplicaram e formaram coldnias na placa de petri.

Para confirmar que as colbnias da placa continham o plasmideo
B.act.ere.luc, foi realizado um PCR (Polimerase chain reaction- Reacdo em
cadeia da polimerase) de colbnia, com colbnias escolhidas aleatoriamente. Para
a confirmacdo do plasmideo por meio de PCR, foram desenhados primers
especificos para o gene da luciferase, cujas sequéncias foram
GTCAGATTCTCGCATGCCAG (Forward) e GTCATCGTCTTTCCGTGCTC

(Reward).

Cada reacdo de PCR foi composta por 4.0 uL de 5X GoTag®Flexi
Reaction Buffer (Promega), 1.2 uL de MgCI2 (Promega), 0.6 pL de dNTPs, 0.6
uL de primer Forward, 0.6 pL de primer Reward, 0.2 yL de enzima GoTaq®Flexi

DNA Polymerase (Promega), 0.9 uL de amostra da amostra da colénia e 12.4 pL
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de agua ultrapura, totalizando uma reagédo de 20.5 puL por amostra. As reacdes
foram submetidas a amplificacdo em termociclador. O programa utilizado se
baseou em: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e
extenséo a 72°C por 45 segundos; e extensao 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 (Invitrogen™).).
Foram aplicados 4uL de produto da PCR no gel, o qual foi corado com 2uL de

GelRed, e visualizado em fotodocumentador.

ApoOs constatado que as colbnias 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 porcao das
colénias e levando para um tubo plastico com 5ml de meio LB Broth (Sigma-
Aldrich) e 7,5 yL de ampicilina. Apés 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).

Por fim, para constatar a integridade do plasmideo purificado, foi realizada

uma corrida eletroforética em gel de agarose a 1% com a amostra pura.

Extratos de samambaias

Foram coletadas folhas de trés espécies de samambaias (Christella sp.,
Serpocaulon sp., e Nephrolepis cordifolia) em Nova Petrépolis, localizagdo
29°21'38.8"S 51°04'31.9"W, cujo Bioma € Mata Atlantica, apresenta clima

subtropical e vegetacdo regional caracteristica de floresta estacional decidual
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submontana e floresta ombrdéfila mista montana; solo neossolo litélico distréfico

e decomposicao basaltica com relevo forte ondulado (Ambiconsult, 2012).

Foram coletadas folhas de uma espécie de samambaia (Blechnum
occidentale L.) no Campus Capéao do Ledo (Universidade Federal de Pelotas),
localizagcédo 31°48'06.7"S 52°25'08.1"W, cujo Bioma é Pampa, apresenta clima
subtropical e vegetacdo regional caracteristica de floresta estacional
semidecidual; solo predominantemente composto pela associacdo de
planossolos solédicos e de Gleissolo pouco humico e decomposicdo granitica

(Severo, 1999).

E, por fim, foram coletadas as folhas de uma espécie de samambaia
(Pteridium aquilinum) em Pelotas, localizacdo 31°45'50.5"S 52°14'41.2"W, cujo
Bioma é Pampa, apresenta clima subtropical e vegetacao regional caracteristica
de floresta estacional semidecidual; solo predominantemente composto pela

associacao de planossolo e Gleissolo (N6rnberg e Rehbein, 2020).

O processo de extracdo envolveu as seguintes etapas: Moagem das
folhas individualmente em moinho de facas modelo SL 31 (SOLAB), cedido
gentilmente pelo Laboratério de Pos-Colheita, Industrializacdo e Qualidade de
Graos (LABGRAOS-UFPel). Foram pesadas todas as amostras e adicionado 1
grama (g) de planta para 5 mililitros (mL) de solvente extrator metanol. A mistura
foi adicionada em vidros ambar e agitados vigorosamente a 200 rpm em uma
incubadora modelo TE-420, cedido gentilmente pelo Laboratério de Interacdo
Planta-Patdégeno (LIPP-UFPel), por 7 dias, a fim de garantir que os compostos
fossem solubilizados no metanol. Apds a extracdo, a mistura foi filtrada com
papel de filtro para separar a parte solida e liquida da mistura, e coletada em um

recipiente ambar. Posteriormente, utilizou-se o rotaevaporador Laborota 4000
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(Heidolph, Alemanha), acoplado a banho ultratermostatico com circulagéo
(Q214M2, Quimis, Brasil) e bomba de vacuo, cedido pelo Laboratério de
Metabolismo Secundério (LabMS-UFPel), a temperatura de 60°C, a fim de
evaporar o solvente e concentrar os metabdlitos secundarios. O concentrado de
cada planta foi acondicionada em eppendorfs e armazendo em freezer para

posterior diluicdo seriada.

Ensaio de citotoxicidade

Para o teste de citotoxicidade, foram preparadas séries de diluices dos
extratos em etanol absoluto, resultando em concentracdes variadas dos extratos.
As concentracdes de células S2 usadas para montar os ensaios de citotoxicidade
foram de 500.000 células/ml e depositadas em placas de cultura de 24 pocos
(KASVI®). Posteriormente, foi adicionado 5uL dos extratos diluidos em alcool

absoluto em cada poco, sendo posteriormente incubada a 27°C por 24 horas.

Cada tratamento foi realizado em triplicata, e cada experimento foi
repetido pelo menos 2 a 3 vezes. Apds o periodo de incubacao, a viabilidade foi
avaliada usando uma solugéo do corante Trypan Blue 0,4% (Invitrogen™). Esse
reagente tem capacidade de penetracdo na membrana celular se as células
estiverem mortas, resultando em uma coloracdo azul-escura. A analise
estatistica foi conduzida usando o testeANOVA para comparar as médias dos
extratos com a média do controle dentro de cada grupo de concentracdo. A
analise dos dados foi realizada com o software Prism v8 da GraphPad Software

Inc.

Transfeccao celular
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Os extratos foram testados nas células S2, a fim de avaliar como afetam
a expressao do gene reporter de luciferase no EcR. Para isso, as células S2
foram transfectadas com o plasmideo repérter, utilizando o reagente lipossémico
Escort™ IV (Sigma Aldrich). Para tal, utilizou-se uma placa de cultivo de células
de fundo chato de 24 pocos (Kasvi), e cada poco foi preenchido com 500.000

células/mL, por aproximadamente 45 minutos, a fim de aderirem no fundo do
pOGo.

Em um tubo falcon 15 mL adicionou-se 497 pyL de meio de cultura, 3 pL
do reagente lipossémico Escort™ IV (Sigma Aldrich) e 100 ng do plasmideo
repérter (por poco), e posteriormente ficando em repouso em temperatura
ambiente por 30 minutos. Apds o periodo de incubacao, o meio de cultura das
células foi substituido pela solucdo contendo meio de transfeccéo, ficando em

incubacdo em estufa a 27°C pelo periodo de cinco horas.

Ensaio agonista e antagonista

Apos a remocéao do meio de transfeccéo e substituicdo por meio de cultura
normal, 5 yL de cada extrato diluido, nas concentracfes em etanol absoluto foi

adicionado a cada poco.

Para as curvas de dose-resposta e experimentos de atividade agonista, a
luminescéncia foi mensurada 24 horas apoés a adicao dos tratamentos (extratos).
Para atividade antagonista, primeiramente foi adicionado 5 pyL dos extratos, e
incubado por 24h a 27°C. Apos a primeira incubacéo, foi adicionado o hormonio
20-Hidroxiecdisdnio (controle) na concentracdo de 1000uM e incubado

novamente, por 24 horas a 27°C.
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Apbs os correspondentes periodos de incubagdo, com uma micropipeta
as células foram transferidas para uma placa branca de 96 pogos (Kasvi), sendo
que cada poco recebeu 100 uL da suspensdo de células (aproximadamente

50.000 células), e realizado em triplicata técnica.

Os resultados para os ensaios agonista e antagonista foram mensurados
em forma numeérica de luminescéncia (limens) emitidos pela enzima luciferase
frente a adicdo do substrato luciferina, utilizando o kit Steady-Glo® Luciferase
Assay System (Promega). Foram adicionados 100 uL do substrato da luciferase,
e mensurado com o luminometro SpectraMax M5e no Laboratorio de Bioquimica

Vegetal (UFPel). Cada experimento foi realizado de duas a trés vezes.

As respectivas logECso (valores de concentragéo efetiva mediana de
induc&o de 50% de luminescéncia) com 95% de confiabilidade foram calculados
com o software Prism v8 (GraphPad Software Inc. La Jolla, Ca). Os dados de
efeito agonista foram calculados pelo teste ANOVA a 5% de confiabilidade, tendo
como controle positivo 20-Hidroxiecdisénio, na concentracdo de 1000uM. Ja
para efeito antagonista, foram considerados extratos eficientes aqueles que
reduziram em >15% a luminescéncia quando comparado ao controle positivo

com 20-Hidroxiecdis6nio.

Resultados e Discussao

Plasmideo reporter

Apos o processo de clonagem do plasmideo nas bactérias, foi realizado
um PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) nas colbnias transformadas. O
objetivo do PCR foi amplificar a regido especifica do DNA que continha o gene

da luciferase. Para confirmar se o PCR foi bem-sucedido e se as coldnias
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continham o plasmideo desejado, foi realizada a primeira eletroforese em gel de
agarose. Nesse caso, os produtos amplificados pelo PCR foram separados e
visualizados no gel para verificar o tamanho e a presenca da banda esperada

(Figura 2).

=

1000 bp ;
750bp e GHD GED NS G que S R L ppe—
500 bp

Figura 2 Colbnias de Escherichia coli transformadas com o plasmideo
B.act.ere.luc. foram cultivadas em placas de Petri contendo meio LB e ampicilina.
Somente as bactérias que incorporaram o plasmideo conseguiram formar
colonias. Na sequéncia, apresentamos a fotodocumentacdo do PCR realizado
em 12 colbnias selecionadas. Fonte: Wegner, J. (2023).

Apos confirmar a presenca do plasmideo nas coldnias transformadas, as
bactérias foram multiplicadas e o plasmideo foi purificado com kit de purificacédo
Wizard ® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). Em seguida,
para verificar a integridade do plasmideo purificado, foi realizada uma segunda
eletroforese em gel de agarose. Nesse caso, o plasmideo purificado foi aplicado
no gel, e o tamanho da banda observada ap6s a eletroforese foi comparado ao
tamanho esperado do plasmideo (aproximadamente 6500 pares de bases)

(Figura 3).
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Figura 3 A integridade do plasmideo B.act.ere.luc. foi avaliada por meio de
uma eletroforese em gel de agarose a 1%. Fonte: Wegner, J. (2023)

Citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade revelaram que os extratos de samambaias
apresentaram diferentes niveis de toxicidade para a cultura de células. As
concentracbes nas quais a citotoxicidade foi observada estdo resumidas na
Tabela 1.

Tabela 1 Tabela de Citotoxicidade por concentracéo de extratos de

samambaias

Espécie Concentragéao Viabilidade celular %

mg/mL Média + Desvio Padréo
20 55,7+1,53
2 71,5+1,32
Nephrolepis cordifolia (L.) C.Presl 0,2 81,7+2,08
0,02 86,2+1,89
0,002 89,0+1,00
Serpocaulon sp. 20 0,00+0,00
0,2 89,7+1,53
0,02 93,3+1,15
Christella sp. 20 84,9+1,65
0,2 93,7+1,53
Blechnum occidentale L. 20 93,3+0,58
Pteridium aquilinum 20 20,17+2,75
0,2 90,17+1,06

Célula (controle negativo)

Etanol (controle negativo)
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Entre as espécies de samambaias testadas, € importante observar que a
espécie Blechnum occidentale L. se destacou notavelmente em termos de
viabilidade celular. Na concentragdo mais alta, a viabilidade celular foi
notavelmente maior, em comparacdo com as demais espécies, atingindo
aproximadamente 93%. Esses resultados sugerem que a espécie Blechnum
occidentale L. pode ser uma fonte promissora de compostos, e que merece uma

investigacdo mais aprofundada.

Atividade agonista

Segundo Singh et al. (2020), um composto mais potente € aquele com o
logECso mais baixo. O composto 20-Hidroxiecdisonio (controle) demonstrou alta
atividade agonista como esperado, apresentando logECso de -4.954,5, indicando
que a substancia é eficaz em concentracdes relativamente baixas para produzir

seu efeito desejado (Figura 4).

Dose-Resposta

100

Resposta
(4]
o

0 | | 1
-10 -8 -6 -4 -2

Log (concentration (M)) 20-Hidroxiecdis6nio

Figura 4 Curvas sigmoides de dose-resposta do controle positivo 20E. Fonte:
Wegner, J. (2023)
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Em relagdo a atividade agonista, os extratos foram testados na
concentragdo maxima ndo toxica para as culturas celulares. O extrato de
Blechnum occidentale L. apresentou efeito significativo quando comparado a
concentracéo de 1000 uM de 20-Hidroxiecdisonio (20E), e expressou logECso de
-1.514.

A logECso de Blechnum occidentale L. € consideravelmente maior em
comparacao com o controle, indicando que o extrato testado é menos potente e
requer uma concentragdo mais alta para produzir 50% do efeito maximo.
Entretanto, ainda assim, o composto em questdo parece ter uma boa poténcia
(Figura 5), indicada pela LogECso negativa, e uma baixa concentragao efetiva

50%.

Curva dose-resposta de Blechnum occidentale L.

!

[EEN

o

o
]

Resposta
Ul
T

0 1 | 1
-6 -4 -2 0

Log (concentrag¢do/diluicdo) Blechnum occidentale L.

Figura 5 A curva dose-resposta do extrato de Blechnum occidentale L. destaca
arelacdo entre a concentracéo do extrato e a resposta bioldgica, ilustrando como
diferentes doses influenciam a resposta. Fonte: Wegner, J. (2023)

O extrato de Blechnum occidentale L. produziu aproximadamente 76% da
luminescéncia em comparacdo ao controle positivo. Os demais extratos

testados, ndo apresentaram efeito significativo comparado ao controle positivo
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(Figura 6). Os resultados mostram que houve diferencgas significativas entre as

médias dos grupos (p < .001).

Agonista

600007

40000 a

Luminescéncia

20000

Figura 6 Efeito agonista observado para os extratos de samambaias na linhagem
celular S2. A atividade agonista das moléculas foi comparada com a
concentracdo de 1000uM do hormdnio 20-Hidroxiecdisonio (20E) e etanol como
controle. Ha diferenca significativa do mensuramento da luminescéncia medida
em comparacdo ao controle com 20-Hidroxiecdisbnio segundo a andlise de
variancia (ANOVA). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas. Grupos com a mesma letra ndo apresentam diferencas
significativas entre si (p < 0,05, teste de Tukey). Fonte: Wegner, J. (2023)

O teste ANOVA de Welch a um fator foi realizado para avaliar se ha
diferencas significativas entre os grupos em relacdo a variavel analisada. O
resultado do teste ANOVA mostrou os valores F= 476, gl1=6, gl2=5,81, p <.001,

indicando que ha diferencas significativas entre os grupos.

A tabela descritiva de grupo (Tabela 2) apresenta as médias, desvios-
padrao e erros-padrao dos grupos Blechnum occidentale L., Pteridium aquilinum,

Nephrolepis cordifolia L., Serpocaulon sp., Christella sp., etanol e 20E. Essas
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medidas descritivas sdo importantes para entender as caracteristicas de cada
grupo e compara-los entre si. O grupo com a maior média de valores na variavel
analisada foi Blechnum occidentale L., com média de 35.412,7 limens, néo

diferindo estatisticamente do controle positivo 20E.

Tabela 2 Médias, desvios-padrao e erros-padrdo dos grupos de extratos no

ensaio agonista

N Média Desvio-padrdo  Erro-padrédo
Blechnum occidentale L. 6 35.412,72 2.233,12 1.289,29
Pteridium aquilinum 6 2.904,1°¢ 89,85 51,88
Nephrolepis cordifolia L. 6 54,0° 11,56 6,68
Serpocaulon sp. 6 139,0° 4,70 2,72
Christella sp. 6 499° 35,81 20,67
Etanol (controle -) 6 51,5° 8,58 4,95
20E (controle +) 6 46.448,0° 3.522,14 2.033,51

De acordo com o Teste de Levene (Tabela 3), ha evidéncias estatisticas
para rejeitar a hipétese nula de homogeneidade de variancias entre 0s grupos.
O valor de p (0,002) € menor que o nivel de significAncia comum de 0,05,
indicando que a diferenca nas variancias entre 0s grupos € estatisticamente
significativa. O valor de p indica a probabilidade de se obter um resultado t&o
extremo quanto o observado, considerando que néo hé diferenca real entre os
grupos. Quando o valor de “p” é muito baixo, isso indica que € muito improvavel

gue o resultado observado seja devido ao acaso, o que sugere que ha diferenca

real entre os grupos.
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Tabela 3 Teste & Homogeneidade de Variancias (Levene) do ensaio agonista

F gll gl2 p

A 641 6 14 0.002

O teste de Tukey foi realizado para identificar quais grupos apresentaram
diferencas significativas. De acordo com os resultados, o grupo Blechnum
occidentale L. apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais grupos

(p <.001).

Atividade antagonista

Em relacdo a atividade antagonista dos extratos, os resultados indicam
gue o efeito antagonista variou entre as diferentes espécies de plantas, sendo
mais pronunciado em algumas em comparacdo com outras (Figura 7). Os
extratos foram testados na concentracdo maxima nao téxica para a cultura
celular.

Os resultados obtidos em comparacdo ao 20-Hidroxiecdisénio,
demonstram que os extratos de Blechnum occidentale L. e Christella sp. inibiram
a luminescéncia do receptor nuclear quase em sua totalidade (99,93% e 99,94%,
respectivamente). Todos o0s demais extratos apresentaram inibicdo da
luminescéncia do receptor nuclear: Pteridium aquilinum inibiu em 85,77%,

Nephrolepis cordifolia L. inibiu 79,6% e Serpocaulon sp. inibiu 56,94%.
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Figura 7 Efeito antagonista observado para os cinco extratos na linhagem ce-
lular S2. A atividade antagonista dos extratos foi comparada com a concentra-
cdo de 1000uM do hormoénio 20-Hidroxiecdisonio (20E). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas. Grupos com a mesma letra
nao apresentam diferengas significativas entre si (p < 0,05, teste de Tukey).
Fonte: Wegner, J. (2023)

O teste ANOVA de Welch a um fator foi realizado para avaliar se ha
diferencas significativas entre os grupos em relacdo a variavel analisada. O
resultado do teste ANOVA de Welch mostrou um valor F=5.197, gIn=5, gld=5.18,

p <.001, indicando que ha diferencas significativas entre os grupos.

A tabela descritiva de grupo (Tabela 4) mostram a média, desvio-padrao
e erro-padrdo para cada grupo. O grupo com a maior média de valores na

variavel analisada foi Serpocaulon sp., com média de 80.382 lumens.

42



1

2

10

11

12
13

14

15

16

17

18

Tabela 4 Médias, desvios-padréo e erros-padrao dos grupos de extratos no

ensaio antagonista

N Média Desvio-padrdo  Erro-padrédo
Blechnum occidentale L. 3 142 @ 20.9 12.1
Pteridium aquilinum 3 38.092° 1.050,9 606.7
Nephrolepis cordifolia (L.) 3 26.574° 1.323,4 764.1
Serpocaulon sp. 3 80.382 ¢ 809,8 467.5
Christella sp. 3 122 2 21,9 12.6
20E (controle) 3 186.645¢ 4.662,0 2.691,6

A tabela apresenta as médias, desvios-padrao e erros-padrdo dos grupos
Blechnum occidentale L., Pteridium aquilinum, Nephrolepis cordifolia L.,
Serpocaulon sp., Christella sp. e 20E. Essas medidas descritivas séo
importantes para entender as caracteristicas de cada grupo e compara-los entre
Si.

De acordo com o Teste de Levene (Tabela 5), ha evidéncias estatisticas
para rejeitar a hipotese nula de homogeneidade de variancias entre 0s grupos.
O valor de p (0,003) é menor que o nivel de significancia de 0,05, indicando que

a diferenca nas variancias entre 0os grupos é estatisticamente significativa.

Tabela 5 Teste a Homogeneidade de Variancias (Levene) do ensaio
antagonista

F gll gl2 p

6.95 5 12 0.003

O teste de Tukey foi realizado para comparar as médias dos grupos entre
si. Os grupos comparados foram: Blechnum occidentale L., Pteridium aquilinum,
Nephrolepis cordifolia L., Serpocaulon sp., Christella sp. e 20-Hidroxiecdisénio
(controle positivo). Os resultados do teste de Tukey mostraram diferencas
significativas entre os grupos, com valores de p < .001 para todas as
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comparacdes, exceto para a comparacdo entre Blechnum occidentale L. e

Christella sp., que apresentou um valor de p = 0.0122.

Composicéo quimica dos extratos

Segundo Waswa et al. (2021), o género Blechnum apresenta uma série
de compostos medicinais, e uma das classes de compostos encontrados sao 0s
ecdisterdides, obtidos através de isolamento de diferentes espécies de
Blechnum. Entre esses compostos, foram detectados ecdisona, ponasterona e
shidasterona, que possuem alta atividade de ligacdo ao receptor de
ecdisteroides em células Kc de Drosophila melanogaster (Arai et al., 2008) e

podem ter propriedades anti-alimentares e inseticidas.

Embora as pesquisas indiquem a presenca de ecdisteréides em plantas
do género Blechnum, ocorre muita variabilidade na composicao de metabdlitos
entre populagdes, e comumente ocorrem variagdes em larga escala, como entre
regioes ou latitudes. Devido a isso, a realizacdo de cromatografia nos extratos é
de grande importancia para confirmar e aprofundar a compreensdo da
variabilidade na composicdo de metabdlitos, especialmente ecdisterdides, em
plantas do género Blechnum. Apesar de existir evidéncias de presenca desses
compostos, a cromatografia oferece uma abordagem analitica precisa e

discriminatdria que pode revelar nuances na composicao quimica.

Para a identificacdo dos compostos que estdo agindo como antagonista,
o desafio € maior. A realizacdo de cromatografia em uma amostra rica em
extratos, como os derivados de samambaias, pode revelar uma profusdo de
picos cromatograficos, cada um representando um componente distinto.

Contudo, a simples identificacdo visual ndo é suficiente para decifrar o enigma
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do composto antagonista. Dezenas de substancias podem coexistir, dificultando

0 isolamento e a caracterizagcdo do componente relevante.

A ambiguidade da atividade antagonista adiciona camadas adicionais a
dificuldade. Enquanto um efeito agonista pode sugerir a presenca de um
ecdisterdides, a manifestacdo simultanea de um efeito antagonista ho mesmo
extrato confunde a narrativa. Paira, portanto, a davida, se este antagonismo seria

um resultado de um Unico composto ou da sinergia de multiplos elementos.

Considerac0es finais:

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que os extratos de
samambaias apresentam potencial para serem utilizados no controle de moscas-
das-frutas, uma vez que foram capazes de atuar no receptor de ecdisteréides de
Drosophila melanogaster. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para
avaliar a eficacia desses extratos em condi¢des de campo e determinar a melhor
forma de aplicacdo. Estudos dos extratos que apresentaram antagonismo devem
ser aprofundados a fim de identificar os compostos envolvidos. Além disso, é
importante considerar os possiveis efeitos colaterais e impactos ambientais

antes de utilizar esses extratos como uma estratégia de controle de pragas.
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Acéo de anélogos da tebufenozida sobre o receptor de ecdisterdides de
diptera usando a linhagem celular S2

*Artigo redigido nas normas da revista “Insect Molecular Biology” (versdo em
portugués)
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Resumo

O receptor de ecdisteréides é um alvo importante para o desenvolvimento de
agrotoxicos seletivos, visto que compostos que atuam neste receptor estao
limitados a insetos e alguns outros artropodes. No entanto, a identificacdo de
compostos seletivos para o receptor de ecdisterdides ainda € um desafio. Nesse
contexto, o estudo propBe a integracdo de diferentes técnicas, como a
modelagem molecular e ensaios in vitro em células S2 de Drosophila
melanogaster para investigar a atividade do receptor de ecdisterdides. No
desenvolvimento desta pesquisa, a cultura celular S2 de Drosophila
melanogaster foi mantida e monitorada em condi¢des especificas. Testes in vitro
foram conduzidos com trés moléculas anélogas a tebufenozida, avaliando
citotoxicidade, transfecc¢éo celular com o plasmideo B.act.ere.luc., e mensuradas
as atividades agonistas e antagonistas no receptor de ecdisterdides. Para a
modelagem estrutural, utilizaram-se estruturas de proteinas previamente
caracterizadas de insetos como referéncia a fim de construir um modelo
homélogo do receptor em Drosophila melanogaster. A analise in silico e docking
molecular foram realizadas para avaliar a interacdo das moléculas analogas a
tebufenozida com o receptor modelado. Os resultados obtidos sugerem que as
variagbes observadas nas atividades agonistas e antagonistas nao sao
estatisticamente significativas ao nivel de significAncia 5% e ndo apresentam
potencial para atuar no receptor de ecdisterdides de dipteros. A utilizacdo de
técnicas de triagem virtual e docking molecular permitiu analisar a estrutura dos
compostos analogos a tebufenozida e obter dados relevantes para a pesquisa,
a fim de contribuir para o desenvolvimento de agrotoxicos mais seletivos e

eficientes, reduzindo custos financeiros e tempo.

Palavras-chave: Diacilhidrazinas; Docking molecular; Drosophila
melanogaster; Receptor de ecdisteréides; Tebufenozida.
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Abstract

The ecdysteroid receptor is a crucial target for the development of selective
pesticides, given that compounds acting on this receptor are limited to insects
and some other arthropods. However, identifying selective compounds for the
ecdysteroid receptor remains a challenge. In this context, the study proposes the
integration of different techniques, such as molecular modeling and in vitro
assays on Drosophila melanogaster cells, to investigate the activity of the
ecdysteroid receptor. In the development of this research, the S2 cell culture of
Drosophila melanogaster was maintained and monitored under specific
conditions. In vitro tests were conducted with three molecules analogous to
tebufenozide, assessing cytotoxicity, cellular transfection with the B.act.ere.luc
plasmid, and measuring agonistic and antagonistic activities on the ecdysteroid
receptor. For structural modeling, previously characterized protein structures
from insects were used as a reference to construct a homologous model of the
receptor in Drosophila melanogaster. In silico analysis and molecular docking
were performed to evaluate the interaction of tebufenozide analog molecules with
the modeled receptor. The results suggest that the observed variations in
agonistic and antagonistic activities are not statistically significant at the 5%
significance level and do not have the potential to act on the ecdysteroid receptor
of dipterans. The use of virtual screening techniques and molecular docking
allowed for the analysis of the structure of tebufenozide analog compounds and
provided relevant data for the research, aiming to contribute to the development

of more selective and efficient pesticides, reducing financial costs and time.

Keywords: Diacylhydrazines; Molecular docking; Drosophila melanogaster;

Ecdysteroid receptor; Tebufenozide.
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INTRODUCAO

As pragas agricolas s@o responsaveis por cerca de 40% de perdas na
producdo agricola global (FAO, 2023). Estudos sobre taxonomia, biologia e
fisiologia dos insetos, entomotoxicologia, interacdes inseto-planta e resisténcia
de plantas hospedeiras a insetos, bem como o uso de biotecnologia, nos auxilia
no controle de pragas adequado, através do uso de métodos biolégicos e
quimicos, além do manejo ambiental e métodos culturais, e € de fato, carente de
mais pesquisas (Badenes-Pérez, 2022). Assim, é urgente a busca de
agrotéxicos mais seletivos e o desenvolvimento de inseticidas planejados de
forma racional através de descobertas de moléculas ambientalmente aceitaveis,
bem como o uso de novos métodos de controle de pragas (Torres e Bueno,
2018).

Atualmente existem 31 modos de acdo de inseticidas e acaricidas
descritos, sendo atuantes em “regides-alvo”, sendo importante para o
planejamento racional de inseticidas (IRAC, 2023). Dessa forma, busca-se novos
locais-alvo além do sistema nervoso, surgindo, portanto, inseticidas reguladores
de crescimento de insetos, com destaque para os inibidores da sintese de quitina
e os aceleradores de ecdise. O desenvolvimento de moléculas tendo como alvo
o receptor de ecdisteroides (EcR) € uma alternativa altamente seletiva, visto que
compostos que atuam neste receptor estao limitados a insetos e alguns outros
artropodes.

Os hormonios esteroides exercem funcédo essencial na transferéncia de
sinais de uma série de processos bioldgicos que ocorrem em diversos
organismos. Estes hormoénios circulam na hemolinfa dos insetos e s&o
transportados para as células-alvo, com o proposito de atuar como ligantes na

familia de receptores nucleares de fatores de transcricdo (Stanley e Preetha,
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2016). O complexo formado por esteroide-receptor nuclear, afeta a expresséo
génica nas células-alvo, desencadeando uma resposta dependente de
hormonio.

Nos insetos, 0s principais hormonios esteroides sdo conhecidos como
ecdisteréides, encarregados pelo processo de ecdise. Operando na
coordenacdo de transicoes de desenvolvimento, como muda larval e
metamorfose, o0s ecdisteréides tem papel fundamental no processo de
desenvolvimento do inseto (Kamiyama e Niwa, 2022).

A sinalizacdo mediada por ecdisteréides possui importancia vital para o
crescimento e o desenvolvimento dos artropodes, sendo considerada uma via
enddcrina integral para a eliminagdo do exoesqueleto na muda e metamorfose
(Yamanaka et al., 2013). As atividades de muda em artrépodes ocorrem através
da interacdo de um hormonio ecdisona chamado 20-hidroxiecdisonio (20E) com
um sitio de ligacdo do ligante do receptor de ecdisteroides (EcR) (Song et al.,
2017; Chen et al., 2017; Mellor et al., 2020).

Com capacidade de receber sinais hormonais depois de formar um
heterodimero com a proteina do ultraspiraculo (USP), o dominio de ligacdo do
ligante (LBD) do EcR é um dominio altamente conservado (Zotti et al., 2013). A
ecdisona entra nas células em virtude da sua estrutura hidrofobica e liga-se ao
heterodimero EcCR/USP. O receptor ligado ou ativado pelo hormonio liga-se ao
DNA em sequéncias reguladoras chamadas elementos de resposta e, a partir
dai, direciona a transcricdo do gene. Um subconjunto dos alvos genéticos
imediatos do sinal da ecdisona, os genes de resposta primaria, sao fatores de
transcricdo que ativam um grande grupo de genes de resposta secundaria que,

em ultima analise, levam a funcdes celulares alteradas. Assim, o sinal hormonal
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desencadeia uma cascata de transcricdo que amplifica e diversifica o sinal inicial
(lwema et al., 2009)

Todas as proteinas receptoras nucleares exibem uma estrutura modular
caracteristica que consiste em cinco a seis regifes designadas de A a F, do
terminal N ao terminal C (Figura 1). As regides A/B, D e F, nem todas presentes
em todos os receptores, sdo geralmente pouco conservadas e sua estrutura é
desconhecida. Por outro lado, o dominio de ligacdo ao DNA (DBD, regido C) e 0
dominio de ligacéo ao ligante (LBD, regido E) sdo altamente conservados e suas
estruturas foram determinadas para varios receptores. Nenhuma dessas
proteinas participes tem capacidade de ligar-se independente ao 20E, mas com
o desenvolvimento do heterodimero (EcR-USP) ocorre uma alteracdo
conformacional na parte EcR, permitindo assim que o complexo se ligue a 20E

(Ekoka et al., 2021).

NLS (ligand dependent)
NLS i
AF-1 i —'" —
DNA binding Ligand binding
Dimerization (weak) Dimerization (strong)

Figura 1 Desenho esquematico que representa como 0s receptores nucleares
sdo organizados em diferentes partes. As letras brancas representam cada
sec¢ao, sendo um receptor nuclear comum com uma parte inicial que varia (A/B),
uma parte que se liga ao DNA que é conservada (C), uma parte dobravel que
varia (D), uma parte que se liga a substancias especificas que é conservada (E)
e uma parte final que varia muito (F). NLS significa sinal de localizacdo nuclear,
e AF-1 e AF-2 sdo partes que ativam funcbes especificas. Fonte: Martin, David
(2010).

Graham et al. (2007) aumentaram a compreensdo da especificidade
molecular dos receptores de ecdisterdides ao executar um trabalho com quatro
pragas agricolas importantes. Os autores descrevem as caracteristicas de
ligacdo dos ligantes nos dominios de ligacdo (LBDs) dos receptores de

ecdisterdides de quatro insetos: Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae), Myzus
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persicae (Hemiptera: Aphididae), Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) e
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae). Os resultados mostram que 0s
LBDs dos quatro insetos, embora muito parecidos, tém diferentes afinidades por
diferentes ligantes, o que pode levar ao desenvolvimento de novas quimicas de
ligantes e inseticidas com diferentes espectros de atividade.

Recentemente, Wang e Zhou (2019) estudaram 0s mecanismos
moleculares e interagcbes de dois agonistas tipicos (Ponasterona A e 20-
Hidroxiecdisonio), nos receptores de ecdisteréides de Drosophila melanogaster
e de Leptinotarsa decemlineata. Relataram que as diferentes estruturas
helicoidais, bem como os residuos envolvidos e sua posi¢cdo, s&o,
provavelmente, responsaveis pela seletividade do ligante do receptor de
ecdisteroides de diferentes ordens de insetos.

Sendo assim, devido a sua importancia no processo de metamorfose dos
insetos, os reguladores de crescimento podem afetar duas vias distintas: atraves
da inibicdo da quitina, na atuacdo da sintese e na degradacdo da cuticula; e
como analogos hormonais (ecdisona e horménio juvenil) (Stanley e Preetha,
2016). Por possuir seletividade, inseticidas que atuardao como inibidores de
ecdise, com alto grau de especificidade, tornam-se um interessante alvo para o
manejo de pragas, e seletividade a polinizadores e inimigos naturais.

A descoberta de novos pesticidas com base em alvos € orientada por
hipoteses, decorrentes de uma hip6tese biolégica especifica de que a
modificacdo da atividade de um alvo ou alvos especificos proporcionara efetiva
acao. No entanto, as moléculas e os seus metabdlitos que sao idealizados para
interagir com um alvo especifico possuem tendéncia a interagir com outras
proteinas, moléculas de DNA ou RNA, e interferir nas suas func¢des, o que pode

resultar em stress celular indesejado e até morte (Sun et al., 2020).
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Na busca de moléculas inseticidas, Lipinski et al. (1997) fornecem
algumas diretrizes para a pesquisa e desenvolvimento de fdrmacos. Para isso,
estabeleceram a “Regra dos 5 - Ro5”, com o fim de avaliar a probabilidade de
sucesso de uma molécula como um farmaco oral. Essas regras visam identificar
moléculas com maior probabilidade de apresentar boas propriedades
farmacocinéticas, ou seja, que tenham a capacidade da molécula ser absorvida,
distribuida, metabolizada e excretada pelo organismo.

Com isso, houve o desenvolvimento de substancias agonistas de
ecdisterdides, entre elas, cromafenozida, metoxifenozida, halofenozida e
tebufenozida (Ekoka et al., 2021). No Brasil, entretanto, ndo h& registro de
inseticidas comerciais com uso do ingrediente ativo halofenozida, tendo outros
inseticidas comerciais com acdo agonista ao ECR disponiveis (Figura 2)
(AGROFIT, 2023), sendo continuamente alvo de estudo para o desenvolvimento
de novas moléculas. Entre eles, o tebufenozida, composto analogo da ecdisona,
estimula o receptor do hormonio da muda de insetos-praga alvo, especialmente

lepidépteros, induzindo assim a muda prematura e letal (IRAC, 2023).

Silva et al. (2021) conduziram um trabalho de pesquisa explorando os
efeitos de diversos inseticidas comerciais em Harmonia axyridis (Coleoptera;
Coccinellidae). Como resultado obtiveram baixa mortalidade apresentada pela
tebufenozida, porém houve uma reducao de parametros biolégicos importantes
do predador, como a viabilidade dos ovos, a fecundidade total e a sobrevivéncia
ao longo do tempo, recomendando uma analise mais profunda da dosagem a
ser utilizada e das espécies de agentes de controle biolégico presentes no

campo.
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FIGURA 2 Diacilhidrazinas, que inclui os ingredientes ativos comerciais
cromafenozida, metoxifenozida e tebufenozida disponiveis no Brasil. Fonte:
Wegner, J. (2023)

Silva et al. (2020) estudaram o efeito de diversos inseticidas, incluindo
tebufenozida, na respiracdo, comportamento predatorio e consumo de presas
por ninfas de Podisus nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae). Os autores
concluiram que o tebufenozida é um inseticida que afeta a taxa respiratoria e a
locomocédo das ninfas de Podisus nigrispinus, além de apresentar um impacto
negativo na sobrevivéncia das ninfas deste predador, com uma taxa de
sobrevivéncia de 66,7%. Em relacdo ao comportamento, o tebufenozida
aumentou a distancia percorrida pelos insetos, mas também aumentou o tempo
de descanso. Em geral, os autores sugerem que tebufenozida nao é
recomendado para uso em sistemas de manejo de pragas florestais que visam

proteger inimigos naturais como Podisus nigrispinus.

Matioli et al. (2019) investigaram o efeito de tebufenozida em ovos, pupas
e adultos de Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae). e revelaram que
tebufenozida ndo afetou o tempo de desenvolvimento de ovo-pupa e pupa-
adulto, o niumero de pupas ou o peso pupal da progénie F1 e F2. Além disso,
nao afetou a propor¢gdo de sexos dos adultos emergentes da F2. Com base

nesses resultados, os autores concluiram que o tebufenozida pode ser aplicado
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com seguranca antes da liberacdo e/ou estabelecimento de C. flavipes em
sistemas de producao de cana-de-agucar.

Suarez-Lopez et al. (2023) examinaram os efeitos do tebufenozida em
diferentes estdgios de desenvolvimento de Chrysoperla carnea
(Neuroptera:Chrysopidae). Os resultados demostram que a mortalidade larval
nao variou significativamente entre as larvas que ingeriram presas tratadas com
tebufenozida e o grupo controle, e que o tempo de desenvolvimento larval foi
reduzido nas larvas que consumiram presas tratadas, especialmente em
concentracbes mais altas de tebufenozida. Ainda, concluiram que a duracao
pupal ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos, e que 0s insetos
adultos que sobreviveram ao consumo de presas tratadas com tebufenozida
exibiram variacdes leves e néo significativas na fecundidade e viabilidade dos
ovos. Com base nesses resultados, os autores sugerem a recomendacédo do
tebufenozida em programas de manejo integrado de pragas que envolvem
crisopideos. Esse estudo corrobora com os estudos de Zotti et al. (2013), cujos
resultados demonstram que crisopideos apresentam diferencas sutis na
arquitetura do dominio do receptor de ecdisterbides, e que podem interferir na
ligagéao da tebufenozida.

Diante do exposto, 0 objetivo central deste estudo foi testar moléculas
anélogas ao tebufenozida em células embrionarias de Drosophila melanogaster,
a fim de verificar o potencial deste modelo de screening e as moléculas
selecionadas, para a busca de inseticidas baseados na transativagao do EcR. A
abordagem envolveu diversas etapas interrelacionadas que abrangem
modelagem homoéloga de um receptor de ecdisterdides; a analise das interacdes
moleculares, potenciais sitios de ligacao e outras caracteristicas relevantes para

compreender o mecanismo de ligacao; e teste in vitro das moléculas analogas
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de tebufenozida em células embrionérias de Drosophila melanogaster para
avaliar seus efeitos biol6gicos. Através dessa abordagem integrada, o estudo
buscou também expandir o conhecimento sobre o receptor de ecdisterdides de

Drosophila melanogaster.

MATERIAIS E METODOS

Cultura Celular

A cultura celular S2 foi obtida de colecéo estabelecida no Laboratério de
Biotecnologia Viral — LABV do Centro de Desenvolvimento e Inovacao (CDI) do
Instituto Butantan, proveniente de células embrionarias de Drosophila
melanogaster. A cultura celular foi mantida a 27°C em meio de cultura celular
Insect-XPRESS™ Protein-free (Lonza ®), em frascos de meio de cultura de
25cmz2. A qualidade das células foi monitorada com uso de microscopia optica

com o microscopio invertido Olimpus 1X53, e lente com aumento de 40x.

Testes In Vitro com Moléculas Analogas a Tebufenozida

Foram realizados testes in vitro utilizando moléculas analogas a
tebufenozida, obtidas por triagem virtual anteriormente no Laboratério de
Entomologia Molecular (UFPel), e, sintetizadas pela empresa LifeChemicals
(Kiev, Ucrania) (Figura 3). As moléculas também foram avaliadas seguindo os

parametros citados por Lipinski et al. (1997).

As regras estabelecem que um composto deve ter peso molecular (PM)
<500 daltons, pois possui relacdo direta com a difusdo passiva através das
membranas semipermeaveis, influenciando também na concentracdo do
composto na superficie do epitélio intestinal, o que pode provocar, em
consequéncia, uma elevacdo ou uma reducdo da absorcdo; o coeficiente de

particdo octanol-agua (LogP) deve possuir valor <5 pois esse valor influencia na
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lipossolubilidade, ou seja, moléculas mais lipossolaveis sdo melhores
absorvidas, e tendem a penetrar na membrana biolégica com mais facilidade; o
namero de doadores de ligacbes de hidrogénio deve ser <5, visto que
desempenha um papel na estabilidade de moléculas; os aceptores de ligacbes
de hidrogénio devem apresentar valores <10, porque desempenham um papel
crucial na estabilizacdo e conformacgdo tridimensional dessas moléculas;
aceptores e doadores de hidrogénio ainda possuem papel crucial na
hidrofilicidade das moléculas. E por fim, a polaridade deve <140, devido a sua
relevancia para a solubilidade da molécula em solventes polares, a interacédo

com moléculas bioldgicas e a capacidade de atravessar barreiras biolégicas.

D QL Ly X
;Oﬂ@ @ \5}@

F3141-0007 F0147-0409 Q F0373-0541

C21H19CIFN30 C24H19NO3 C18H21CIN6O3

0 ~ \n 20-Hydroxyecdysone (20E) Tebufenozide
o

C27H4407 C22H28N202

FIGURA 3 Moléculas analogas a Tebufenozida, em comparacdo com as
moléculas controle 20E e Tebufenozida. Fonte: Wegner, J. (2023)

Ensaio de citotoxicidade

Segundo Sun et al. (2020), a citotoxicidade é um ponto importante para
avaliar efeitos indesejaveis fora do alvo de um composto candidato na
descoberta de medicamentos baseados em alvos. Portanto, foram conduzidos

testes de citotoxicidade na cultura celular, em que as células foram expostas a
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diferentes concentra¢bes das moléculas e monitoradas, avaliando parametros
como viabilidade celular e integridade da membrana celular.

Para o teste de citotoxicidade, foram preparadas séries de diluicdes das
moléculas em DMSO, resultando em concentra¢des variadas dos extratos. As
concentragfes de células S2 usadas para montar os ensaios de citotoxicidade
foram de 500.000 células/ml e depositadas em placas de cultura de 24 pocos
(KASVI®). Posteriormente, foi adicionado 5uL das moléculas diluidos em DMSO

em cada poco, sendo posteriormente incubada a 27°C por 24 horas.

Cada tratamento foi realizado em triplicata, e cada experimento foi repetido
pelo menos 2 a 3 vezes. Apés o periodo de incubacéo, a viabilidade foi avaliada
usando uma solugao do corante Trypan Blue 0,4% (Invitrogen™). Esse reagente
tem capacidade de penetracdo na membrana celular se as células estiverem
mortas, resultando em uma coloracdo azul-escura. A analise estatistica foi
conduzida usando o teste ANOVA para comparar as médias dos extratos com a
média do controle dentro de cada grupo de concentracdo. A andlise dos dados

foi realizada com o software Prism v8 da GraphPad Software Inc.

Ensaio de Transfeccéao

As moléculas foram testadas nas células S2, a fim de avaliar como afetam
a expressao do gene reporter de luciferase no receptor ecdisterdides. Para isso,
as células S2 foram transfectadas com o plasmideo reporter, utilizando o
reagente lipossémico Escort™ |V (Sigma Aldrich). Para tal, utilizou-se uma placa
de cultivo de células de fundo chato de 24 pocos (Kasvi), e cada pogo foi
preenchido com 500.000 células/mL, por aproximadamente 45 minutos, a fim de
aderirem no fundo do pog¢o. Em um tubo falcon 15 mL adicionou-se 497 yL de

meio de cultura, 3 pL do reagente lipossémico Escort™ |V (Sigma Aldrich) e 100
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ng do plasmideo reporter (por pogo), e posteriormente ficando em repouso em
temperatura ambiente por 30 minutos. Apés o periodo de incubacgédo, o meio de
cultura das células foi substituido pela solucdo contendo meio de transfeccao,

ficando em incubacédo em estufa a 27°C pelo periodo de cinco horas.

Ensaio agonista e ensaio antagonista

Apéds a remocédo do meio de transfeccdo e substituicdo por meio de cultura
normal, 5 uL de cada molécula diluida em DMSO foi adicionada a cada poco.

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 5 pL das
moléculas, e incubado por 24h a 27°C. ApGs a primeira incubacéo, foi adicionado
o horménio 20-Hidroxiecdisbnio (controle) na concentracdo de 1000 pM e
incubado novamente, desta vez por 24 horas a 27°C.

Apés os correspondentes periodos de incubagdo, com uma micropipeta as
células foram transferidas para uma placa branca de 96 pocos (Kasvi), sendo
que cada pogo recebeu 100 uL da suspenséao de células (50.000 células S2), e
realizado em triplicata técnica.

Os resultados para os ensaios agonista e antagonista foram mensurados
em forma numérica de luminescéncia (Ilimens) emitidos pela enzima luciferase
frente a adicdo do substrato luciferina, utilizando o kit Steady-Glo® Luciferase
Assay System (Promega). Foram adicionados 100 pL do substrato da luciferase,
e mensurado com o luminometro SpectraMax M5e no Laboratdrio Bioquimica de
Plantas (UFPel). Cada experimento foi realizado pelo menos 2 a 3 vezes.

Os respectivos LogEC50 (valores de concentracdo efetiva mediana de

inducéo de 50% de luminescéncia) com 95% de confiabilidade foram calculados
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com o software Prism v8 (GraphPad Software Inc. La Jolla, Ca). Os dados de
efeito agonista foram calculados pelo teste ANOVA a 5% de confiabilidade, tendo
como controle positivo 20-Hidroxiecdisbnio, na concentragdo de 1000 pM. Ja
para efeito antagonista, foram consideradas moléculas eficientes aquelas que
reduziram em >15% a luminescéncia quando comparado ao controle positivo

com 20-hidroxiecdisonio.

Alinhamento e Andlise Filogenética

Realizou-se uma busca no Banco de Dados Nacional de Informacao
Biotecnoldgica (NCBI- National Center for Biotechnology Information) a fim de
obter as sequencias de receptores de ecdisterdides de diversos artropodes. Os
resultados obtidos foram selecionados quanto a relevancia das sequéncias,
buscando abranger diversas ordens e até outras classes de artropodes. Apdés a
selecédo das sequéncias, procedeu-se a copia das sequéncias de aminoacidos
dos receptores de ecdisteréides equivalentes.

As sequéncias foram alinhadas utilizando ClustalWwW conforme
implementado por Seaview (Galtier et al. 1996) através do software BioEdit. O
software MEGA11l calculou as estimativas de distancia por meio de uma
topologia consensual predefinida, e, para a analise filogenética, foi utilizado o
meétodo Neighbor-Joining (NJ) com o objetivo de elucidar as relacdes evolutivas
entre os receptores de ecdisterbides que foram objeto deste estudo.

O método Neighbor-Joining € amplamente reconhecido por sua eficacia
na construcdo de arvores filogenéticas a partir de sequéncias moleculares,
especialmente em situagbes envolvendo muitas sequéncias (Simonsen et al.

2008).
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Modelagem molecular por homologia

Posteriormente, as sequéncias foram utilizadas para realizar andlises de
homologia, alinhamento e modelagem estrutural. Conforme descrito
anteriormente, o dominio de ligacdo ao DNA (DBD) e o dominio de ligacdo ao
ligante (LBD) sédo altamente conservados nas espécies. Diante disso, para a
andlise de homologia das estruturas do dominio de ligacdo ao ligante (LBD),
utilizou-se estruturas previamente caracterizadas de espécies de insetos
disponiveis no site RCSB (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics)
como referéncia.

Essas estruturas de proteinas conhecidas forneceram uma base sélida
para as analises comparativas e permitiram avaliar e construir um modelo
homélogo do receptor de ecdisterdides através da semelhanca das estruturas do
LBD das proteinas de interesse.

Para tal, utilizaram-se as estruturas dos receptores seguintes: 1R1K - do
organismo Heliothis virescens, complexada com Ponasterona A (Billas et al.,
2003), com uma resolucéo de 2.90 A.; 1R20 — do organismo Heliothis virescens,
complexada com agonista sintético BYI06830 (Billas et al., 2003), com uma
resolucéo de 3.00 A; 125X — do organismo Bemisia tabaci, complexada com
Ponasterona A (Carmichael et al., 2005), com uma resolucéo de 3.07 A; 2NXX —
do organismo Tribolium castaneum, complexado com Ponasterona A (lwema et
al., 2007), com uma resolucdo de 2.75 A; e 7BJV — do organismo Heliothis
virescens, complexada com agonista sintético BY109181 (Browning et al., 2021),
com uma resolucéo de 3.05 A.

As sequéncias da proteina de interesse foram identificadas em todos
modelos acima, e foram alinhadas com a sequéncia no nosso organismo alvo

(Drosophila melanogaster) através do software BioEdit. Através do software
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Discovery Studio, foi construido um modelo hibrido a partir dos cinco modelos
anteriores, resultando no modelo de estruturas tridimensionais de Drosophila
melanogaster. A analise de homologia foi ainda executada pelo software
Discovery Studio, com o objetivo de avaliar as semelhancas estruturais e

identificar potenciais sitios de ligagdo ou interagBes de interesse.

Analise in silico e docking molecular

Através do software OMEGA (OpenEye Scientific), foram inseridas as
moléculas a fim de prever as diferentes formas que uma molécula pode assumir
(conformacobes) (OEDOCKING, 2022).

Para o estudo de docagem e acoplamento molecular, foi utilizado o
software FRED (OpenEye Scientific), reconhecido por sua capacidade de prever
como moléculas interagem com proteinas em nivel atbmico (OEDOCKING,
2022). Isso é alcancado por meio da andlise das conformacdes das moléculas e
das proteinas, bem como da avaliacao das energias de ligacao.

O receptor do ligante foi modelado no software Make Receptor (OpenEye
Scientific), que delineia o sitio ativo da regido onde o ligante pode ser acoplado
(OEDOCKING, 2022).

Para a criacdo de representacdes tridimensionais, utilizou-se o software
PyMOL, a fim de visualizar a estrutura cristalina da proteina de interesse e a

conformacao da proteina em seu sitio de ligagdo (Rosignoli e Paiardini, 2022).
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1 RESULTADOS E DISCUSSAO
2 Paréametros de Lipinski
3 A tabela 1 apresenta uma analise comparativa dos parametros de Lipinski
4 para as diferentes moléculas em teste, comparando um conjunto de critérios
5 amplamente utilizado na avaliagdo da permeabilidade e absorcdo oral de
6 compostos quimicos. Os parametros incluem LogP (coeficiente de particdo
7  octanol-agua), massa molecular, numero de doadores de hidrogénio, e nimero
8 de grupos aceitadores de hidrogénio. A comparacao destes parametros fornece
9 insights valiosos sobre a adequacao das moléculas para desenvolvimento de
10  pesticidas, especialmente em relacdo a sua bioacessibilidade e farmacocinética.
11  Tabela 1 Parametros de Lipinski avaliados para as moléculas analogas a
12 tebufenozida, em comparacao com as moléculas controle
Peso Molecular Aceptores de i .
Nome da LogP  Doadores de ) ] Area de Superficie
(PM) hidrogénio
molécula <5 hidrogénio <5 Polar €140 A
<500 da <10
F3141-0007 383.85 3.19 0 2 38.13
F0147-0409 369.41 5.46 1 3 47.56
F0373-0541 416.86 1.79 3 5 90.78
Tebufenozida 352.5 3.90 1 2 49.4
20E 480.6 0.5 6 7 138
13 A aplicacdo da Regra de Lipinski € uma estratégia com finalidade de
14  minimizar os riscos de falhas. Entretanto, a molécula F0147-0409 possui valor
15 de LogP acima do limite, e 20-Hidroxiecdis6nio possui um doador de hidrogénio
16 fora dos parametros. Porém, cabe dizer que alguns de outros compostos
17  globalmente utilizados também nédo atendem a Regra de Lipinski. O Fipronil
18  (pirazol), o Tiametoxan (neonicotindide) e o Lufenuron (benzoiluréia), que séao
19 inseticidas, possuem 11 aceptores de hidrogénio. A azadiractina
20 (tetranortriterpendide), produto que € amplamente utilizado devido a sua
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propriedade inseticida, possui peso molecular 720.7 daltons, 16 aceptores de
hidrogénio e 215 A de &area de superficie polar. Abamectina (avermectina), outro
inseticida e acaricida, vastamente utilizado, apresenta um peso molecular de
1732.10 daltons, 6 doadores de hidrogénio, 28 aceptores de hidrogénio e 340 A
de area de superficie polar (LIPINSKI, 1997) e o inseticida Espinosade
(espinosina) possui peso molecular 1477.9 daltons, 22 aceptores de hidrogénio
e 222 A de area de superficie polar, os colocando extremamente fora dos fora
dos parametros propostos por Lipinski. Essas observacdes ressaltam a
importancia de considerar a eficicia real dessas substancias na prética, além de
apenas os parametros da Regra de Lipinski, quando se avalia sua aplicacédo

como agrotéxicos.

Citotoxicidade

Nossos testes de citotoxicidade revelaram que as moléculas analogas a
tebufenozida apresentaram diferentes niveis de toxicidade para a cultura de
células. As concentracBes nas quais a citotoxicidade foi observada estdo

resumidas na Figura 4.

A comparacdo entre as médias das diferentes moléculas indica que
F0373-0541 e F0147-0409 tendem a ter um impacto positivo na viabilidade
celular em comparacdo com F3141-0007, na mesma concentracdo. Ainda, a
relacdo entre a concentracdo das moléculas e a viabilidade celular ndo segue
uma tendéncia Unica, destacando a importancia de analisar individualmente o

efeito de cada molécula.
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FIGURA 4 Viabilidade celular em resposta a exposicdo das moléculas em
diferentes concentragcdes. Os grupos incluiram DMSO (controle), Célula
(controle), F3141-0007, F0147-0409 e F0373-0541. A analise de variancia
(ANOVA), revelou diferencas significativas entre os grupos (F = 10.1, gl1 = 4, gI2
=9.67, p = 0.002). Fonte: Wegner, J. (2023)

Atividade agonista

O bioensaio repdrter para expressar o gene luciferase em células S2 foram
obtidos a partir de uma curva dose-resposta com o hormdnio natural 20-
hidroxiecdisénio. Apenas o composto 20-Hidroxiecdisdnio (controle) demonstrou
alta atividade agonista como esperado (Tabela 2), apresentando logeC50 de -
4.930, indicando que a substancia é eficaz em concentracdes relativamente

baixas para produzir seu efeito desejado (Figura 5).

71



10

11

12

Dose-Resposta

100 )

50

Resposta

0 | 1 . 1 | 1
-10 -8 -6 -4 -2

Log (concentration (M)) 20-Hidroxiecdisdnio

FIGURA 5 Curvas sigmoides de dose-resposta do controle positivo 20E. Fonte:
Wegner, J. (2023)

Os compostos foram testados em concentracdes maximas micro molar ndo
toxicas para as culturas celulares. Nao foram observadas respostas agonistas,
levando a conclusdo de que as trés moléculas analogas a tebufenozida nao

apresentam potencial para atuarem como agonistas comerciais (Figura 6).

Tabela 2 Atividade agonista de ecdisterdides para 20E e trés compostos
esteroides testados para células S2

Molécula Concentracao (M) Atividade agonista
F0147-0409 1073,107%; 107 Inativo

F0373-0541 1073,107%; 107 Inativo

F3141-0007 107%; 107°; 10™ Inativo
20-Hidroxiecdisonio (20E) 1073 Ativo

Considerando que as moléculas testadas sdo analogas a tebufenozida,
pode-se corroborar com Zotti et al. (2013) e Pinto et al. (2019) que tebufenozida

nao possui alta atividade contra Diptera.
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FIGURA 6 Efeito agonista observado para as trés moléculas analogas a
tebufenozida na linhagem celular S2. A atividade agonista das moléculas foi
comparada com a concentracdo de 1000uM do horménio 20-Hidroxiecdisdnio
(20E) e DMSO (Solvente de diluicdo das moléculas) como controle. Ha diferenca
significativa do mensuramento da luminescéncia medida em comparacdo ao
controle com 20-Hidroxiecdisénio segundo a analise de variancia (ANOVA) (F=
243, GL 1=9; GL 2= 7,96; P<0.0001). Wegner, J. (2023)

Atividade antagonista

Ensaios biol6gicos realizados em culturas celulares de insetos, com o
objetivo de avaliar a atividade antagonista do receptor nuclear, sédo, em geral,
escassos (Zotti et al., 2013). Em relagéo a atividade antagonista das moléculas
andlogas a tebufenozida testadas, ndo houve efeito significativo quando
comparado a concentracdo de 1000 uyM de 20-hidroxiecdisénio, e, portanto,
neste estudo néo foi encontrada uma atividade antagdnica em células S2 (Figura

7).
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FIGURA 7 Efeito antagonista observado para as trés moléculas analogas a
tebufenozida na linhagem celular S2. A atividade antagonista das moléculas foi
comparada com a concentracdo de 1000pM do horménio 20-Hidroxiecdisdnio
(20E) e DMSO (Solvente de diluicdo das moléculas) como controle. Conforme a
andlise de variancia (ANOVA) (F= 1,92, Gl 1=9; GL 2= 20; P=0,108), o resultado
sugere que as variacdes observadas nas atividades antagonistas ndo séo
estatisticamente significativas ao nivel de significancia escolhido (0,05). Fonte:
Wegner, J. (2023)

Alinhamento e Analise Filogenética
O alinhamento dos receptores de ecdisterdides selecionados demonstrou
como as areas de dominio de ligacdo ao DNA (DBD, regido C) e o dominio de

ligacdo ao ligante (LBD, regido E) sédo altamente conservados (Figura 8).

A arvore filogenética resultante auxiliou na compreensao das relacdes evolutivas
entre os receptores de ecdisterdides de diferentes espécies e seus homélogos,
e as ramificacbes na arvore refletem as similaridades genéticas entre as

sequéncias e forneceram informacdes sobre a evolucao desses receptores.
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FIGURA 8 Alinhamento de 45 sequéncias do receptor de ecdisterdides (EcR) de
diversos artropodes, demonstrando a similaridade da area conservada. Fonte:
Wegner, J. (2023).

Conforme ja descrito por Zdobnov e Bork (2007), os progressos recentes
na filogendmica de insetos revelaram uma aceleracdo gendmica das taxas
evolutivas em Diptera (moscas, mosquitos) e Lepidoptera (borboletas,
mariposas) e foram confirmadas pela arvore filogenética obtida (Figura 9). A
compreensao da conservacéo e da diversidade desses dominios em espécies
de insetos € fundamental para a investigacdo de respostas a ligantes que

desempenham um papel essencial no desenvolvimento, reproducdo e

comportamento dos insetos.
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FIGURA 9 Topologia predefinida da filogenia do receptor de ecidsteroide de
diversos artropodes, compreendendo as ordens Diptera, Hemiptera, Coleoptera,
Himenoptera, Lepidoptera, Isoptera, Thysanoptera, Neuroptera e Syphonaptera,
além de outros artopodes. A topologia foi testada por andlise de bootstrap com
1000 réplicas. Os numeros abaixo do ramo indicam as porcentagens de
bootstrap. Fonte: Wegner, J. (2023).
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Modelagem molecular por homologia

As estruturas previamente conhecidas das espécies de insetos
desempenharam um papel fundamental para obtencdo do modelo homdlogo de
Drosophila melanogaster (Figura 10). A figura 10 apresenta a modelagem
tridimensional obtida do Dominio de Ligacdo ao Ligante (LBD) do receptor de
ecdisterdides de Drosophila melanogaster. A modelagem foi realizada com base
em sequéncias de aminoacidos obtidas por meio de alinhamento com estruturas

de referéncia de receptores de ecdisterdides previamente caracterizados.

FIGURA 10 Modelo homoélogo de Drosophila melanogaster obtido através das
estruturas dos receptores de Heliothis virescens, Bemisia tabaci e Tribolium
castaneum. Fonte: Wegner, J. (2023).

Andlise in silico e docking molecular

A regido do sitio ativo do ligante obtido pelo Make Receptor (OpenEye
Scientific Scientific) resultou em um valor final de 1,742 A. O numero de
conformacdes geradas pelo OMEGA (OpenEye Scientific Scientific) foi de 443,
com uma média de 147,66 conformagdes por molécula.

llustrou-se a topologia das interacbes moleculares, a fim de visualizar a
conformacdo da proteina em seu sitio de ligacdo, visto que as interagbes

moleculares desempenham um papel fundamental na compreenséo de como as
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moléculas interagem com alvos especificos no organismo, como proteinas,
enzimas ou receptores.

A molécula F0147 (Figura 11) apresentou dezenove aminodcidos
envolvidos, sendo quinze aminoacidos com interacdes de van der Waals, dois
aminoacidos com interacao Tr-alquil, um aminoacido com interacdo - T T-
Shaped e um amino&cido que formou ponte de hidrogénio.

A molécula FO373 (Figura 12) apresentou vinte e dois aminoéacidos
envolvidos, sendo quatorze aminoacidos com interacbes de van der Waals,
quatro aminodcidos com interacdo alquil e Tr-alquil, um aminoacido com
interacao Tr-sulfur, dois aminoacidos com interacdo carbono-hidrogénio, e um
aminoacido que formou duas pontes de hidrogénio.

A molécula F3141 (Figura 13) apresentou vinte e um aminoacidos
envolvidos, sendo dezessete aminoacidos com interacdes de van der Waals,
dois aminoacidos com Tr-alquil, um aminoacido com interacdo T-sigma e um
aminoacido que formou uma ponte de hidrogénio.

Em todas as interacdes, pode-se observar um grande numero de
interacdes intermoleculares de van der Waals. Neste contexto, as for¢as de van
der Waals podem contribuir para a estabilidade geral da interacdo receptor-
ligante, proporcionando uma forca atrativa adicional entre as moléculas (Oliveira
et al., 2013).

Todas as pontes de hidrogénio presentes estdo interagindo com o
aminoacido Tirosina 120, importante aminoacido na interagdo com a cadeia
alifatica do horménio 20E, o que sugere uma maior especificidade e forca
direcional a interacdo, influenciando a afinidade e a seletividade do ligante

(Oliveira, 2015). As interacbOes alquila e Tr-alquila podem contribuir para a
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estabilidade da ligacéo ligante-receptor (Fokoue et al., 2020). As interacdes
carbono-hidrogénio e tr-enxofre contribuem significativamente para a afinidade
de ligacdo ao ligante (Horovitz e Trievel, 2012); e a interagcdo Tr-sigma, sao
interacOes fortes, que envolve em grande parte a transferéncia de carga,
ajudando a intercalar o farmaco no sitio de ligacéo do receptor (Arthur e Uzairu,
2019).

Em resumo, a interacao entre um receptor e um ligante é frequentemente
uma combinacdo complexa dessas varias interagbes moleculares. A
compreensao desses elementos é crucial para o desenvolvimento de farmacos
e para entender os mecanismos bioquimicos envolvidos em processos como 0
reconhecimento molecular e a sinalizagao celular. Cada tipo de ligacao contribui

para a especificidade, afinidade e estabilidade geral da interagéo.
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Consideracdes finais

Atualmente, as técnicas de triagem virtual e docking molecular tém
ocupado lugar de destaque quando se trata da identificacdo de novos compostos
bioativos. As analises in silico funcionam como uma ferramenta inicial de
pesquisa, ajudando a orientar estudos e reduzir custos financeiros e tempo.
Neste trabalho, pode-se concluir que as moléculas analogas a tebufenozida ndo
tiveram atividade no receptor de ecdisteroides de dipteros no teste in vitro.

Apesar de ter se observado a ocorréncia de interacdes quimicas
satisfatorias entre o ligante e o receptor, os resultados dos testes in vitro obtidos
nao foram favoraveis. Mesmo com a conformidade aos parametros de Lipinski,
nao foi possivel obter atividade biolégica em linhagem S2. Em seu trabalho,
Billas et al. (2003), obteve trés ligactes de pontes de hidrogénio entre o receptor
e o ligante, em seu trabalho com analogos a tebufenozide, enquanto que em
nossos experimentos obtivemos no maximo duas ligacbes de pontes de
hidrogénio entre o receptor e o ligante. Isso indica que numero de pontes de
hidrogénio entre um ligante e o receptor pode ter implicacdes significativas na
interacdo molecular e, consequentemente, na atividade bioldgica, visto que a
formacdo de mais pontes de hidrogénio geralmente esta associada a interacdes
mais fortes e especificas, o que pode resultar em uma maior eficacia do ligante
no contexto bioldgico.

Portanto, sugere-se testar as moléculas deste trabalho in vivo e em
células de insetos de outras ordens, a fim de verificar sua atividade no receptor

de ecdisteroides.
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Consideracoes finais:

Neste trabalho, foram abordadas duas estratégias diferentes, entretanto
complementares, na busca de compostos cujo alvo foi o receptor de
ecdisteroides. A primeira estratégia teve como destaque o potencial dos
metabdlitos secundarios de samambaias e sua interacdo com o receptor de
ecdisteroides de Drosophila melanogaster. A segunda estratégia corroborou
com outros trabalhos sobre a eficacia limitada de anélogos de tebufenozida em
insetos dipteros, apontando para a necessidade de explorar outras ordens de

insetos.

O estudo sobre metabdlitos secundarios de samambaias ressaltou a
importancia de explorar a biodiversidade vegetal em busca de solugcbes
inovadoras para o controle de pragas. A especificidade para o receptor de
ecdisteroides destaca uma abordagem altamente direcionada, potencialmente
resultando em inseticidas mais seletivos e menos impactantes no meio

ambiente.

Por outro lado, constatou-se que compostos analogos a tebufenozida nao
sao efetivos em dipteros, apontando para a complexidade da resposta biol6gica
e ressaltando a importancia de considerar a diversidade dos insetos ao

desenvolver novos inseticidas.

Ambos os caminhos destacam a necessidade de uma pesquisa continua
e abrangente para enfrentar os desafios crescentes associados a resisténcia de

insetos e ao desenvolvimento de inseticidas mais eficazes e seletivos.
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