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Resumo

MACHADO, Maicon Roberto Ribeiro. Selecdo de compostos com base na atividade
dos receptores ecdisteroides em linhagens celular S2 e SF9. 2019 58 f. Dissertacdo
(Mestrado) - Programa de Pés-Graduacao em Fitossanidade, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Os analogos de dibenzoilhidrazinas (DAH) foram os primeiros inseticidas
desenvolvidos do grupo de reguladores de crescimento de insetos, chamados
agonistas do receptor de ecdisterdide de insetos. Uma caracteristica notavel das
dibenzoilhidrazinas é a sua alta atividade e especificidade em insetos da ordem
Lepidoptera, além disso, algumas dibenzoilhidrazinas possuem atividade em
insetos da ordem Diptera. Nesse sentido, 0s compostos ndo esteroidais
analogos especificos para ordem Lepidoptera podem apresentar alguma
atividade em células das ordens Diptera e Coledptera. No entanto, para a
descoberta de agonistas do receptor ecdisteréide que tém como alvo outros
grupos de insetos importantes, como Diptera, Sdo necessarios sistemas
eficientes de triagem baseados na ativacdo do receptor ecdisteroide. Neste
estudo, um sistema de triagem baseado em linhagens de células embrionarias
da ordem Lepidoptera (SF9) e Diptera (S2) foram transfectadas e adicionados
plasmideo repérter especifico. Este sistema de Triagem de alto desempenho
HTTS foi desenvolvido com o intuito de descobrir e avaliar compostos que
possuem atividade agonista ou antagonista do receptor ecdisteroides. Para
validacdo dos sistemas de triagem, obteve-se curvas doses respostas da
atividade agonista do hormonio natural de insetos o 20 H e Fitoesterdide
Ponasterona A andlogos da ecdise, para ambas linhagens celular S2 e SF9. Uma
biblioteca de vinte e trés compostos foram realizados testes de citotoxidade e
guatorze compostos apresentaram viabilidade celular inferior a 80%, e foram
descartados. Nove compostos apresentaram viabilidade celular de no minimo
80% e foram testados no sistema de triagem de células da ordem Diptera e
Lepidoptera. Os nove compostos testados ndo apresentaram atividade agonistas
nas duas linhagens de células de diptera e lepidoptera. Dois compostos
nomeados de DAF-2 e DAF-4 apresentaram atividade antagonista bloqueando
o receptor nuclear parcialmente em ambas linhagens celulares em comparacéo
ao hormonio natural 20 H.

Palavras-chave: Biotecnologia Celular; 20-Hidroxiecdis6nio; Ponasterona-A;
bioprospeccéo de novos compostos; linhagens celulares.



ABSTRACT

MACHADO, Maicon Roberto Ribeiro. Compound screening based on
ecdysteroid receptor activity in S2 and SF9 cell lines 2019 58 f. Dissertation
(Master degree) - Graduation Program in Crop Protection, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2019

Dibenzoylhydrazine analogues (DAHSs) were the first insecticides developed from
the group of insect growth regulators called insect ecdysteroid receptor agonists.
A notable feature of dibenzoylhydrazines is their high activity and specificity in
insects of the order Lepidoptera, in addition, some dibenzoylhydrazines have
activity in insects of the order Diptera. Hence, non-steroidal analogue compounds
specific to the order Lepidoptera may present some activity in cells of the Diptera
and Coleoptera orders. However, for the detection of ecdysteroid receptor
agonists targeting other important insect groups, such as Diptera, efficient
screening systems based on ecdysteroid receptor activation are required. In this
study, a screening system based on Lepidoptera (SF9) and Diptera (S2)
embryonic cell lines were transfected and specific reporter plasmids were added.
This HTTS high performance screening system was developed aiming to
discover and evaluate compounds that have ecdysteroid receptor agonist or
antagonist activity. To validate the screening systems, we prepared dose
response curves on agonist activity of the natural hormone of insects 20 H and
Phytosteroid Ponasterone A ecdysis analogs, for both cell lines S2 and SF9. A
library of twenty-three compounds were tested for cytotoxicity and fourteen
compounds resulted in cell viability below 80% and were discarded. Nine
compounds resulted on cell viability of at least 80% and were tested in the cell
screening system of Diptera and Lepidoptera orders. The nine compounds tested
did not present agonist activity in both lepidopteran and dipteran cell lines. Two
compounds named DAF-2 and DAF-4 showed antagonistic activity by blocking
the nuclear receptor partially in both cell lines compared to the natural hormone
20H.

Keywords: Cell Biotechnology; 20-Hydroxyecysonium; Ponasterone-A;
bioprospection of new compounds; Cell lines.
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1. Introducéo Geral

Com avanco da agricultura o surgimento de pragas em escala global,
foi necessario o desenvolvimento de pesticidas inorganicos, botanicos e
naturais, explorados principalmente durante o século XIX e século XX, um
progresso significativo na sintese de novas substancias quimicas resultou na
descoberta de estruturas e atividades biologicas de varios compostos.
Inseticidas convencionais de amplo espectro, como organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides, foram desenvolvidos e usados para
controlar pragas nas ultimas cinco décadas, reduzindo assim rendimento dos
cultivos agricolas (CASIDA et al. 1998). O surgimento do Manejo Integrado de
Pragas (MIP) propiciou avangos significativos no desenvolvimento de novos
inseticidas com propriedades seletivas que atuam em sitios bioquimicos ou
processos fisioldgicos presentes em grupos de insetos (HOFFMANN et al. 1998).

Historicamente, o manejo de insetos, tem sido realizado com um
namero restrito de inseticidas. Hoje existem apenas 30 alvos onde os atuais
inseticidas atuam (GHANIM e YSHAAYA, 2010). Algumas moléculas estdo ha
bastante tempo no mercado, com resultados consolidados inclusive, como é o
caso do clorfenapyr, indoxacarb e metoxifenozide. Entretanto, outras moléculas
foram registradas h& pouco tempo, como cyantraniliprole e Espinoteram. Os
mecanismos de acdo destas moléculas conhecidas atuam em proteinas. A
determinacdo destes alvos € crucial para o planejamento racional de novos
pesticidas, uma que a falta de novos grupos quimicos beneficia o surgimento de
artropodes pragas resistentes aos inseticidas disponiveis no mercado de
agroquimicos, existem mais de 550 artropodes pragas catalogados como
resistentes (IRAC, 2018).

As principais espécies resistentes a inseticidas sdo de importancia
agricola, médica e veterinaria. Os casos mais frequentes encontrados na
literatura sdo relacionados a classe dos organofosforados e organoclorados,
visto que estas duas classes de inseticidas sédo utilizadas ha quase 50 anos.
Uma informacdo interessante € que a industria farmacéutica possui
aproximadamente 1000 alvos terapéuticos (RASK-ANDERSEN et al., 2011), que
sao utilizadas para desenvolvimento de farmacos enquanto a industria de

pesticidas tem apenas 30 alvos que sao explorados no desenvolvimento de
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produtos (IRAC, 2018). A busca de novos mecanismos de acdo é um grande
problema para industria de agroquimicos, pois 0 processo de pesquisa e
desenvolvimento de pesticidas € complexo, longo e de alto custo. A descoberta
de novos pesticidas tem suas raizes profundamente ligadas as inovacdes
cientificas e tecnoldgicas. Os avancos expressivos da Quimioiformética e
biologia molecular no desenvolvimento de farmacos contribuiram para a
utilizacao das técnicas, servindo de modelo para o desenvolvimento de novos
pesticidas no controle de insetos (DAS, 2016). O estudo e a compreensao de
rotas e vias bioguimicas e fisiolégicas sdo essenciais para delimitar alvos
moleculares e desenvolver mecanismos que levam ao controle de insetos.

Atualmente existe uma variedade de novos agentes de controle de
insetos desenvolvidos, ou em desenvolvimento, e que podem ser utilizados em
uma variedade de insetos, sendo muitos deles com novos mecanismos de agéo.
A crescente demanda por produtos naturais se intensificou nas Ultimas décadas
sendo amplamente utilizados compostos biolégicos ativos e estdo sendo
considerados uma alternativa importante estratégia para o0 manejo sustentavel
de insetos-praga na agricultura, uma vez que sdo biodegradaveis e
potencialmente adequados para a utilizacdo em programas de gestéo integrada
(MAZID et al., 2011).

As plantas desenvolveram uma infinidade de diferentes defesas
quimicas cobrindo quase todas as classes de metabdlitos (secundérios) que
representam uma grande barreira a herbivoria: alguns sdo constitutivos; outros
sdo induzidos apés o atague. Os principais metabolitos séo: glicosideos
cianogénicos, glucosinolatos, alcaléides e terpendides, e além de outras
macromoléculas inibidores de proteinase. Estes representam uma grande
diversidade de estruturas com muitos usos potenciais, incluindo suas aplicacdes
como pesticidas (ADEYEMI, 2010 e ISMAN et. al., 2011). Seus modos de acéo
incluem ruptura de membrana, inibicdo de nutrientes e transporte de ions,
inibicAo de processos de transdugdo de sinal, inibicdo do metabolismo ou
interrupcdo do controle hormonal de processos fisiolégicos (MITHOFER et al.,
2012).

O crescimento e desenvolvimento pés-embrionario de insetos, incluindo

a muda, sado regulados através de varias vias ativadas por hormonios juvenis,
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ecdisterdides ou neuropeptidios (HENRICH et al., 1998). O receptor de ecdisona
(EcR) pertence a superfamilia de receptores nucleares (NRs) que sao fatores de
transcricdo dependentes de ligantes. O receptor de ecdisona esta presente
apenas em invertebrados e desempenha um papel central na regulacdo da
expressdo de uma vasta gama de genes durante o desenvolvimento e a
reproducdo a entidade funcional é um heterodimero composto por ECR e a
proteina ultraspiraculo (USP) - o ortélogo do receptor X retindide de vertebrados
(RXR) (BILLAS e MORAS, 2005).

Nas ultimas trés décadas, inseticidas ndo esteroidais chamados
dibenzoilhidrazinas foram descobertos, sendo estes compostos desenvolvidos e
comercializados ao longo dos anos, como a tebufenozida (RH-5992),
halofenozida (RH-0345) e metoxifenozida (RH-2485). Essa classe de compostos
quimicos nédo esteroidais possuem atividade agonistas do receptor ecdisteroides
e sdo especificos para Lepidoptera e Coledptera (SOIN et al., 2009, SOIN et al.,
2010 e SMAGGHAE et al., 2012).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivos: a estabelecer e
otimizar um protocolo para avaliar a atividade agonista ou antagonista de
moléculas sobre o receptor de ecdisterdides em células SF9 de Lepidoptera e
S2 Diptera por meio de um sistema de triagem; a buscar novas moléculas e
elucidar as interac@es ligante / receptor de ecdisterdides, a comparar a atividade
hormdnio 20 He e PonA nas células S2 e SF9 com plasmideo repérter especifico.
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1. Revisao de Literatura
2.1 Inseticidas inibidores de crescimento e desenvolvimento de insetos

As pesquisas focadas no desenvolvimento de inseticidas durante as
Gltimas quatro décadas aprofundaram a compreensdo da fisiologia dos
hormonios juvenis (JH), os estudos foram desenvolvidos em uma diversidade de
espécies de insetos. Esse hormonio funciona no nivel molecular e seu modo de
acado permanece indefinido. A descoberta de novos inseticidas quimicamente
que imitam a a¢ao dos dois hormonios de crescimento e desenvolvimento de
insetos, a 20-hidroxiecdisona (20 H) esteroidal e o hormonio juvenil
sesquiterpendide (JH) (DHADIALLA et al., 1998). Portanto, o hormdnio juvenil é
uma molécula necesséaria em determinados momentos no desenvolvimento de
insetos no processo de muda e metamorfose, e em altas concentracdes
aplicadas em insetos via topica torna-se téxico (WILSON, 2004). Os compostos
nao-esteroidais de Dibenzoilhidrazinas que s&do agonistas do horménio
esterdide da muda de insetos e também referidos como agonistas de ecdisona
(EAS), cinco compostos de dibenzoilhidrazinas sédo comercializados para o
controle de larvas de lepidépteros e colebpteros. Destes, quatro compostos
(metoxifenozida, tebufenozida, cromafenozida e  fufenozida) sao
predominantemente toxicos para as larvas de lepidopteros, enquanto o quinto
composto, a halofenozida, é ativo em larvas de lepidopteros e coledpteros
(SMAGGHE et al., 2012). As benzoilureias constituem um importante grupo de
pesticidas com atividade inseticida e atuam em sitios bioquimicos seletivos
presentes em ordens de insetos especificos. Estes inseticidas atuam inibindo a
sintese de quitina na cuticula do inseto (SWEVERS e SMAGGHE, 2016). Devido
a sua baixa toxicidade para os mamiferos e a rapida degradagao no solo, o seu

desenvolvimento comercial e uso na pratica agricola aumentaram.

2.2 Receptores nucleares: classificacao e distribuicdo

Em se tratando de um projeto que visa a prospeccao e o planejamento
de novos ligantes para receptores nucleares (NRs), torna-se de extrema
importancia uma descricdo detalhada da organizacéo, estrutura e funcao destas
macromoléculas. Os receptores nucleares consistem em uma superfamilia de
fatores de transativacdo alostéricos dependentes da ligacdo de pequenas
moléculas (GRONEMEYER et al., 2004; MORAS e GRONEMEYER, 1998). Os
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NRs estdo amplamente envolvidos no controle de diversos processos
fisiolégicos e representam alvos terapéuticos para um grande numero de
doencas humanas incluindo cancer, doencas do coracéo e disturbios endocrinos
e metabdlicos. No genoma humano, 48 membros desta familia foram
identificados, que representam varias possibilidades para o desenvolvimento de
novos medicamentos. Em contraste para invertebrados, apenas 21 receptores
foram encontrados no genoma de Drosophila (MAGLICH et al., 2001) sendo
responsaveis pela regulacdo de rotas cruciais no metabolismo, homeostase,
crescimento e desenvolvimento.

Os NRs podem ser separados em sete grupos com base na estrutura e
funcdo (ARANDA e PASCUAL, 2001; LAUDET, 1997). Uma das maiores
familias, NR1, engloba os receptores dos hormdnios da tiredide (TRS),
receptores do acido retindico (RARS), receptores da vitamina D (VDRSs), e
receptores ativados por proliferador de peroxissomo (PPARs). A segunda
familia, NR2, engloba o receptor do retindide X (RXRs) e o fator nuclear 4 do
hepatocito (HNF4). Os receptores de horménios esteréides em mamiferos, como
o receptor de estrogénio (ER) e receptores de glicocorticoides (GR) pertencem
a familia NR3. O receptor de horménio esterdides em insetos, o receptor de
ecdisterdides (EcR), esta no grupo NR1, com o descrito por Bonneton et al.
(2008) (Fig. 1). Os RXRs podem atuar como parceiros heterodiméricos de muitos
membros da familia NR1, incluindo TRs, VDRs, PPARs, mas também com varios
outros receptores oOrfaos, além do EcR. Na familia NR1, além do EcR, estéo
incluidos o E75 e o E78 (STONE e THUMMEL, 1993). O gene E75 em D.
melanogaster codifica trés isoformas, E75A, E75B e E75C (SEGRAVES e
HOGNESS, 1990). Este receptor pode atuar como repressor do receptor do
horménio 3 (HR3), que também pertence a NR1, provavelmente através de
interacdo direta com o receptor (WHITE et al.,1997). Em Drosophila, a inativacao
do E75 provoca letalidade larval, entretanto muta¢gBes nulas especificas nas
isomorfas revelam diferentes sub-funcdes para cada uma das trés isoformas
(BIALECKI et al., 2002).
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Figura 1: Classificacdo dos receptores nucleares em insetos holometabdlicos
(BONNETON et al., 2008). Para cada receptor, o quadro colorido indica sua
presenca/auséncia no genoma em cada uma das sete espécies. A arvore do lado
esquerdo indica a filogenia entre espécies, enquanto que a arvore na base indica
as relacdes entre os receptores.

A grande maioria das proteinas do grupo NR2 sdo receptores 6rfaos
(DE ROSNY et al., 2008). Os insetos possuem oito genes codantes para esta
familia tal com segue: HNF4, USP, HR78, seven up, tailess (TLL), HR83, DSF e
HR51. O receptor HNF4 é considerado um dos mais conservados receptores
nucleares entre artrépodes e vertebrados. A alta similaridade observada entre o
dominio de ligagcdo com o ligante (LBD) de vertebrados e artrépodes indica a
possibilidade que haja interacdo com ligante em artropodes de forma similar.
Este receptor é necessario para a rota sinalizadora de ecdisterdides durante o
inicio da metamorfose (FISK e THUMMEL, 1995). O receptor TLL esta envolvido
no desenvolvimento do cérebro e na segmentacdo do corpo. Este receptor é
homélogo para os fotorreceptores de vertebrados (PNR) (KOBAYASHI et al.,
1999), sendo que a funcdo de ambos é conservada entre artrOpodes e
vertebrados (LAUDET e BONNETON, 2005).

O grupo NH3 compreende os receptores de hormdnios sexuais e
suprarrenais como o estrogénio, androgénio, progesterona, glicocorticoides e
mineral corticoides. Em artropodes existe o receptor 6rfao ERR, homdlogo ao
receptor de estrogénio de vertebrados (OSTBERG et al., 2003). A proteina
HR38, pertence ao grupo NH4, possui a caracteristica de ligar-se ao DNA como
monomero, ou através de interacdo com o receptor USP, competindo com a

heterodimerizacdo entre USP/EcR. Apesar disso, diferentemente do complexo
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USP/ECR, o receptor HR38 nao é diretamente regulado pelo horménio ecdisénio
(hormonio que controla muda, metamorfose e outras funcées em artrépodes), tal
como ocorre com USP e EcR, mas participa na rota do ecdis6bnio como um
parceiro alternativo para o USP. A familia NR5 inclui a proteina FTZ-F1 e HR39
que estdo envolvidos na cascata de respostas orquestradas pelo ecdisonio
(HORNER et al.,1995). Similarmente HR4 pertence a familia NR6 sendo que sua
expressao esta diretamente ligada aos niveis de ecdisénio (CHEN et al., 2002).
Uma pequena subfamilia de receptores NRO constitui um grupo de proteinas
relacionada como os receptores nucleares que possuem DBD (dominio de
ligacdo com o0 DNA) mas o LBD (dominio de ligacdo com o ligante) esta ausente
(BERTRAND et al., 2004).

2.3 Estrutura geral dos receptores nucleares

Todos os membros desta superfamilia sdo proteinas modulares
organizados em dominios. Cada dominio desempenha uma funcédo especifica
apesar de algumas vezes interagirem entre si para desempenhar determinada
funcdo bioldgica. Os NRs possuem dominios de modulacdo designados como
A/B, C, D, E e F (ESCRIVA et al., 2004). O dominio A/B, amino-terminal, é
variavel sendo que em muitos NRs possui funcdo AF-1 (Activation Function 1)
gue promove a ativacao da transcricdo na auséncia de ligantes (NAKAGAWA e
HENRICH, 2009). O dominio C (cerca de 70 a 80 aminoéacidos), também
conhecido como DBD (DNA-binding domain), € a parte mais conservada entre
os NRs, sendo caracterizado pelos residuos de cistinas que estabilizam os dois
dedos de zinco, cruciais para ligagdo com o DNA (MARKOV et al., 2010). A
primeira a-hélice se liga ao sulco principal do DNA, fazendo contatos com bases
especificas, e a segunda a-hélice forma um angulo reto com a hélice de
reconhecimento (SCHWABE et al., 1993). O DBD tem como alvo algumas
sequéncias especificas de DNA, denominadas ERHs (hormone response
elementes) para o caso do EcR (VOGTLI et al., 1998). O dominio E, (cerca de
250 aminoacidos) possui o sitio de ligacdo com o ligante, também conhecido
como LBD (Ligand-Binding Domain), permitindo que os RNs desempenhem a
funcdo de regulacdo/transativagdo. Este dominio possui a sequéncia de
aminoacidos moderadamente conservada entre os membros da familia, sendo

responsavel pela ligacdo do receptor ao hormdnio, ativacao da transcricdo AF-2
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(Activation Function 2) dependente da ligacdo do hormonio, além de responséavel
direto pelo homo/heterodimerizacdo entre receptores.

O terminal COOH (AF-2) permite o acoplamento de co-ativadores e/ou
co-repressores, essenciais para ativacao ou repressao de genes. O dominio E é
também essencial para associacdo dos receptores de esteréides com proteinas
de choque térmico (HSPs, Heat Shock Proteins), além de fazer a mediacdo da
interface de dimerizacéo e intera¢cdes com outras categorias de proteinas. Entre
os dominios C e E, ha uma regido (dominio D) conhecida como hinge, ou
dobradica, a qual é pouco conservada, e estd associada com a localizacéo
nuclear do receptor e associacao com co-repressores (MIYAMOTO et al., 2001).
O dominio E é conhecido como o dominio de ligacdo ao ligante, LBD (Ligand-
Binding Domain). Esse dominio é uma caracteristica muito particular dos
receptores nucleares e vem sendo massivamente explorado para o
desenvolvimento de farmacos e pesticidas, pela industria farmacéutica e de
agroquimicos. Este dominio ainda desempenha a funcdo de dimerizacéo,
reconhecimento do ligante e interacbes com cofatores. A estrutura tridimensional
(3D) de um LBD foi analisada pela primeira vez para RAR (RENAUD et al. 1995)
e RXR (BOURGUET et al., 1995). A estrutura dos receptores nucleares tem
indicado que o LBD é formado por 10 a 12 a-hélices numeradas da hélice 1 (H1)
para a hélice 12 (H12) sendo que existe uma folha-p entre H5 e H6. As hélices
sao arranjadas em forma de sandwich e antiparalelas. A regido central, com trés
hélices, esta envolvida por outros dois formandos um bols&o hidrofébico (pocket)
gue ancora ligantes naturais e outras moléculas que podem ser farmacos ou
pesticidas, dependendo do objetivo.

Em artrépodes, o complexo heterodimérico EcCR-USP (dominios E)
compreende o0s Unicos receptores nucleares que possuem as estruturas
resolvidas experimentalmente. Este complexo € ativado pela ligacdo do
hormdnio 20-hidroxiecdisonio (20 H, sinal endocrinoldgico critico que inicia os
processos de troca do exoesqueleto, e metamorfose em artropodes) e regula a
expressao de fatores de transativacdo, conhecidos como genes precoces, e
genes tardios. Estes fatores sdo responsaveis pela expressao de outros genes,
na maioria enzimas de conversdo e proteinas de transporte para todos 0s
componentes da quitina (principal componente do exoesqueleto de artropodes),

ou na degradacéo do exoesqueleto, neste caso as enzimas quitinases. Enquanto
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gue os genes precoces sao ativados pelo complexo 20H-EcR/USP, os genes
tardios séo reprimidos.

A estrutura do cristal foi resolvida para o lepidoptero Heliothis virescens
(HVECR) (BILLAS et al., 2009), Tribolium castaneum, (TcEcR) (IWEMA et al.
2007) e Bemisia tabaci (BtEcR) (CARMICHAEL et al., 2005). Para estas
estruturas o bolsao de ligacao do ligante apresenta arquitetura em J (J-shaped)
gue se estende da hélice H12 para hélice H5 e folha-B, estando completamente
no interior do receptor (Figura 1). Em Bemisia tabaci (inseto transmissor de
viroses para plantas), a regido de ligacdo com o ligante ocupa a maior parte do
bolsédo de ligacdo (CARMICHAEL et al., 2005). Ainda, para BtECR, um pequeno
bolso em forma de curva (o bolso auxiliar) pode ser observado na regido entre
as hélices H1 e H8. A razéo para a existéncia deste bolso auxiliar ndo é clara.

A ligacdo do hormonio natural 20H para EcRs segue um padréo
canbnico em todos os EcRs sequenciados, resolvidos experimentalmente ou
modelados. Da mesma forma os residuos que interagem com ligantes sdo muito
conservados, fornecendo assim pontos de ancoragem precisos que podem ser
utilizados no desenho racional de novos ligantes, e talvez com afinidade maior
gue os ligantes naturais pela adicdo de pontos de ancoragem adicionais com
base nas restricbes estruturais do receptor alvo.

i 1333
Bolso Auxiliar i F241 Bolso Auxiliar

Bolsao principal

Bolsao principal

Q195

1283

Figura 2: Visdo geral do bolsdo de ligacao (principal e auxiliar). Os residuos
altamente conservados em todas as espécies de artropodes com este receptor
sequenciado, estdo coloridos em laranja, ou caso contrario em verde. O
fitoecdisterdides PonA ancorado no bolsdo principal esta representado com
atomos de carbono em preto, atomos de oxigénio em vermelho. As linhas
pontilhadas vermelhas indicam pontes de hidrogénio Fonte: Machado (2019).
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2.4 Planejamento racional de inseticidas: foco em receptores nucleares

Poucas areas da entomologia tém avancado tdo rapido ou recebido
tanta atencdo nos ultimos anos, como a exploracdo do genoma de insetos e
acaros, e posterior utilizacdo no desenvolvimento de estratégias biotecnoldgicas
de controle. Com o advento da era gendmica iniciado com o sequenciamento do
genoma de Drosophila no ano de 2000, houve uma mudanca no foco de
experimentos tradicionais, para uma investigacao “‘mecanistica” das bases
genético-moleculares de processos fisioldgicos e comportamentais que ocorrem
em insetos, unindo ndo somente cientistas classicos, mas outros com diferentes
expertises, dando mais contetddo e significAncia para as pesquisas. Essa
investigacdo, fundada em mecanismos genético-moleculares tem fornecido
inovacBes ndo somente visando o controle de insetos-praga, mas também tem
contribuido para o avanco da pesquisa fundamental em genética, bioquimica e

fisiologia de insetos.

Neste contexto, ainda estado inseridos os problemas associados com 0s
classicos inseticidas neurotéxicos (resisténcia de insetos para inseticidas e
problemas ambientais) que tem encorajado o desenvolvimento de produtos mais
especificos dentro de uma filosofia de planejamento racional, levando em conta
caracteristicas dos alvos bioquimicos. Esta estratégia visa a exploracdo de
diferencas sutis na capacidade de agonistas para se ligarem em “pockets” de
receptores nucleares bem como em sitios alostéricos. A exploracdo de
diferencas intrinsecas de cada receptor visa a especificidade da molécula
planejada (SWEVERS e SMAGGHE, 2016). Este procedimento direcionado
exclusivamente para um unico alvo em especifico, tal como um receptor nuclear,
tem contribuido para o desenvolvimento de procedimentos de triagem de alto
desempenho (HTS, High-Throughput Screening). O sucesso desta estratégia é
demonstrado pelos varios inseticidas reguladores de crescimento que interferem
a regulagdo endocrina do crescimento, desenvolvimento e reproducao
(tebufenozide, metoxyfenozide), hormonio juvenil (metorpeno, fenozycarbe) e os
inibidores de sintese de quitina (benzoyfenilureias). Ainda, surgiram outros que
atuam especificamente no sistema nervoso, metabolismo de energia (pyridalyl)

e nos musculos (neonicotinoides, espinosinas, avermectinas) (HILL et al., 2012).
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Devido a necessidade de se testar muitos compostos/moléculas, em
todo programa de planejamento racional de farmacos/inseticidas existe um
crescente interesse para o desenvolvimento de métodos “in vitro” para substituir
os testes de toxicidade em todo o organismo (ZOTTI et al., 2013b). Ainda se
busca um sistema que permita testes rapidos para os compostos candidatos,
formulacdes e produtos finais. Considerando o enorme inventario de produtos
naturais e sintéticos potencialmente Uteis para os programas de manejo de
insetos-praga, 0 sistema ideal seria a tecnologia HTS. Esse sistema é
largamente utilizado no setor privado em programas para desenvolvimento de
novas drogas em que milhares de compostos séo triados para uma determinada
atividade biolégica. Desta forma, o estabelecimento de uma cultura de células
em conjunto com um sistema de HTS para receptores nucleares, sem duvida,
contribuiriam para acelerar o processo de busca e otimizacao de novos agentes
de controle.

Um sistema de screening em células foi recentemente adaptado para o
formato HTS para o receptor de ecdisterdides, um receptor nuclear presente em
artropodes. Este sistema foi construido mediante a utilizacdo do gene da
luciferase como gene-repoérter, um promotor basal e a sequéncia poli-A (ZOTTI
et al.,, 2013a). Ainda foi adicionado a esse plasmideo reporter sete copias da
sequéncia conhecida como EcRE (elemento resposta do ecdisonio), sendo que
esta interage com o receptor nuclear ECR em virtualmente todos os artropodes.
Assim, devidamente ao fato de que todos os EcR de artropodes sdo capazes de
interagirem com 0 mesmo EcRE, tudo que é necessario para o desenvolvimento
de um sistema de screening em células tendo como alvo o receptor nuclear EcR,
€, portanto, uma cultura de célula estabelecida que pode ser transfectada com
este plasmideo reporter. Culturas celulares transfectadas de diferentes espécies,
assim correspondem, a um diferente sistema de screening especifico para uma
ordem em particular ou espécie (SWEVERS et al.,2004).

Em projetos desta natureza uma vez identificada a proteina de
interesse, no caso um receptor nuclear crucial para determinado processo
fisiolégico, utiliza-se técnicas de bioinformética para construir um modelo 3D,
identificar cavidades internas, ou na superficie, onde ligantes poderdo ser
sintetizados de novo contendo as restricbes geomeétricas e estruturais

especificas daquela cavidade. Na existéncia da estrutura determinada
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experimentalmente, ainda estas técnicas podem ser utilizadas para desenho de
novos agonistas\antagonistas ou ainda para entender o mecanismo de interacao
proteina-ligante, flexibilidade das proteinas, e com isso otimizar e racionalizar
novos e mais potentes moléculas antes mesmo da sintese organica,
economizando tempo e recursos. No caso de moléculas bioprospectadas, uma
vez identificado o receptor nuclear alvo, sistemas de screening baseados em
células podem ser desenvolvidos, utilizando-se a tecnologia do gene reporter,
com deteccao da atividade/poténcia em leitores de placa facilmente adaptada
para testes de alto rendimento (high-throughput screening) (ZOTTI et al., 2013a).

A medida que outros receptores nucleares forem identificados em
artrépodes, torna-se mais facil identificar ou desenhar novos ligantes. Em uma
analise com RNAI (mecanismo de silenciamento génico) em T. casteanum, Tan
e Palli (2008), demostraram que 10 dos 19 (E75, HR3, HR4, EcR, USP, FTZ-F1,
HR51, SVP, HR38, HR39) receptores nucleares sdo importantes para a
metamorfose. Desta forma, aqueles com fenétipo letal poderéo ser usados como
candidatos para novos inseticidas, pois os ligantes reconhecidos por receptores
em artrépodes sdo provavelmente diferentes dos ligantes reconhecidos pelos
receptores homélogos em mamiferos (SMAGGHE et al.,2012).

Uma vez os receptores nucleares usualmente constituem de fatores de
ativacdo dependentes de ligagdo com ligantes, o desenvolvimento de sistemas
repOrteres sao atrativos, como demonstrado para EcR. Para esta estratégia um
repérter basal é planejado contendo regido de ligacdo idéntica ao receptor
nuclear em estudo (para receptores nativos) ou para ativador Gal4 (para fusao
com Gla4 do dominio de ligacdo com o DNA) (SWEVERS et al., 2002).

Além do grande potencial para novos agentes de controle focados em
receptores nucleares, a disponibilidade de genomas de artropodes fornece
inUmeras possibilidades para que outros agentes sejam desenvolvidos. Em se
tratando de agentes de controle, os artropodes podem ser considerados como
‘caixas pretas’ com inumeros alvos que podem ser explorados para o
planejamento de estratégias de controle. Estes agentes podem ser pequenas
moléculas bioprospectadas do ambiente que atuem em receptores nucleares
como agonistas/antagonistas/inibidores. A plataforma criada entre prospeccéao
de  biomoléculas/genémica/bioinformatica/planejamento  assistido  pelo

computador fornece, sem duvida, inUmeras possibilidades para o surgimento de
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mecanismos de acdo inovadores e na elaboracdo de estratégias aprimoradas,

Unicas e especificas para artropodes praga.
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3.Artigo 1- * Selecdo de compostos com base na ativacdo dos receptores

ecdisteroides em linhagens celular Diptera (S2) e Lepidoptera (SF9)

2MACHADO, M. R. R.; 2GUIDOTI, C. P. 3LENARDAO, E. J.; 3PENTEADO, F.;

2ZOTTI, M. J.1

Resumo: Neste estudo, 23 compostos organocalcogénicos analogos de
dibenzoilhidrazinas foram testados em sistema de triagem. Quatorze compostos
apresentaram citotoxidade nas concentragcbes micro molar testadas, com
viabilidade celular inferior a 80%, e foram descartados. Nove compostos
apresentaram viabilidade celular de no minimo 80% pelo menos em uma das
trés concentragcbes micro molar testadas e apds os resultados obtidos foram
encaminhadas para sistema de triagem em células baseado na ativacdo do
receptor ecdisterdides. Neste estudo, um sistema de triagem foi otimizado em
linhagens de células embrionarias da ordem Lepidoptera (SF9) e Diptera (S2),
estas linhagens celulares foram transfectadas e adicionados plasmideo reporter
especifico. Os nove compostos testados ndo apresentaram atividade agonistas
nas duas linhagens de células de Diptera e Lepidoptera. Dois compostos
nomeados de DAF-2 e DAF-4 apresentaram antagonismo, em células S2 a
molécula DAF-2 inibiu a luminescéncia do ECR-USP em 29,91%, e molécula
DAF-4 inibiu a luminescéncia do receptor nuclear expressivamente, em 51 a 55%
em comparacao ao 20- Hidroxiecdisénio(controle). Em células SF9 DAF- 2 inibiu
a luminescéncia do ECR-USP em 19,62 %, e a DAF-4 inibiu a luminescéncia do
receptor em 35,14 % em comparacdo ao 20- Hidroxiecdisénio (controle). A
analise in silico, do receptor de ecdisteréides de Drosophila melanogaster para
o composto DAF-2 mostram a inibicdo da atividade dos aminoacidos THR467 e
MET- 508 e o composto DAF-4 inibicdo dos aminoacidos ARG-511. Para o
receptor de ecdisterdides Heliothis virescens para composto DAF-2 inibicdo da
atividade dos aminoacidos THR-343 e ARG-387 e o composto DAF-4 inibi¢édo
dos aminoacidos ASN-504 e ARG-387.

Palavras chave: Dibenzoilhidrazinas; Plasmideo repérter, Biotecnologia celular,

20-Hidroxiecdisonio; Ponasterona-A; Bioprospeccao de novos compostos
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ABSTRACT: In this study, 23 organocalcogenic analogues of
dibenzoylhydrazines compounds were tested in a screening system. Fourteen
compounds exhibited cytotoxicity at the micro molar concentrations tested,
resulting in cell viability lower than 80%, and were discarded. Nine compounds
showed cell viability of at least 80% in at least one of the three micro molar
concentrations tested and the compounds were tested in the cell screening
system based on ecdysteroid receptor activation. In this study, a screening
system was optimized in Lepidoptera (SF9) and Diptera (S2) embryonic cell lines.
These cell lines were transfected, and specific reporter plasmids were added.
The nine compounds tested did not present agonist activity in the two cell lines
of Diptera and Lepidoptera. Two compounds named DAF-2 and DAF-4 showed
antagonism, in S2 cells the DAF-2 molecule inhibited the ECR-USP
luminescence in 29.91%, and DAF-4 molecule significantly inhibited the nuclear
receptor luminescence in 51 to 55% compared to 20-Hydroxyecysonium
(control). In SF9 DAF-2 cells inhibited ECR-USP luminescence in 19.62%, and
DAF-4 inhibited the receptor luminescence by 35.14% compared to 20-
Hydroxyecysonium (control). The in silico analysis of the Drosophila
melanogaster receptor for the compound DAF-2 shows the inhibition of the
activity of the amino acids THR467 and MET-508 and the compound DAF-4
inhibition of the amino acids ARG-511. For the Heliothis virescens receptor for
dendritic compounds DAF-2 showed inhibition of the activity of amino acids THR-
343 and ARG-387 and the compound DAF-4 inhibition of amino acids ASN-504
and ARG-387.

Keywords: Dibenzoylhydrazines; Reporter Plasmid, Cell Biotechnology, 20-
Hydroxyecysonium; Ponasterone-A; Bioprospection of new compounds.

3.1 Introducéo

O processo de crescimento e reproducédo de insetos séo regulados pela
combinacéo de varios horménios que pertencem a diversas classes quimicas
distintas. Os principais horménios que desencadeiam 0s processos quimicos sdo
os esteroides, terpendides e peptideos (NIJHOUT e EMLEN, 1998) O horménio
enddcrino 20 hidroxi ecdisénio (20 He) e o hormonio juvenil regulam o processo
de muda e metamorfose dos artropodes. O receptor hormonal é formado pelo
receptor ecdisterdide (ECR) e o ultra-espiraculo, que juntos formam um
heterodimero do receptor nuclear, receptor de ecdisona (EcR, NR1H1) e
Ultraspiraculo (USP, NR2B4) (KOELLE 1991, YAO et al., 1993).

Os receptores nucleares funcionam como fatores de transcri¢céo ativados
por ligantes que regulam a expressdo de genes-alvo responsivos pelos
processos de desenvolvimento, reproducéo em insetos (MANGELSDOREF et al.,

1995). Os hormonios ecdisteroide e juvenil (JH) exercem uma importante funcéo
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regulatéria ao iniciar e desencadear esses processos de muda e metamorfose.O
horménio juvenil (JH) é distinto devido a sua estrutura Unica e a diversidade de
seus efeitos no desenvolvimento e reproducéo de insetos (WYATT et al., 1996).
O receptor de horménio nuclear de insetos ndo esta presente em mamiferos
(YAO et al., 1992), e, portanto, representa um alvo l6gico para o desenvolvimento
de inseticidas. Essa observacao levou ao desenvolvimento de varios compostos
como: As dibenzoilhidrazinas que foram desenvolvidas e comercializadas ao
longo dos anos, como a tebufenozida (RH-5992), halofenozida (RH-0345) e
metoxifenozida (RH-2485). Sua atividade é baseada na ligacao do receptor ECR
e induz ao processo de muda dos insetos em crescimento, sendo letal em fases
larvais e interfere a reproducdo em adultos (DHADIALLA et al., 1998, SMAGGHE
et al., 2012). Consequentemente, estes inseticidas sdo normalmente incluidos
em programas de Manejo de Pragas (MIP) e séo utilizados em diferentes pragas

e culturas.

O sistema de triagem virtual € uma ferramenta que busca novos
compostos agonistas do receptor ecdisteréides, através da utilizacdo de
parametros computacionais que compara as diferencas de uma molécula em
inibir os aminoéacidos do receptor nuclear através da analise “in silico” (HARADA
et al., 2011). A exploracdo de diferencas intrinsecas de cada receptor visa a
especificidade da molécula planejada (SMAGGHE et al.,, 2012). Este
procedimento direcionado exclusivamente para um unico alvo em especifico, tal
como um receptor nuclear, tem contribuido para o desenvolvimento de
procedimentos de triagem de alto desempenho (HTS, High-Throughput
Screening (SWEVERS e SMAGGHE, 2016). Desta forma, uma das vantagens
da triagem de compostos em cultura celular é de que a célula secreta de forma
endoégena todos 0s componentes necessarios para o funcionamento do
organismo (ZOTTI et al., 2013b). A triagem de compostos € uma ferramenta de
alto desempenho para a busca de novos compostos a partir da sintese organica
e triagem computacional, servindo de modelo para o desenvolvimento racional
de pesticidas para as industrias agroquimicas, tornando-se uma ferramenta
necessaria para a busca de moléculas seletivas para o controle de insetos
pragas (SWEVERS et al., 2004, SOIN et al., 2010, SMAGGHE et al., 2012 )..
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3.2. Material e Métodos
3.2.1 Compostos Quimicos

Foram testadas Nove moléculas de organocalcogénicos no sistema de
triagem (estruturalmente semelhantes a dibenzoilhidrazinas com ~95% de
pureza), estes compostos apresentaram viabilidade celular superior a 80% e
foram testadas no sistema de triagem. Cinco moléculas foram sintetizadas e
purificadas no Laboratério de Sintese Organica Limpa (LabSOL) da
Universidade Federal de Pelotas. Duas moléculas foram recebidas da
UNIWESYTET W BIALYMSTOKU Pais Polonia e foram sintetizadas e
purificadas com ~95% pelo Dra. Isabella. Duas moléculas foram recebidas da
Universidade de Buenos Aires e foram nomeadas de DAF-2 e DAF-4. e foram
sintetizadas e purificadas com ~95% pelo Dr. Gerardo Burton. Os hormonios
ecdisteréides Ponasterona-A (>65% de pureza) e 20-Hidroxiecdisénio (~95% de
pureza) foram comprados da Sigma Aldrich (Bornem, Bélgica). Na Figura 1
constam as estruturas quimicas ordenadas, as quais foram utilizadas nos
ensaios. As moléculas foram diluidas em concentrac6es molares conforme seu
peso molecular em éalcool etilico absoluto ou Dimetilsulféxido (DMSO) (Tabela
1). A diluicdo inicial foi realizada na concentracdo molar de 103, sendo que
diluicdes em série foram realizadas para reduzir as concentracdes, formando um
espectro, principalmente nos hormonios, os quais foram necessarias diversas

concentracdes para confeccéo de curvas dose-resposta.
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Figura 2: Compostos esteroidais e ndo esteroidais utilizados na triagem em
células de Diptera (S2) e Lepidoptera (SF9). Fonte: Machado (2019).



Tabela 1: Identificacdo das moléculas utilizadas no estudo conforme suas formulas quimicas (F.Q.), nome quimico, peso molecular (P.M.),
pureza inicial (P.l.) e solvente utilizado para as diluicdes.
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Moléc F.Qt Nome Quimico M.M.2 (g.mol) P.l. Solvente
*20 H C27 H44 O7 2|A,3|A,14|A,20]A,22,25-Hexahydroxy-7-cholesten-6-one 480,648621 95 Acool®
*PonA C27 H44 06 Cholest-7-en-6-one,2,3,14,20,22-pentahydroxy-, (2b,3b,5b,22R) 464.643000 >65 Acool®
M1 Cl1 H18 S1 2-methyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine 240,00 95 DMSO’
*M2 C18 H27 S1 2-phenyl-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine 302,00 95 DMSO
M3 C17 H28 N2 Sel 2-phenyl-3-(phenylselanyl)imidazo[1,2-a]pyridine 350,00 95 DMSO
M4 C19 H28 N2 Sel 3-(phenylselanyl)-2-(p-tolyl)imidazo[1,2-a]pyridine 364,00 95 DMSO
M5 C20 H32 N2 S1 2-(4-methoxyphenyl)-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine 332,00 95 DMSO
M6 C19H30 N1 S1Brl 3-((4-bromophenyl)thio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine 380,00 95 DMSO
M7 C18 H30 Sel1 CI1 3-((4-chlorophenyl)selanyl)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine 384,00 95 DMSO
M8 C18 H38 N 2 Sel 2-phenyl-3-(p-tolylselanyl)imidazo[1,2-a]pyridine 364,00 95 DMSO
*M9 C20H38 N2 S1F1  2-(4-fluorophenyl)-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine 320,00 95 DMSO
M10 C18 H29 N2 S1 Brl 2-(4-bromophenyl)-3-(phenylthio)imidazo[1,2-a]pyridine 380,00 95 DMSO
M1l C20 H40 O1 N2 3-((4-methoxyphenyl)selanyl)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine 380,00 95 DMSO
M12 C19 H40 O1 N2 2-(4-methoxyphenyl)-3-(phenylselanyl)imidazo[1,2-a]pyridine 380,00 95 DMSO
M13 C17 H24 N2 S1 3-(butylthio)-2-phenylimidazo[1,2-a]pyridine 282,00 95 DMSO
*M14 C21 H42 N3 Sel 1,3-diphenyl-4-(phenylselanyl)-1H-pyrazol-5-amine 391,00 95 DMSO
M15 C16 H34 N2 Sel 3,5-dimethyl-1-phenyl-4-(phenylselanyl)-1H-pyrazole 328,00 95 DMSO
*M16 C21 H38 N3 Sel 1-benzyl-5-phenyl-4-(phenylselanyl)-1H-1,2,3-triazole 391,00 95 DMSO
*M17 C22 H44 N5 S1 N5  (2)-1-((phenylselanyl)methyl)-15H-dibenzol[d,h][1,2,3]triazolo[1,5- 431,00 95 DMSO
M18 C22H44 N5 Sel F1  (2)-1-(((4-fluorophenyl)selanyl)methyl)-15H- 449,00 95 DMSO
M19 C20 H41 N5 S1 (2)-1-((phenylthio)methyl)-15H-dibenzol[d,h][1,2,3]triazolo[1,5- 383,00 95 DMSO
*DAF-2 C22 H38 O3 3B-(t-Butyldimethylsilyloxy)-5-cholenic acid methyl ester 417,00 95 DMSO
*DAF-4 C21 H36 02 3B-(t-Butyldimethylsilyloxy)-5,24-cholestadien-27-oic acid ethyl 360,00 95 DMSO
*SE-CHOL C26 H33 02 Sel (5R,6R,10R,13R)-10,13-dimethyl-17-(6-methylheptan-2-yl)-6- 559,00 95 DMSO
*SE-CHOL-AC C30H3103 Sel 5R,6R,10R,13R)-5-hydroxy-10,13-dimethyl-17-(6-methylheptan- 601,00 95 DMSO

Férmula quimica, 2 Massa Molar, 3Pureza inicial %), 20-Hidroxiecdisénio, *Ponasterona-A, ®Etanol Absoluto (100%), "Dimetilsulféxido
*Moléculas que foram testadas no sistema de triagem de cultura celular S2 e SF9 , viabilidade celular maior ou igual a 80%.




34

3.2.2. Linhagens Celulares

As culturas celulares foram doadas pelo Departamento de Fitossanidade
da Universidade de Ghent (Bélgica), Dr, Guy Smagghe. A colecdo esti
estabelecida no Departamento de Fitossanidade da Universidade de Pelotas
(Brasil), no laboratorio de Entomologia Molecular (Lab. ENTOMOL-UFPel). As
Células SF9 provenientes de células embrionarias de Spodoptera frugiperda
(J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) foram mantidas a 27°C em meio de
cultura celular InsectXpress™2 (LONZA®) em frascos de meio de cultura tipo
garrafa com tampa de filtro vent (KASVI®) de 25cm? e 75cmz2. J4 as células S2,
provenientes de células embrionarias de D. melonogaster, foram mantidas em
incubadora a 27°C, em meio de cultura InsectXpress™2 (LONZA®) em frascos

tipo garrafa com tampa de filtro vent (KASVI®) de 25cm? e 75 cm?.

3.2.3. Ensaios de Citotoxidade

Para determinar a citotoxicidade dos compostos, foram realizados ensaios
de citoxidade, utilizando a camara de Neubauer também conhecido como
hemocitdmetro. As concentracdes de células S2, SF9 para montar ensaio de
citotoxidade eram de S2 500.000 células/ ml e SF9 300.000 células/ ml. As
células foram acondicionadas em placas de 24 pocos de cultivo celular
(KASVI®).

A viabilidade foi mensurada com o corante Tryplan Blue solugcéo 0,4 %
(Sigma Aldrich), reagente o qual é capaz de penetrar na membrana celular caso
estas estejam mortas, conferindo uma coloracdo azul escuro as mesmas. A
contagem celular e a deposicao das células nos pocos, 1 e 1,5 pl, para S2 e SF9,
respectivamente, das moléculas diluidas em alcool absoluto ou DMSO foram
adicionadas nos respectivos pocos e incubadas por 24 horas a 27°. Em cada
linhagem celular, o efeito citotoxico das novas moléculas foi testado em

tratamentos padrao, os quais sao as concentracoes de 1uM, 10uM e 100uM.

Cada tratamento foi realizado em triplicata, sendo que cada experimento
foi reproduzido pelo menos 2 a 3 vezes. A analise estatistica foi realizada pelo

teste t, com comparacdo multipla das médias das moléculas com a média do
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controle, dentro de cada grupo (concentragéo). Os dados foram analisados com

o software Prism v5 (GraphPad Software Inc. La Jolla, Ca).

3.2.4. Transfeccédo Celular

Os compostos foram testados quanto a sua capacidade de ativar a
transcricdo de um gene repérter de luciferase indutivel por ecdisterdides em
células S2 ou SF9 que sao responsivas ao receptor ecdisterdide. Antes da
exposicao, as células foram transfectadas com o plasmideo repoérter utilizando
reagente Escort ™ IV (Sigma Aldrich). A formulagédo deste reagente foi
constituida por um lipideo policatibnico exclusivo e um lipidio neutro néo
transfectado. Este composto de formacdo de lipossomas € utilizado para
transfeccdo de acidos nucleicos numa grande variedade de tipos de células
eucaritticas. De acordo com as instrugdes do fabricante (Sigma Aldrich) e como
descrito. Resumidamente, o protocolo de transfeccao € descrito: Utiliza-se uma
placa de cultivo de células de fundo chato de 6 pocos com area de crescimento
celular de 9,60 cm2. Um poco foi preenchido com 3.000000 de células S2 ou
2.000000 células SF9. As células ficaram em repouso por 30 minutos para
aderirem no fundo do pogo. Escort ™ |V foi incubado com a solugéo contendo o
plasmideo reporter ERE-b.act.luc durante 45 min em meio de cultura. O
construtor reporter ERE-b.act.luc é composto de sete cépias do elemento de
resposta ao ecdisona (ERE) derivado do promotor de hsp27 de Drosophila, um
promotor de actina basal derivado de Spodoptera (b.act), seguido do gene
repOrter para a luciferase do pirilampo (luc) e um sinal de terminacdo. As células
foram incubadas a 27 ° C por 16 h, apds este periodo o meio de transfecc¢éo foi

removido e substituido por meio de cultura normal.

3.2.5. Bioensaios para agonistas e antagonistas do receptor ecdisteroides e a
capacidade de resposta ao ECR-USP

As células transfectadas foram tratadas com ecdisteréides, ou o0s
compostos organocalcogénicos, em concentragcdes molares de acordo com o
tratamento. Apds a remocao do meio de transfeccdo e substituicdo por meio

normal, 1pl da molécula diluida em alcool ou DMSO para S2 e 1,5l para SF9 foi
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adicionado ao poco. Os dados para agonista/antagonista foram mensurados em
forma numérica de luminescéncia emitida pela enzima luciferase frente a adicéao
do substrato Luciferin. Quanto maior for a ativacédo do receptor de ecdisteroéides,
maior a luminescéncia. Para montagem do ensaio repOdrter, utilizou-se uma
solugcdo com uma densidade de 50.000 células / ml foi preparada com células de
diptera (S2), e 30.0000 células / ml para as células da Ordem lepidéptera (SF9).
Obteve-se, uma da solucao contendo 10 ml composta com células transfectadas
foi preparada para montagem dos bioensaios. Foi adicionado 100 pl da solugéo
em cada po¢o com uma micropipeta em uma placa de micro titulacdo de 96

pocos branca (Thermo Scientific, Roskilde, DN, Dinamarca).

Para as curvas de dose resposta e experimentos de atividade agonista, a
luminescéncia foi mensurada 24 horas apdés a adicdo dos tratamentos
(moléculas). Para atividade antagonista, primeiramente foi adicionado 1ul e
1,5ul, para S2 e SF9, respectivamente, das novas moléculas, na concentracao
de 100uM e incubado por 24h a 27°C. Apés a primeira incubacdo, foi adicionado
o hormonio 20-Hidroxiecdisbnio e a Ponasterona-A (controle) na concentracéo
de 100uM e incubado novamente, desta vez por 24 horas a 27°C. Ap0Os 0s
correspondentes periodos de incubacdo, com uma micropipeta as células foram
transferidas para uma placa de 96 pocos, sendo que cada poco recebeu 100 pl
da suspensdao de células. Para mensurar a expressao da luciferase, foi utilizado
o substrato de luciferase Steady-Glo luciferase assay system kit (Promega,
Leiden, Holanda). Foi adicionado a placa de 96 pocos com as células, 100 ul do
substrato de luciferase. O mensuramento foi realizado com o luminémetro
SpectraMax Mb5e, (Molecular Devices, USA). (UFPel). Cada tratamento foi
realizado em triplicata técnica, sendo que cada experimento foi realizado pelo
menos 2 vezes. Respectivas EC50 (valores de concentracao efetiva mediana de
inducéo de 50% de luminescéncia) com 95% de confiabilidade foram calculados
com o software Prism v4 (GraphPad Software Inc. La Jolla, Ca), a preciséo dos
dados da curva sigmoide foi avaliada com base nos valores R2. Os dados de
efeito agonista foram calculados pelo teste t a 5% de confiabilidade, tendo como
controle positivo 20-Hidroxiecdisénio, na concentragcéo de 100uM. Ja para efeito

antagonista, foram consideradas moléculas eficientes aquelas que reduziram em
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>15% a luminescéncia quando comparado ao controle positivo com 20-

Hidrociecdis6nio ou Ponasterona-A.

3.2.6. Modelagem tridimensional (3D) dos receptores nucleares de diptera
(DRLBDs) de Lepidoptera (ECRLBDSs)

No presente trabalho foi investigado 9 compostos organocalcogénicos
estruturalmente semelhantes as Dibenzoilhidrazinas e o0os hormonios 20-
Hidroxiecdisonio em receptores de ecdisteréides de diptera e de lepidoptera
(Figura 2). Para confirmar a habilidade destas moléculas na ativagao ou bloqueio
do receptor do ecdisbénio, como ja citado, foram utilizados uma linhagem celular
de lepidoptera (SF9) e uma linhagem celular de diptera (S2). Assim, as
estruturas tridimensionais dos compostos quimicos foram usadas para construir
o0 modelo de 3D-QSAR, que descreve a atividade dos compostos Daf-2 e Daf-4
e dos hormonios ao ecdisdnio. Os compostos que nao apresentaram atividade
no receptor nuclear da ordem Diptera e Lepiddptera foram excluidos das anélises
virtuais. O modo com gque os compostos Daf-2 e Daf-4 e o horménio 20 He se
ligam ao receptor de ecdisteroides de Lepidoptera foi revelado por analise
estrutural cristalografia de raio-X (BILLAS et al., 2003). Tais estruturas se
encontram no site Protein Data Base (PDB, 2018), de onde foram obtidos para
as andlises do presente estudo. O modelo tridimensional do receptor de
ecdisteroides de D. melanogaster foi gerado com a ferramenta online Swiss-
Model (BIASINI et al., 2014), a partir da sequéncia de aminoacidos disponivel
online (GeneBank n°® P34021). Todas as simula¢des virtuais foram realizadas no
sistema operacional Microsoft Windows 7®, com o uso do software Discovery
Studio® e Chimera®.

3.3. Resultados e Discusséao
3.3.1 Teste de citoxidade

A linhagem celular S2 de Drosophila melonogaster, foi exposta aos
bioensaios de viabilidade celular. Inicialmente eram 23 compostos quimicos

organocalcogénicos estruturais, que foram testados nos bioensaios em trés
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concentracfes micro molares de cada composto quimico, as concentragdes que

foram utilizadas nos bioensaios sdo 1073uM, 1076uM e 10~ M. A apds o
periodo de 48 horas, com o auxilio do método de microscopia e contagem
celular, observamos que 14 compostos quimicos apresentaram viabilidade
celular inferior a 80% nas 3 concentragées micro molares testadas (figura 3), :
(M3,M4, M5, M8,M11,M18,M19) e (figura 4), M1, M6,M7,M10,M12,M13 e M15.
Algumas moléculas néo esteroidais podem apresentar citotoxidade parcial em
algumas concentracfes micro molar, ou ser extremamente citotdxicas
interferindo na viabilidade (SOIN et. al., 2010).

Nove compostos testados nas concentracées 103uM, 10 5uM e 10~ pM
apresentaram citotoxicidade parcial (figura 3) (M2, M9, M14, M16 e M17) e
(figura 4) (DAF-2, DAF-4, SE-CHOL e SE-CHOL-AC) , as concentracbes micro
molares que apresentaram uma viabilidade de no minimo 80%, foram
adicionadas em nosso banco de novas moléculas, sendo encaminhadas para
triagem de alto desempenho, buscando atividade agonista ou antagonista do

receptor nuclear de lepiddptera e diptera (SWEVERS et al., 2004) .
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Figura 3: Viabilidade celular frente a exposi¢cdo das novas moléculas em trés
concentracbes molares (0,0001; 0,00001 e 0,000001). Os controles DMSO e
meio celular, anova One Way Anova Figura A (F=1401,69 gl= 4;GL residuo= 30;
P<0.0001); Figura B (F=386,66 gl= 4;GL residuo= 30; P<0.0001); Figura C (F=
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886,68 gl= 4;GL residuo= 30; P<0.0001), (teste t, p<0,05) Figura D (F=173,25
gl=4;GL residuo= 30; P<0.0001), (teste t, p<0,05). Fonte: Machado (2019).
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Figura 4. Viabilidade celular frente a exposicdo das novas moléculas em trés
concentracbes molares (0,0001; 0,00001 e 0,000001). Os controles DMSO e
meio celular. anova One Way Anova Figura E (F=1168,13 gl= 4; GL residuo=
30; P<0.0001); Figura F (F=2814,67 gl= 4; GL residuo= 40; P<0.0001); Figura G
(F=911,35 gl= 4; GL residuo= 30; P<0.0001). Fonte: Machado (2019).

3.3.2. Atividade agonista do ecdisteroide

Os bioensaios repérter para expressar o gene luciferase em células S2 e
SF9, foram obtidos a partir de uma curva dose-resposta com o horménio natural
20 Hidroxiecdis6nio e com fitoecdisteréides Ponasterona A (Figura 5). As curvas
destes hormoénios foram calculadas com auxilio do software GraphPad Prism,
para avaliar atividade utilizou-se o horménio natural 20 H ecdisdnio especifico
de insetos e o fitoesterdide Ponasterona A, ambos ecdisterdides possuem uma
excelente responsividade em linhagens de células da ordem Diptera e
Lepidoptera transfectadas com o gene reporter plasmideo ERE-b.act.luc (ZOTTI
et al., 2013a). Os compostos esteroidais 20- Hidroxiecdisénio e Ponasterona-A,
apresentaram padrbes semelhantes para as duas linhagens, sendo que a
Ponasterona-A se mostrou-se um excelente agonista (Figura 5). A EC50 de 20-
Hidroxiecdisonio foi 7,185 e 6,958 ja de Ponasterona-A foi de 6,24 e 5,653 para

células de diptera e lepidoptera, respectivamente (Tabela 1). Sendo assim, pode-
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se observar que ambos esteroides, em ambas as linhagens celulares,
apresentaram um padrdo de atividade. O resultado obtido indica que tanto 20-

Hidroxiecdisdnio como Ponasterona-A séo inespecificos para estas duas ordens
de insetos.
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Figura 5: Curvas sigmoides de dose-resposta referentes a atividade de dois
ecdisterdides em células S2 e SF9.Fonte: Machado (2019)

Compostos secundéarios obtidos de plantas, produzem propriedades
semelhantes a atividade agonista ou antagonista do receptor ecdisteréides, em
sua pesquisa Dinan (1999) identificou mais de 4500 espécies de plantas com
potencial para servir de modelo para desenvolvimento de novos agentes de
controle. A cyasterona é fitoesterdide, e apresentou atividade agonista em
receptor de ecdisteroides de células S2 e Bm5 (Lepidoptera), mas a sua
atividade é menor do que tebufenozida, o que inviabiliza o uso desta molécula
para o desenvolvimento de novos inseticidas na industria de agroquimicos

(ZOTTl etal., 2013a). As plantas produzem compostos esteroidais com atividade
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em receptor de ecdisteroides de insetos. Alguns compostos sao ativos e podem
competir ao sitio de ligacao do ligante receptor de diptera e lepidoptera, sendo

uma adaptacao evolucionaria em ordens de insetos (DINAN et al., 2001).

Tabela 2: Atividade agonista de 20-Hidroxiecdisénio (20H), Ponasterona-A
(PonA).

S2 SF9

-logEC50 95%IC R2  -logEC50 95%IC R2
20H 7,185 -7.696-6.675 0,8530 6,958  -7.331-6.584  0,8901
PonA 6,424  -6.593-6.255 0,9746 5653  -5.792-5514  0,9908

Dados expressos em médias de resposta junto ao intervalo de confianca de 95% (ambos em —
logEC50). R2 representa a precisdo dos dados plotados na curva sigmoide.

Em relacdo a atividade agonista dos novos compostos
organocalcogénicos, tanto em células S2 como em SF9 nenhuma apresentou
efeito significante quando comparado a concentracdo de 100 uM de 20-
Hidroxiecdisdnio e Ponasterona A (Figura 6). Os compostos foram testados na
concentracdo maxima micro molar ndo toxica para as culturas celulares (Tabela
3), a concentracao dos hormoénios padrao utilizada para esta linha de bioensaios,
visto que concentracBes maiores podem causar citotoxicidade nas células (Soin
2010). Como as concentracdes utilizadas (tabela 3) ndo houve resposta, conclui-
se que as nove novas moléculas (Figura 6) ndo tém potencial de se tornarem
agonistas comerciais, tanto para a linhagem celular de lepidoptera como para a
linhagem celular de diptera, sendo economicamente invidvel seguir as
pesquisas, uma vez que € necessario varias otimizacdes nas estruturas
quimicas e que devem ser realizadas para talvez obter um resultado expressivo

e tornar as moléculas ativas.
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Figura 6: Efeito agonista observado para as nove novas moléculas nas linhagens
celulares S2 (A) e SF9 (B). A atividade agonista das moléculas foram
comparadas com a concentracdo de 100uM do hormdnio 20-Hidroxiecdisdnio
(20H), Ponasterona A e o DMSO (Solvente de diluicdo das moléculas) como
controle. Os Valores que sao seguidos por letras foram significativamente
diferentes (teste tukey = 0,05). A diferenca significativa do mensuramento da
luminescéncia medida em comparacdo ao controle com 20-Hidroxiecdisénio,
anova One Way Anova. Bioensaios agonista S2 (F=402,7, gl= 11; GL residuo=
24; P<0.0001)e (teste tukey =.significativo P < 0.05), Agonista SFO(F=1913, gl=
11; GL residuo= 24; P<0.0001)e (teste t =.significativo P < 0.05).

A atividade agonista para o hormonio natural 20-Hidroxiecdisonio e o
fitoesteréide Ponasterona-A em ambas culturas celulares, ndo possuem
diferenga significativa (Figura 6). Sendo assim, para uma molécula nao
esteroidal ter potencial de ser patenteada, espera-se uma resposta ao menos de
80% em comparacdo ao hormdénio natural 20-Hidroxiecdisbnio ou ser
semelhante.

Tabela 3: Atividades de compostos no bioensaios em cultura celular S2 e SF9
para agonistas do ecdisterdéides.

Compostos IMax. Atividade <2Citotoxidade Fornecedor
Conc.(M)  Agonista Conc.(M)

M2 10~ Inativo 1073e 107 LabSOL
DAF-4 107¢ Inativo 1073 Dr. Burton
DAF-2 107° Inativo 1073 Dr. Burton

M9 10~ Inativo 1073e 107 LabSOL

M14 10~° Inativo 1073e¢ 107° LabSOL

M16 10~° Inativo 1073e 107° LabSOL
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M17 10~ Inativo 1073e107° LabSOL
SE-CHOL-AC 10~° Inativo 1073e107° Dra.lsabella
SE-CHOL 10~ Inativo 1073e107° Dra.lsabella
DMSO * Inativo ~ ---------- Synth
PonaA 1073 Ativo - Sigma Aldrich
20 He 1073 Ativo  --meeee- Sigma Aldrich

1 maxima concentracdo Micro Molar. 2 Teste Citotoxidade celular concentracdo Micro Molar
Toxica para as linhagens celular. * Solvente utilizado para diluir as moléculas.

As moléculas agonistas do receptor ecdisteréides ndo esteroidais, como
os andlogos das dibenzoilhidrazinas representam um importante grupo de
inseticidas no controle de insetos praga, seu modo de acéo altamente seletivo e
torna uma ferramenta Util para o controle de artropodes pragas. No entanto, 0os
analogos de DAH disponiveis no mercado sdo apenas altamente ativos contra
Lepidoptera, com a excecdo de halofenozida, que tem atividade contra
coledpteros, bem como Lepidoptera. No entanto, estas moléculas inseticidas ndo
esterdidal agonista comerciais, também tém uma certa atividade em diptera
(SMAGGHE et al., 2012) sistemas de triagem baseado em repoérter especifico
de dipteros foi desenvolvido a fim de descobrir e avaliar compostos que possuem

atividade no receptor ecdisterdide agonista ou antagonista (DINAN et al.,2001).

3.3.3. Atividade antagonista do ecdisteroide

Em relacdo a atividade antagonista dos novos compostos
organocalcogénicos, tanto em células S2 como em SF9 apenas duas moléculas
apresentaram efeito significativo quando comparado a concentracédo de 100 uM
de 20- Hidroxiecdisénio e Ponasterona A (Figura 6). Os compostos foram
testados na concentracdo maxima micro molar ndo téxica para as culturas
celulares (Tabela 4). O resultados obtidos da linhagem celular S2 (Figura 7 A)
em comparagdo ao 20- Hidroxiecdisbnio a molécula DAF-2 inibiu a
luminescéncia do receptor nuclear em 29,91%, em que a molécula DAF-4 inibiu
a luminescéncia do receptor nuclear expressivamente em 51,55%.0s resultados
obtidos na linhagem celular SF9 (Figura 7 B) DAF- 2 inibiu a luminescéncia do
receptor nuclear em 19,62 %, e a DAF-4 inibiu a luminescéncia do receptor em
35,14 %. Os compostos DAF-2 e DAF-4 sdo descritos como moduladores

sintéticos DAF-12 e com potencial uso no controle de nematoides, 0 composto
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DAF-2 e DAF-4 foram testados a sua atividade em células HEK-293T co-
transfectado com um vetor de expresséo codificando a luciferase gene reporter
sob o controle do promotor Gal4 (DANSEY et al. 2015).
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Figura 7: Efeito antagonista observado para as nove novas moléculas nas
linhagens celulares S2 (A) e SF9 (B). A atividade antagonista das moléculas
foram comparadas com a concentracdo de 100uM do horménio 20-
Hidroxiecdisonio (20H), Ponasterona A e o0 DMSO (Solvente de diluicdo das
moléculas) como controle. Os Valores que sdo seguidos por letras foram
significativamente diferentes (teste tukey = 0,05). A diferenca significativa do
mensuramento da luminescéncia medida em comparacdo ao controle com 20-
Hidroxiecdisonio, anova One Way Anova. Bioensaios antagonista S2 (F=12,87,
gl= 11; GL residuo= 24; P<0.0001) e (teste tukey =.significante P < 0.05),
Antagonista SF9 (F=7,634, gl= 11; GL residuo= 24; P<0.0001)e (teste tukey
=.significante P < 0.05).

Tabela 4: Atividades de compostos no bioensaios em cultura celular S2 e SF9
para antagonista do ecdisteroides.

Compostos IMax. Atividade 2Citotoxidade Fornecedor
Conc.(M) Antagonista Conc.(M)

M2 10" Inativo 1073¢ 10°° LabSOL
DAF-4 107° Ativo 1073 Dr. Burton
DAF-2 10~ Ativo 1073 Dr. Burton
M9 10" Inativo 1073¢ 10°° LabSOL
M14 10~° Inativo 1073e¢ 107° LabSOL
M16 10~° Inativo 1073 107° LabSOL
M17 10~ Inativo 1073e107° LabSOL
SE-CHOL-AC 10" Inativo 1073¢10°° Dra.lsabella
SE-CHOL 10~° Inativo 1073 107° Dra. Isabella

DMSO * Inatvo - Synth
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PonaA 1073 Inativo ~ ---eeee- Sigma
Aldrich
20 He 1073 Inativo ~ —--meeeee- Sigma
Aldrich

! méxima concentracdo Micro Molar. 2 Teste Citotoxidade celular concentragéo Micro Molar
Toxica para as linhagens celular. * Solvente utilizado para diluir as moléculas.

Bioensaios em culturas celulares de insetos, visando atividade
antagonista do receptor nuclear, sédo, no geral, escassos (DINAN e HORMANN,
2005; SOIN et al., 2009; ZOTTI et al., 2013a). Com avanco da bioinformética,
gue usa um banco de dados de mais de 2 milhdes de compostos, procedeu-se
a uma triagem virtual baseada em forma e poder de ativagéo do ligante ao ECR.
Para identificar novos compostos néo esteroidais semelhantes ao fitoesteroide
ligante da Ponasterona A em resposta ao EcCR. O parametro estabelecido para
uma molécula antagonista ter um efeito aceitavel de inibicdo de no minimo 50%
da atividade hormonal (HARADA et al.,, 2011). Entretanto, a escassez de
trabalhos focados em bioensaios antagonista, consideramos em nosso trabalho,
compostos que obtiveram no minimo 15% de inibicdo do receptor nuclear para
as duas linhagens celulares S2 e SF9. Dinan et al. (2001) em um dos seus
principais trabalhos em linhagem celular Bll, proveniente de D. melanogaster,
identificou 36 moléculas que apresentam efeito antagonista, sendo estas
moléculas alcaloides, brassinosteroides, cardenolides, bufadienolides,
curcubitacins, picracinas, flavonoides, lignanas, limonoides, fenilalcaloiodes,

saponinase vitasteroides, todos compostos secundarios extraidos de plantas.

Existe compostos esteroidais, como por exemplo a castasterona que
apresenta afinidade a receptores de ecdisteroides e células S2 da ordem diptera
e células BM5 da ordem lepiddptera, uma vez que os sitios de ligacdo sdo
semelhantes ao contrario do que ocorre em relagdo as dibenzoilhidrazinas
(ZOTTl etal., 2013a). Hetru et al. (1986) constatou-se que a catasterona € capaz
de causar antagonismo ao horménio natural 20-Hidroxiecdisénio em Phormia
terranovae Robineau-Desvoidy, 1830 (Diptera: Calliphoridae).Compostos
extraidos a partir de sementes de Carex pendula (Cyperaceae), inibiu o receptor
nuclear apresentando uma atividade antagonista em células diptera ( MENG et

al. 2001). Isto demonstra um vasto repertdrio de compostos nao esteroidais,
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semelhante as dibenzoilhidrazinas, com a capacidade de inibir a atividade de

receptores nuclear de insetos em diversas ordens de insetos.

3.3.4. Modelagem tridimensional de Diptera e Lepidoptera ECR-LBD

A analise virtual mostra que a formacao estrutural do sitio de ligacdo do
receptor ecdisterdides, ocorre dentro do receptor uma ligagcdo em parte da cadeia
alifatica do ecdisénio em um largo lobo localizado na extremidade superior do
sitio, similarmente observavel tanto no receptor diptera e lepidéptera (Figura 6).
Entretanto, ao compararmos estruturalmente os receptores de ecdisterdides de
diptera (Figura 8 A) e lepidoptera (figura 8 B), é possivel observar que existe na
ordem lepidépteros uma segunda cavidade na regido superior do sitio, ausente
no receptor de dipteros. Esta segunda cavidade forma uma espécie de segundo
sitio de ligacdo. Em seu trabalho Soin et al. (2010), comprovou que € nesta
segunda cavidade em que o anel Benzénico das dibenzoilhidrazinas se ligam,
fazendo com que estas moléculas apresentam atividade expressiva em

lepidopteros.

Figura 8: Cavidade de ligacdo dos ecdisterdides dentro do receptor. Na imagem
20-Hidroxiecdis6nio ancorada no receptor de ecdisteréides de Drosophila
melanogaster (A) e Heliothis virescens (B). Os dois lobos localizados na porcéo
superior da cavidade estédo indicados por uma estrela (lado esquerdo) e por um
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triangulo (lado direito). No receptor de Lepidoptera (B) é possivel observar o lobo
esquerdo saliente, sitio o qual ligam-se as dibenzoilhidrazinas. Autor: Machado
(2019).

3.3.5 Modelagem tridimensional dos compostos DAF-2 e DAF-4

Com base nos resultados obtidos nos bioensaios de atividade agonista e
antagonista, foram realizadas simulac@es virtuais das interacdes das moléculas
DAF-2 e DAF-4 no receptor de ecdisterdides de diptera e lepidoptera, Unicos
compostos que apresentaram atividades nos bioensaios “in vitro”. O receptor de
D. melanogaster ainda nao foi elucidado pelo método de difracdo de raio-X.
Existem ferramentas computacionais que podem modelar a estrutura quaternaria
de proteinas com base no alinhamento da sequéncia de aminoacidos de outras
espécies, servindo de modelo. Para a modelagem do receptor de ecdisterdides
de D. melanogaster no presente estudo, foi utilizado o Swiss-Model ou Modelo
Suico, ferramenta a qual consiste em um sistema automatizado para modelagem
de estruturas (BIASINI et al. 2014) As simula¢des foram realizadas no receptor
nuclear D. melanogaster e Heliothis virescens, respectivamente (Figura 9) para

o composto DAF-2 e (Figura 10) compostos DAF-4.

Interface grafica da possivel interacdo entre a molécula DAF-2 e o
receptor de ecdisteréides de D. melanogaster (Figura 9 A). Esta ilustrado o
resultado da simulacdo da forma com que a DAF-2 se liga no receptor de
ecdisteréides de diptera inibindo os aminoacidos THR-467 e o aminoacido MET-
508 e formando duas pontes de hidrogénio. A molécula DAF-2 em interacdo com
o receptor ecdisteréides H. virescens (Figura 9 B), forma duas pontes de

hidrogénio e inibe o aminoacido THR-343 e o aminoacido ARG-387.
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Figura 9: DAF-2 Interface grafica da possivel interacéo entre a molécula DAF-2
e o receptor de ecdisteréides de Drosophila melanogaster (A) e Heliothis
virescens (B). Esta ilustrado o resultado da inibicdo dos aminoacidos THR467 e
MET- 508 em receptor de ecdisterdide de diptera e inibicdo dos aminoacidos
THR-343 e ARG-387 em receptor ecdisterdide de lepidéptera. Autor: Machado
(2019).

Interface grafica da possivel interagdo entre a molécula DAF-4 e o
receptor de ecdisteréides de D. melanogaster (Figura 10 A). Est4 ilustrado o
resultado da simulacdo da forma com que a DAF-4 se liga no receptor de
ecdisteréides de diptera inibindo os aminoacidos ARG-511 e formando uma
ponte de hidrogénio. A molécula DAF-4 em interagdo com o receptor
ecdisterdides H. virescens (Figura 10 B), forma duas pontes de hidrogénio e inibe
0 aminoacido ASN-504 e o aminoacido ARG-387.
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Figura 10: Interface grafica da possivel interacdo entre a molécula DAF-4 e o
receptor de ecdisterdides de Drosophila melanogaster (A) e Heliothis virescens
(B). Esté ilustrado o resultado da inibicdo dos aminoacidos ARG-511 em receptor
de ecdisterdide de diptera e inibicdo dos aminoacidos ASN-504 e ARG-387 em
receptor ecdisteroide de lepidoptera. Autor: Machado (2019).

Com o uso de ferramentas computacionais, permitindo a triagem massiva
compostos quimicos in silico, Harada et al. (2011) em seu trabalho buscou
moléculas semelhantes nas caracteristicas fisico-quimicas do fitoesteréide
Ponasterona A. Para sua pesquisa utilizou um banco de dados de 2,1 milhGes
de moléculas, com base em parametros pré-estabelecidos, os autores
identificaram 24 compostos que foram melhor classificados e posterior
encaminhado a sintese organica. Dos 24 compostos apenas 3 compostos

possuem atividade antagonista.

Em sua pesquisa in silico Deng et al. (2016) utilizou a triagem virtual para
modificar radicais das moléculas ja existentes as dibenzoihidrazinas e com base
em parametros pré-estabelecidos e classificados a partir das simulagées,
sintetizou 38 moléculas, e apenas uma molécula apresentou atividade

semelhante a tebufenozida em lagartas da ordem Lepidoptera. E importante
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salientar que ensaios de atividade inseticida in silico (Triagem virtual), in situ
(biotecnologia celular) e in vivo (insetos) podem ocorrer diferencas dos
COmMpOosStos em ensaios in vivo, visto que em insetos o0 seu organismo € complexo
e possuem enzimas com capacidade de detoxificar compostos quimicos
(SWEVERS e SMAGGHE, 2016).

3.4. Conclusbes

O sistema de triagem em células € eficaz para testar uma quantidade
massiva de compostos esteroidais e néo esteroidais. Os hormonios 20-
Hidroxiecdisonio e a Ponasterona-A possuem padrdes de atividade similares nas
duas linhagens celulares utilizadas. As moléculas DAF-2 e DAF-4 séo
antagonistas ao horménio 20-Hidroxiecdisénio em células de Diptera (S2) e
células de lepidoptera (SF9). As interacfes observadas servirdo como base para

o design racional de novas moléculas inseticidas
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4 Conclusdes Gerais

Conclui-se que os bioensaios reporter baseados em células EcR testados
€ til para a triagem de compostos com atividade agonistas do ecdisteroides e
atividades antagonistas. Este sistema € muito promissor para o desenvolvimento

de novos inseticidas.

Os hormonios 20-HidroxiecdisGnio e a Ponasterona-A possuem padrdes

de atividade similares nas duas linhagens celulares utilizadas.

Os noves compostos testados no sistema de triagem ndo apresentaram

atividade agonista do receptor ecdisteroides.

Os compostos DAF-2 e DAF-4 apresentaram atividade antagonista

inibindo atividade do receptor nuclear de ecdisteroides.
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