PERSPECT'VASW CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

EMPREGO DE INIBIDORES DE PROTEASE VEGETAIS COMO FERRAMENTA
BIOTECNOLOGICA ALTERNATIVA NO CONTROLE DE PRAGAS

Caio Fernando Ramalho de Oliveira
Doutorando em Biologia Funcional e Molecular/Laboratorio de Quimica de Proteinas/UNICAMP/SP
c4io_bio@yahoo.com.br

Maria Ligia Rodrigues Macedo

Pos-doutora em Fisiologia Vegeta/UNICAMP/SP

Laboratorio de Purificagdo de Proteinas e suas Fungdes Biologicas/UFMS/MS
bioplant@terra.com.br

RESUMO

Estatisticas ddo-nos conta que em 2050 a populagdo humana sera de 9,1 bilhdes de habitantes. Nestas
circunstancias, recursos basicos como agua ¢ alimentos tornar-se-do escassos. Em especial, o fornecimento
de alimento para a populacdo em rapida expansdo sera um desafio para a humanidade. Ha muito tempo o
homem busca maneiras de combater as perdas agricolas. A introdu¢@o dos inseticidas quimicos nas lavouras
foi muito importante, no entanto, seus efeitos toxicos sdo indesejados. Por isso, a busca por agentes
inseticidas que ndo apresentem efeitos indesejaveis sobre a saude e ao meio ambiente tornou-se necessaria.
Dentre as possibilidades existentes, a biotecnologia de plantas aparece como uma importante ferramenta para
o controle de pragas, auxiliando no oferecimento de alimento com uma menor carga de produtos toxicos. Os
inibidores de proteases constituem uma interessante classe de proteinas vegetais bioinseticidas com potencial
biotecnologico. Durante décadas seu uso no combate a pragas agricolas vem sendo estudado e plantas
transformadas expressando diferentes inibidores apresentaram resultados satisfatorios, mostrando
perspectivas animadoras de sua aplicacdo como ferramenta biotecnoldgica para a protecdo dos cultivares.
Nesta revisdo apresentamos algumas informacdes sobre a biologia destas moléculas vegetais e sua historia,
relatos de trabalhos onde sua atividade inseticida foi estudada em plantas modificadas geneticamente e ainda
o futuro desta tecnologia, que podera envolver a combinagdo de diferentes proteinas inseticidas e até mesmo
a fusdo de proteinas para a obteng@o de plantas mais eficientes.
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ABSTRACT

Statistics give us account that in 2050 the human population will be 9.1 billion people. In these
circumstances, basic resources like water and food will become scarce. In particular, the supply of food for
the rapidly growing population that will be a challenge for humanity. Long ago, the man seeks ways to
combat crop losses. The introduction of chemical insecticides in crops was very important, however, its toxic
effects are unwanted. Therefore, the search for insecticidal agents that do not show adverse effects on health
and the environment has become necessary. Among the possibilities, the plant biotechnology appears as an
important tool for pest control, assisting in the delivery of food with a lower burden of toxic products. The
protease inhibitors constitute an interesting class of biopesticide plant proteins with biotechnological
potential. For decades its use against agricultural pests has been studied and transformed plants expressing
different inhibitors showed satisfactory results, showing positive outlook of its application as
biotechnological tool for the protection of the cultivars. In this review we present some information about the
biology of plant molecules and their history, studies where its insecticidal activity was studied in genetically
modified plants and even the future of this technology, which may involve a combination of different
insecticidal proteins and even the merging of proteins to obtain the most efficient plants.

Keywords: biotechnology, pest control, transgenic plants, insecticide proteins.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da populagdo mundial estimado em 34%, a produgdo agricola destinada a
alimentagdo e produgdo de biocombustiveis tera de aumentar pelo menos 70% (FAO, 2009). Ou seja, caso
nao haja uma consideravel elevacdo da produtividade agricola instalaremos uma condicdo permanente de
déficit alimentar. Sabe-se ainda que uma consideravel parcela da produgdo mundial de alimentos, que pode
chegar a 20% para as principais culturas, perde-se devido ao ataque de insetos-praga, um fator limitante na
producdo de alimento (FERRY et al., 2004; ABRAMILHO, 2010) isso sem contabilizarmos os prejuizos
provenientes dos ataques de nematoides e microrganismos fitopatogénicos. Este problema ¢ ainda mais grave
nas regides tropicais e subtropicais onde o clima altamente propicio e a imensa oferta alimentar
aprovisionam um ambiente favoravel a reproducdo de insetos, exigindo grandes esfor¢cos para suprimir a
densidade populacional de diferentes pragas agricolas, para manter um fornecimento adequado de alimento.
Ainda hoje, a maior parte dos métodos disponiveis para o controle de pragas emprega inseticidas quimicos
ambientalmente agressivos e altamente tOxicos ao ser humano, que apresentam uma baixa relacdo
custo/beneficio, uma vez que a aplicacdo sistematica nas lavouras leva a uma redug¢@o média nas perdas de
somente 7% (OERKE et al., 1994; CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002). Este fato associado a todos os
maleficios provenientes de seu uso, tanto do ponto de vista ambiental quanto de saude publica, justificam o
desenvolvimento de pesquisas que originem ferramentas alternativas para solucionar este problema.

Assim, o principal desafio estd em aumentar e sustentar a produtividade agricola com uma menor
dependéncia do emprego de agroquimicos. Até recentemente, variedades de plantas resistentes a pragas tém
sido obtidas basicamente através da aplicagdo dos principios da genética mendeliana classica e métodos de
melhoramento convencional de plantas (BABU et al., 2003). Os recentes avancos na biologia celular e
molecular abriram novos caminhos para a producdo de animais geneticamente modificados (transgénicos) e
plantas com novas propriedades genéticas. Estas culturas muitas vezes mencionadas como geneticamente
modificadas (GM), representam uma oportunidade promissora no manejo integrado de pragas (MIP).
(BABU et al., 2003). Em relacdo aos genes que conferem as plantas resisténcia a insetos, muitos candidatos
vém sendo avaliados, dentre eles diversos genes isolados de diferentes espécies vegetais. Nesta revisdo
daremos énfase na transformagdo de plantas que expressam genes de inibidores de protease, tornando-as
resistentes ao ataque de insetos.

2. VISAO GERAL SOBRE OS INIBIDORES DE PROTEASE

Inibidores de protease sdo proteinas ou peptideos capazes de inibir a atividade catalitica de enzimas
proteoliticas (LINGARAJU & GOWDA, 2008). Sua existéncia na natureza foi relatada pela primeira vez no
século XIX por Fermi & Pernossi (1894). Estas moléculas sdo encontradas em todas as formas de vida, no
entanto, sdo mais estudados em familias de plantas como Fabaceae, Poaceae ¢ Solanaceae, sendo detectadas
em Orgaos vegetativos, reprodutivos e de reserva (MACEDO et al., 2009). Recentemente, a presenga de
inibidores em outras familias botanicas, tais como a Cactaceac (Angiospermas), além de relatos da
ocorréncia destes em familias de Gimnospermas (Cycadales, Coniferales e Ginkoales) tem sido registrado.
(SAWANO et al., 2008; TORRES-CASTILLO et al., 2009). Estudos apontam que em plantas, os inibidores
apresentam variadas fungdes, podendo atuar como reguladores de proteases endodgenas, proteinas de reserva
e como agentes de defesa vegetal contra insetos, microrganismos € outros animais herbivoros
(RICHARDSON, 1977). As moléculas descobertas até o momento sdo especificas para cada uma das 4
classes de enzimas proteoliticas e sdo classificadas em inibidores de serino-, cisteino-, aspartico- ¢
metaloprotease (RICHARDSON, 1977; MACEDO et al., 2007). Diferencas entre estruturas primarias e
topologia sdo observadas entre os inibidores de diferentes familias, ainda assim, seu mecanismo de agdo ¢
bastante preservado (CARLINI & GROSSI DE SA, 2002). A inibi¢do da atividade catalitica é alcancada pela
interagdo entre o inibidor e o sitio catalitico enzimatico, fato que os caracteriza como competitivos.

A regido molecular responsavel pela formagdo do complexo enzima-inibidor é chamada de sitio
reativo e apresenta uma composi¢do de aminoacidos diferente para cada uma das classes de inibidores. Esta
diferenca de composi¢do de aminoacidos ¢ que determina a especificidade de um inibidor para uma
determinada classe de enzimas. O sitio reativo ¢ entdo reconhecido pela enzima, ocorrendo a formagdo do
complexo. Na Figura 1 podemos observar a representacdo da estrutura tridimensional de um inibidor de
tripsina (ILTI) isolado de sementes de Inga laurina (MACEDO et al., 2007), espécie popularmente
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conhecida como ingd branco. Este inibidor pertence a familia Kunitz de inibidores de serinoprotease e
apresenta uma massa molecular de 20 kDa. Além da regido N-terminal e C-terminal, estd presente o
aminoacido lisina localizado na posicao 64 (Lys64). Tal residuo esta presente no sitio reativo de ILTI e ¢
reconhecido, especificamente, pelo sitio de ligacdo primario da enzima tripsina (Figura 1A), e por isso ¢
denominado residuo P;. Esta caracteristica, a presenca de uma lisina na posi¢do P1, determina que ILTI seja
especifico para serinoproteases do tipo tripsina. Na figura 1B, ainda ¢ possivel observar as interagdes
moleculares formadas durante o complexo enzima-inibidor. O atomo de oxigénio do residuo de Lisina 64
interage com o grupo hidroxila do residuo de Serina 195, formando uma ponte de hidrogénio de 2,92 A. Esta
interagdo € favorecida pela atragdo que os residuos Histidina 57 e Aspartato 102 promovem ao redor do
residuo Serina 195, também representada na figura 1B como linhas pontilhadas (Macedo et al., 2011). Além
das pontes de hidrogénio, outros elementos como for¢as de van der Waals e interagdes hidrofdbicas estdo
envolvidos nas intera¢des entre os inibidores e as proteases (BIRK, 2003).

C-terminal

Lys64

M-terminal

Figura 1 - Representagdo da estrutura tridimensional do inibidor de tripsina de /nga laurina. (A) Visdo geral
da formagdo do complexo entre o inibidor e a enzima tripsina e (B) detalhe da interacdo entre o residuo de
Lisina 64 e os residuos da triade catalitica (Ser195, His57 e Asp102) presentes no sitio catalitico durante a
formagdo do complexo (adaptado de MACEDO et al., 2011).

Tradicionalmente, os inibidores tém sido agrupados em familias conhecidas como Kunitz, Bowman-
Birk, Batata I e II, Abdbora, Cevada, Cistatinas, Thaumatin-like ¢ Ragi A1 (RICHARDSON, 1991; BIRK,
2003; OLIVA et al., 2010). Dentre todas as familias de inibidores de serinoproteases, as familia Kunitz e
Bowman-Birk sdo as mais estudadas e melhor caracterizadas. O padrio estrutural da maioria dos inibidores
da familia Kunitz ¢ uma cadeia polipeptidica tnica de aproximadamente 20 kDa contendo duas pontes
dissulfeto (cys39 — cys86 e cys136 — cysl145) e a presenca de um Unico sitio reativo (KOIDE et al., 1973;
LEHLE et al., 1994; OLIVA et al., 2010). O estudo cristalografico de inibidores depositados em bancos de
dados revela que estes possuem uma estrutura terciaria globular, composta por 12 folhas B-pregueadas
antiparalelas interligadas por longos “loops”. Inibidores da familia Bowman-Birk possuem massa entre 8-10
kDa, bem como um alto contetido de cisteina (geralmente 14, formando 7 pontes dissulfeto) e apresentando
ainda dois sitios reativos (RICHARDSON, 1991, BHATTACHARYYA & BABU, 2009) com a capacidade
de inibir simultaneamente e independentemente duas proteases distintas, como tripsina e quimotripsina
(CARLINI & GROSSI DE SA, 2002).
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O emprego de inibidores vegetais no combate as pragas agricolas é pertinente, pois as proteases
intestinais de insetos representam um interessante alvo, possuem ocorréncia indiscriminada e sdo
indispensaveis aos processos de digestdo e absor¢do de nutrientes (FRANCO et al., 1999). Quando o
alimento contendo inibidor chegar ao intestino médio do inseto, ele ira se complexar com as proteases
cognatas, ¢ estas serdo inativadas. Ou seja, neste momento havera um comprometimento do processo
digestivo, haja vista que algumas enzimas encontram-se impossibilitadas de realizar a catalise enzimatica,
como mostra a Figura 2. O resultado da inativacdo das proteases intestinais tem efeito direto na eficiéncia
digestiva bem como sobre a disponibilidade ¢ a absor¢do de nutrientes, podendo eventualmente levar a morte
por inanicao (GATEHOUSE et al., 1979; MACEDO et al., 2002).
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Figura 2 - Representagdo do processo digestorio na presenga de inibidores de protease. O esquema mostra
que uma parcela das enzimas é temporariamente inativada pela formagdo do complexo enzima-inibidor,
diminuindo a eficiéncia do processo de digestorio.

Desde sua descoberta, ainda no século XIX até os dias de hoje, um grande conjunto de
conhecimentos acerca da estrutura ¢ atividade bioldgica dos inibidores de protease foram somados. Mais
tarde, a partir do isolamento de genes que codificam inibidores em diferentes espécies vegetais foi possivel,
através do desenvolvimento da biotecnologia vegetal, expressar estas moléculas em plantas geneticamente
modificadas. Os estudos agora caminham para a avaliagdo do potencial destas plantas transformadas em
campo, com o intuito de a médio-longo prazo, oferecer ao mercado agricola uma alternativa efetiva no
combate a pragas de diferentes lavouras.

3. A HISTORIA DA BIOTECNOLOGIA VEGETAL RELACIONADA A DEFESA DE PLANTAS

A continua necessidade de aumentar a produgdo de alimentos requer o desenvolvimento e a
aplicacdo de ferramentas biotecnologicas inovadoras capazes de oferecerem variedades de culturas
melhoradas, oportuna e economicamente rentaveis (HAQ et al., 2004). Um marco nesse campo foi a
introducdo de genes de proteinas entomotoxicas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) em plantas. A bactéria
foi primeiramente descoberta no Japdo em 1902 (BABU er al., 2003) e as delta-endotoxinas, toxinas Bt ou
ainda conhecidas como toxinas Cry, sdo proteinas com propriedades inseticidas produzidas durante a fase da
esporulagdo, que tem sido utilizadas como inseticida comercial por mais de duas décadas. Estas toxinas sdo
especificas para insetos da ordem Lepidoptera (OLSEN & DALY, 2000) e promovem o rompimento das
células do intestino médio. Elas sdo dissolvidas pelo suco alcalino no Iumen intestinal e convertidas pelas
proteases do inseto alimentado em fragmentos toxicos (BABU et al., 2003). A partir dai, agrupam-se em
oligbmeros, criando poros na membrana intestinal, levando a morte do inseto pela descompartimentalizacdo
gerada. As primeiras culturas transgénicas de milho, algodao e batata resistentes a insetos expressando genes
Bt foram langadas comercialmente nos Estados Unidos em 1995 (FAN & WU, 2005), e desde 1996 ao ano
2000 a area plantada de culturas transgénicas aumentou de 1,7 para mais de 44 milhdes de hectares (JAMES,
2000; BABU et al., 2003).
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De acordo com Haq et al. (2004), genes Bt ja perfazem 98% de todos os genes empregados no
desenvolvimento de culturas transgénicas. No entanto, existem algumas limitagdes no uso de plantas Bf que
devem ser consideradas, por exemplo: 1) a persisténcia da toxina Bt ao longo de todo o periodo de
crescimento da planta seleciona intensivamente a resisténcia de insetos (HAQ et al., 2004; MOAR et al.,
1995; FAN & WU, 2005); 2) a variedade de insetos que podem ser controlados por estas toxinas ¢
relativamente pequena (HAQ et al., 2004). Além disso, outro ponto importante € que a atividade inseticida
exercida pelas proteinas B¢ tem um complexo modo de agdo, ja que muitas classes destas pré-toxinas devem
ser proteoliticamente ativadas para exercerem seu papel funcional. Uma série de trabalhos baseados em
observagdes de laboratorio, estufa e campo sobre a resisténcia de insetos a plantas expressando proteinas Bt
tem sido relatada (TABASHNIK et al., 2000, FERRE & VAN RIE, 2002; JANMAAT & MYERS, 2003),
apesar do curto espaco de tempo transcorrido desde o inicio de sua comercializa¢do. No mais recentemente
deles, Tabashnik et al. (2008) observaram que Helicoverpa zea desenvolveu resisténcia ao algoddo Bt
cultivado no Arkansas e Mississipi.

4. INIBIDORES ENZIMATICOS COMO FERRAMENTA BIOTECNOLOGICA ALTERNATIVA

A resisténcia adquirida por parte dos insetos impulsiona pesquisas por novas ferramentas para o
controle de pragas. Dentre elas, a transformag@o de plantas com genes de inibidores enzimaticos como uma
ferramenta biotecnoldgica alternativa no combate de insetos-praga ganha forga. Muitos pesquisadores
defendem seu uso por constituir uma estratégia de defesa utilizada extensivamente pelas plantas (THOMAS
et al., 1995; BABU et al., 2003). Outro ponto interessante ¢ que seu emprego em culturas transgénicas nao
deixaria resquicios de inseticidas nas plantas ou no solo e, além disso, ndo acarretaria efeitos sobre outros
insetos que ndo se alimentem exclusivamente da planta (os principais pontos negativos do emprego dos
inseticidas quimicos convencionais).

Atualmente, as plantas podem ser transformadas com genes de inibidores associados a fortes
promotores para expressa-los em niveis relativamente altos em intervalos de tempos especificos (DUAN et
al., 1996; COLFALONIERI et al., 1998; MOCHIZUKI et al., 1999). Este efeito toxico agudo dificulta a
adaptacdo por parte dos insetos. A expressdo destes também pode ocorrer em tecidos particularmente
vulneraveis ao ataque, como sementes, ou induzidos através de ferimentos no tecido atacado pela
mastigagao, como as folhas (DATTA et al., 1998; MOCHIZUKI et al., 1999; LARRY & RICHARD, 2002).
Baseado nos diversos estudos publicados acerca do papel destas proteinas em cultivares transgénicos,
verificou-se que inibidores de serinoproteases sdo preferencialmente efetivos contra insetos da ordem
Lepidoptera (MC MANUS et al., 1994; YEH et al, 1997) enquanto os de cisteinoprotease sdo
preferencialmente efetivos contra insetos da ordem Coleoptera (LECARDONNEL et al., 1999; LEPLE et
al., 1995).

A expressdo de inibidores em plantas transgénicas foi primeiramente demonstrado por Hilder et al.
(1987), através da expressdo do gene do inibidor de tripsina (CpTI) do feijdo caupi (Vigna unguiculata) em
tabaco, conferindo resisténcia a uma grande variedade de insetos-praga, incluindo espécies dos géneros
Heliothis e Spodoptera (Lepidoptera), Diabrotica e Anthonommous (Coleoptera) e Locusts (Ortoptera)
(GATEHOUSE et al., 1992). Apos este estudo de sucesso, muitos outros inibidores de diversas espécies
vegetais vém sendo estudados e empregados na transformacao de plantas. Na revisdo bibliografica de Fan &
Wu (2005) sdo apresentados mais de 50 trabalhos de plantas transg€nicas expressando inibidores de
diferentes familias resistentes a insetos, com esta caracteristica passada por varias geragoes. Contudo, plantas
transgénicas expressando IP ainda ndo sdo comercializadas. Além de apresentar atividade inseticida, os
inibidores vegetais sdo efetivos contra nematoides, virus, bactérias e fungos patogé€nicos, podendo exercer
um efeito protetor cumulativo para as plantas. Os inibidores sdo componentes comuns em alimentos vegetais
destinados a alimentagdo de seres humanos e animais e, facilmente inativados pelo cozimento; assim a
introducdo dos genes destes em plantas cultivadas pode ser considerada segura (DUAN et al, 1996;.
COLFALONIERI ef al. , 1998;. MOCHIZUKI et al, 1999; LARRY & RICHARD, 2002, BABU et al.,
2003).

Apesar de todos os beneficios, os genes de IP apresentam certas limitagdes: uma das mais
preocupantes ¢ que diferentes espécies de insetos sdo afetadas diferencialmente quando alimentadas com o
mesmo inibidor. Considerando a alta complexidade das intera¢es entre protease/inibidor ¢ a diversidade de
enzimas proteoliticas utilizadas pelas diversas pragas no processo de digestdo do alimento, a escolha de um
IP e sua especificidade representa um ponto crucial no sucesso de qualquer estratégia de controle que
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dependa da inibi¢cdo enzimatica. Primeiramente, a escolha de um inibidor deve ser baseada em um profundo
entendimento do sistema bioldgico de uma praga especifica, baseado em testes in vitro e in vivo.

Muitos inibidores tém sido utilizados em estudos aprofundados e muitos outros tém sido isolados e
apresentado diferentes respostas contra espécies de pragas. No entanto, a resisténcia do inseto pode surgir
apos a exposi¢do prolongada e pressoes seletivas mediadas por uma proteina inseticida ou gene de resisténcia
(LAWRENCE & KOUNDAL, 2002). A menos que a estratégia biotecnologica seja desenhada e
implementada para superar estes problemas, esta se tornara ineficaz com o passar do tempo como qualquer
estratégia de gestdo baseada no emprego de pesticidas. Assim como as plantas transformadas que
expressaram apenas as proteinas Bt ndao obtiveram um completo sucesso, ¢ presumivel que o mesmo
aconteca com os inibidores vegetais. A combinagdo de inibidores e outras proteinas inseticidas ou que
provoquem algum tipo de estresse no inseto sugere que esta técnica pode levar a niveis mais satisfatorios de
controle (ZHAO et al., 1998; CORNU et al., 1996; FRANCO et al., 1999; SHARMA et al., 2000; BABU et
al., 2003). Lectinas, inibidores de a-amilase e as proteinas inativadoras de ribossomos (RIP) constituem um
grupo de proteinas vegetais que poderiam ser utilizadas em sinergismo com os inibidores de protease. Estas
proteinas sdo estudadas por diversos grupos e apresentam o mesmo potencial de aplicagdo biotecnoldgica
dos inibidores (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002).

5. O FUTURO DOS INIBIDORES DE PROTEASES E A BIOTECNOLOGIA DE PLANTAS

Com o conhecimento adquirido acerca dos mecanismos de resisténcia apresentado pelas diferentes
espécies de insetos-praga, a nova geracdo de plantas geneticamente modificadas emprega diferentes
ferramentas de estudo biotecnologico: genes de proteinas Bt em conjunto aos genes de inibidores. Muitos
inibidores de serinoprotease sdo capazes de potencializar a atividade inseticida de toxinas Cry em 3
diferentes ordens de insetos: Coleoptera, Lepidoptera e Diptera (HILDER et al., 1987; MACINTOSH et al.,
1990; PARDO-LOPEZ et al., 2009). Este novo enfoque esta baseado no processo de piramidagio de plantas,
na qual duas ou mais proteinas corroboram para uma maior eficiéncia no controle do desenvolvimento e
sobrevivéncia do inseto-praga.

A presenca de niveis extremamente baixos de inibidores aumenta a atividade inseticida de algumas
proteinas Cry em até 20 vezes (PARDO-LOPES et al., 2009). Em seus estudos, Macintosh et al. (1990)
observaram a potencializa¢do do efeito de um inibidor de tripsina isolado de sementes de Curcurbita
maxima (CmTI) a uma concentragio 10° vezes abaixo do seu nivel inseticida. Plantas de tabaco expressando
CmTI e a toxina CrylAb mostraram um aumento de 6 vezes na atividade inseticida contra a lagarta do
tabaco, Heliothis virescens, quando comparadas com plantas expressando apenas a toxina CrylAb.

O mecanismo completo pelo qual os inibidores aumentam a atividade das proteinas Cry ainda é
desconhecido, embora eles possam inibir proteases intestinais especificas que normalmente inativariam as
proteinas Bt ou podem limitar a protedlise de proteinas de membrana, aumentando sua meia vida ¢ a
habilidade de ligar-se a proteinas Btz. O mecanismo mais aceito ¢ mostrado na Figura 3. Inicialmente, ha a
solubilizacdo da proteina Cry no limen do intestino médio (1) seguida da ativacdo da pro-toxina e sua
translocagdo através da membrana peritrofica (2). Em seguida, ocorre ligagdo da toxina a receptores
primarios ¢ a clivagem da hélice a-1 (3). Por fim, a oligomerizagdo da toxina e ligagdo a receptores
ancorados a GPI é observada (4). A inser¢do da toxina na membrana acontece, levando a formagdo dos poros
(5) (PARDO-LOPEZ et al., 2010).
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Figura 3 - Modelo do modo de a¢do das proteinas Cry e a potencializagdo de seu efeito exercido por
inibidores de protease (adaptado de PARDO-LOPEZ et al., 2010).

Além da utilizagdo de proteinas B¢ e inibidores enzimaticos, esta nova geragdo de plantas
modificadas apresenta ferramentas inovadoras, como a fusdo de outras proteinas toxicas. Recentemente, o
grupo de pesquisa liderado pelo pesquisador John A. Gatehouse publicou alguns trabalhos onde descrevem a
fusdo de uma lectina vegetal, GNA, isolada dos bulbos de Galanthus nivalis com a toxina ButalT, isolada do
escorpido vermelho africano Mesobuthus tamulus (TRUNG et al., 2006). A partir do conhecimento de que
GNA ¢ transportada para a hemolinfa do inseto apds sua ingestdo, fusionaram as proteinas para que GNA
funcionasse como um transportador da toxina ButalT. A atividade biologica de ButalT/GNA (denominagao
dada a proteina fusionada) foi testada; e os resultados dos bioensaios com dieta artificial contendo a proteina
mostraram que houve elevada mortalidade da lagarta do tomate Lacanobia oleracea (Lepidoptera). Além do
aumento da taxa de mortalidade, houve uma redugdo na taxa de crescimento e¢ na taxa de alimentagdo.
ButalT/GNA foi detectada na hemolinfa das larvas alimentadas, mostrando que o fluxo do intestino para a
hemolinfa ndo foi alterado. Ensaios posteriores também apontaram um efeito altamente tdxico de
ButalT/GNA para uma das praga do arroz, Nilaparvata lugens (Homoptera) (TRUNG et al., 2006).

Fitches et al. (2009) avaliaram o efeito de ButalT/GNA e SFI1/GNA, uma toxina isolada do veneno
da aranha Segestria florentina (SFI1) fusionada com GNA. Ambas as proteinas criadas apresentaram
toxidade para insetos de diferentes ordens, como Lepidoptera, Diptera, Coleoptera e Dictyoptera. Os autores
concluem que as toxinas fusionadas com GNA apresentam uma ampla atividade inseticida com enorme
potencial para o combate as pragas agricolas.

O sucesso desta ¢ de qualquer estratégia que empregue proteinas de defesa no melhoramento de
plantas depende da execugdo de uma sériec de etapas: (1) purificagdo e caracterizagdo da proteina de
interesse, (2) investigacao acerca de sua atividade in vitro e in vivo contra patdgenos, (3) determinacdo da
sequéncia parcial ou total de aminoacidos da proteina, (4) clonagem de cDNAs e DNAs que codificam-na,
(5) estudo da expressdo destes genes sob condigdes normais de desenvolvimento e sob condigoes de estresse,
(6) estudo da expressdo transgénica dos genes transferidos para verificar se estes estdo produzindo as
proteinas correspondentes nas plantas transformadas e (7) verificagdo do aumento da resisténcia nas plantas
transgénicas em campo (GARCIA-OLMEDO et al., 1996).

6. CONCLUSOES

A biotecnologia e as possibilidades criadas por ela sao inimeras. No entanto, & preciso cuidado para
a criacdo e liberacdo de plantas geneticamente modificadas. A populagdo como um todo ainda apresenta
certa hesitagdo em consumir alimentos de origem transgénica, este ¢ um fato que deve ser levado em
consideracdo além de outras questdes de biosseguranca que devem ser estudadas antes da liberagdo do
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transgénico. Outro fato que deve ser esclarecido é que plantas geneticamente modificadas expressando
inibidores ndo serdo a solu¢ao dos problemas agricolas e sim uma ferramenta alternativa empregada junto a
outras ja conhecidas e em desenvolvimento para alcangarmos resultados eficientes. Além disso, estudos que
elucidem o mecanismo de adaptagdo dos insetos as defesas vegetais na interagdo inseto-planta sdo essenciais,
pois conhecendo com maiores detalhes os acontecimentos que levam a este comportamento poderemos
aprimorar a concepgdo de plantas transgénicas, tornado-as eficientes por um maior periodo de tempo.
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