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UM INIBIDOR DE TRIPSINA DA SOJA REDUZ A RESISTÊNCIA AO MILHO 
TRANSGÊNICO EM UMA POPULAÇÃO DE Spodoptera frugiperda 

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) 
 

RESUMO - Em determinadas culturas de importância econômica, lepidópteros 
pragas têm sido controlados com sucesso pela adoção de plantas transgênicas 
resistentes a insetos que expressam proteínas inseticidas Cry e/ou Vip derivadas do 
microrganismo Bacillus thuringiensis Berliner (plantas Bt). Dentre as pragas alvos das 
plantas Bt, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) destaca-se 
pelo seu potencial destrutivo na cultura do milho e pelos casos de resistência em 
campo às plantas Bt. Após serem ingeridas, as proteínas inseticidas expressas em 
plantas Bt interagem com receptores no intestino médio com consequente ruptura das 
células do intestino médio e morte da praga alvo. No intestino médio de imaturos de 
lepidópteros como S. frugiperda, as serino proteases são importantes na digestão de 
proteínas e na ativação ou degradação de proteínas inseticidas. O presente trabalho 
foi conduzido para avaliar se a ingestão de um inibidor de tripsina de soja (SBTI) 
poderia implicar em alterações no desenvolvimento de duas populações de S. 
frugiperda, sendo uma população resistente e a outra suscetível ao milho Bt que 
expressa as proteínas Cry1F, Cry1A.105 e Cry2Ab2. O SBTI foi produzido e purificado 
utilizando expressão heteróloga em E. coli seguida de purificação em Ni-Sepharose. 
Bioensaios utilizando folhas de milho não Bt indicaram que o desenvolvimento de 
lagartas de S. frugiperda suscetíveis e resistentes não foi influenciado pela ingestão 
de SBTI. No entanto, quando a população resistente consumiu plantas de milho Bt 
contendo SBTI, foi observada alta mortalidade juntamente com uma redução no peso 
larval e redução da atividade das tripsinas digestivas. Embora o modo de ação não 
tenha sido elucidado, foi possível observar que o consumo de SBTI aumentou a 
suscetibilidade da população resistente de S. frugiperda ao milho Bt. 
 
Palavras-chave: inibição de tripsina, manejo de resistência de insetos, nutrição de 
insetos 
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A SOYBEAN TRYPSIN INHIBITOR REDUCES THE RESISTANCE TO 
TRANSGENIC MAIZE IN A POPULATION OF Spodoptera frugiperda 

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) 
 

ABSTRACT - Lepidopteran pests have been successfully managed by the 
adoption of insect resistant transgenic plants expressing Cry and/or Vip insecticidal 
proteins derived from Bacillus thuringiensis Berliner (Bt plants). Among such pests, 
Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) is highlighted for its 
destructive potential in maize crops and for cases of field-evolved resistance to Bt 
plants. Cry insecticidal proteins expressed in Bt plants are known for their interaction 
with insect midgut receptors and subsequent midgut cell disruption that leads to target 
pest death. In the midgut of lepidopteran larval pests such as S. frugiperda, serine 
proteases are important in dietary protein digestion and activation or degradation of 
insecticidal proteins. This work was conducted to evaluate whether the use of a 
soybean trypsin inhibitor (SBTI) could disrupt the development of a Bt susceptible and 
a Bt resistant population of S. frugiperda ingesting Bt (expressing Cry1F, Cry1A.105, 
and Cry2Ab2 Cry proteins) and non-Bt maize plants. The SBTI was produced and 
purified using recombinant expression in E. coli followed by purification in Ni-
Sepharose. Bioassays using non-Bt maize leaves indicated that the development of 
susceptible and resistant populations of S. frugiperda was not influenced by the 
ingestion of SBTI. However, when the resistant population consumed Bt maize plants 
amended with SBTI, high mortality along with a reduction in larval weight and reduced 
activity of digestive trypsins were observed. Although the mode of action was not 
elucidated, it is possible that the consumption of SBTI increased susceptibility to Bt 
maize in the resistant population of S. frugiperda. 
 
Keywords: trypsin inhibition, insect resistance management, insect nutrition 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O milho é uma cultura de grande importância mundial, sendo cultivado em 22,3 

milhões de hectares no Brasil em 2022/2023 (Conab, 2022). A produtividade da 

cultura do milho é severamente prejudicada por insetos pragas, com destaque para a 

lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), 

que causa danos desde a emergência da planta até os estágios reprodutivos da 

cultura (Blanco et al., 2016). 

O manejo desta praga por meio de aplicações de inseticidas químicos ou 

microbianos é dificultado pelos hábitos comportamentais das lagartas de S. 

frugiperda, como alimentação e refúgio dentro do cartucho das plantas de milho, local 

de difícil aplicação dos agentes de controle (Barros et al., 2010). Atualmente, o uso de 

plantas transgênicas de milho que expressam proteínas inseticidas Cry derivadas do 

microrganismo entomopatogênico Bacillus thuringiensis Berliner (milho Bt) destaca-se 

como uma tática eficaz para o manejo de lagartas de S. frugiperda (Bravo et al., 2011; 

Blanco et al., 2016; ISAAA, 2021). 

Apesar da eficiência do milho Bt para o controle de lepidópteros pragas, a 

seleção de populações resistentes às plantas transgênicas tem sido uma preocupação 

contínua (Sparks et al., 2021). No Brasil, foram registrados casos de resistência de S. 

frugiperda em campo para plantas transgênicas que expressam as proteínas 

inseticidas Cry1F e Cry1Ab (Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016). Para retardar o 

desenvolvimento de populações de pragas resistentes às plantas transgênicas de 

milho Bt, táticas de manejo de resistência a insetos (MRI) foram desenvolvidas e 

devem ser aplicadas no campo, como o plantio de áreas de refúgio com milho não Bt 

para manter a suscetibilidade em uma parte da população de pragas não expostas às 

plantas transgênicas, o uso de plantas transgênicas que expressam altas doses e o 

uso de mais de uma proteína inseticida ativa para controlar a mesma praga 

(piramidação de genes) (Tabashnik et al., 2013; Tabashnik e Carrière, 2017; Fatoretto 

et al., 2017 ). Para contribuir com a estratégia de piramidação de genes, é fundamental 

o investimento na descoberta de novas proteínas inseticidas com diferentes modos 

de ação para o controle de insetos pragas (Bravo et al., 2011; Fatoretto et al., 2017; 

Chae et al., 2022). 
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Mecanismos de resistência às proteínas Cry têm sido observados e sugeridos, 

como alterações na composição de receptores do intestino médio, reduzida taxa de 

ativação de pró-proteínas, desintoxicação de proteínas inseticidas por meio de 

hidrólise excessiva ou inadequada, rápida regeneração do tecido do intestino médio, 

mecanismos relacionados ao sistema imunológico (Jurat-Fuentes et al., 2021) e baixa 

permeabilidade ou aprisionamento de toxinas na membrana peritrófica (Pérez-Hedo 

et al., 2012; Jurat-Fuentes e Crickmore, 2017). Especificamente em S. frugiperda, 

alterações no gene ABCC2 têm sido associadas à resistência de insetos pragas às 

proteínas Cry1A (Boaventura et al., 2020). 

Como as proteínas Cry interagem com as enzimas digestivas e com o epitélio 

do intestino médio para causar a morte do inseto, interferências na digestão proteica 

de lagartas de lepidópteros podem alterar essa interação. Em lagartas de 

lepidópteros, as serino proteases, principalmente tripsinas, são responsáveis pela 

digestão de proteínas e representam um componente essencial para a nutrição de 

aminoácidos (Srinivasan et al., 2006; Terra e Ferreira, 2020). Durante a interação das 

proteínas inseticidas Cry com o processo digestivo de lagartas de lepidópteros, as 

tripsinas podem apresentar papéis distintos, como ativação de protoxina ou 

desintoxicação de proteínas inseticidas Cry (Pérez-Hedo et al., 2012, Singh et al., 

2020). 

A digestão de proteínas em lagartas de lepidópteros é conhecida por ser 

reduzida por inibidores de tripsina de origem vegetal e podem levar a deficiências 

nutricionais graves que podem resultar em malformação ou morte do inseto (Zhu-

Salzman e Zeng, 2015; Singh et al., 2020). No que diz respeito à interação de 

inibidores de tripsina com proteínas Cry no sistema digestivo de lagartas de 

lepidópteros, levantam-se as hipóteses de que a redução da atividade de tripsinas 

causada por inibidores de tripsina pode (i) retardar as taxas de ativação de protoxinas 

reduzindo a eficácia de proteínas inseticidas Cry; (ii) retardar as taxas de 

desintoxicação de proteínas inseticidas Cry; (iii) resultar na desnutrição dos insetos, 

com as duas últimas hipóteses resultando em maior eficácia das proteínas inseticidas 

Cry. 

Considerando a importância das serino proteases na ativação ou 

desintoxicação de proteínas inseticidas Cry, bem como na digestão proteica e, 
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consequentemente, na nutrição de insetos, o objetivo principal do presente trabalho 

foi observar se um inibidor de tripsina de soja (SBTI) poderia reduzir a resistência das 

lagartas de S. frugiperda a uma planta comercial de milho Bt que expressa as 

proteínas Cry1F, Cry1A.105 e Cry2Ab2. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Aspectos gerais da cultura do milho  

 

A cultura do milho iniciou-se na agricultura formal há cerca de 10.000 anos na 

Mesoamérica, onde as sociedades primitivas desenvolveram e domesticaram o milho, 

transformando-o em raças primitivas que constituem a base genética para as diversas 

variedades e híbridos existentes atualmente. Após seu estabelecimento, a cultura 

rapidamente se espalhou pela Europa, Ásia e África, onde também é amplamente 

plantado e utilizado (García-Lara e Serna-Saldivar, 2019). 

No Brasil, a cultura do milho é cultivada em pouco mais de 22 milhões de 

hectares, sendo 51% dessa produção localizada no centro-oeste, 25% no sul, 9% no 

sudeste, 10% no nordeste e 5% no norte do País (CONAB, 2023). Globalmente, o 

País é o terceiro produtor mundial, o quarto consumidor e o maior exportador de milho 

(Departamento do Agronegócio da Fiesp, 2023). Dos 22 milhões de hectares 

cultivados com milho, 16,3 milhões são transgênicos e, entre esses, são divididos em 

milho com resistência a insetos, com tolerância a herbicidas e com resistência a 

insetos associada a tolerância a herbicidas (ISAAA, 2019).  

O milho constitui um alimento básico na dieta de diversos países, como na 

África Subsariana, América Latina e alguns países da Ásia, nos quais o cereal é 

responsável por mais de 20% das calorias consumidas (Shiferaw et al., 2011). Em 

países mais desenvolvidos, a utilização dos grãos de milho é destinada principalmente 

para alimentação de animais (Erenstein et al., 2022). Dessa forma, o milho representa 

um importante papel nos sistemas agroalimentares e na segurança nutricional dos 

consumidores (Grote et al., 2021; Poole et al., 2021). 

A facilidade de adaptação para cultivo em diferentes regiões do mundo como 

os trópicos, subtrópicos e zonas temperadas é dada em função do milho ser uma 
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planta C4 com alta eficiência fotossintética (Mekonnen e Gerbens-Leenes, 2020). 

Entretanto, principalmente na região dos trópicos, há também o favorecimento de 

fatores que afetam a produção, como o aparecimento de novas pragas e doenças 

(Burdon e Zhan, 2020; Boddupalli et al., 2020; De Groote et al., 2020). 

No Brasil, o sistema de produção do milho é mecanizado e combina uma 

genética altamente produtiva com uma gestão intensiva das culturas (Erenstein et al., 

2022). Por ser polinizado de forma cruzada, o milho aumentou as perspectivas de 

melhoramento dos híbridos, sendo que a progênie apresenta características melhores 

do que seus progenitores (Morris, 1998; Erenstein et al., 2022). Inicialmente, os 

investimentos em melhoramento genético tradicional do milho foram focados para alto 

rendimento na produção de grãos, resistência a pragas e doenças e, posteriormente, 

na tolerância a estresses abióticos (Krishna et al., 2021). 

Desde a década de 90, o uso da biotecnologia em sementes de milho aumentou 

significativamente e resultou principalmente na obtenção de plantas transgênicas 

desenvolvidas para expressarem tecnologias de resistência a insetos e tolerância a 

herbicidas ou ambas características simultaneamente (Sanahuja et al., 2011; Areal et 

al., 2013). O sucesso dos materiais desenvolvidos pode ser observado pelo fato do 

milho figurar como a segunda cultura geneticamente modificada mais cultivada no 

mundo, com aproximadamente 61 milhões de hectares (ISAAA, 2019). Destes, o milho 

resistente a insetos (híbridos que expressam proteínas inseticidas de Bacillus 

thuringiensis) foi o que trouxe mais benefícios para a cultura em termos mundiais, 

principalmente em países como EUA, Brasil, África do Sul, Canadá e Argentina, 

seguido pelo milho com tolerância a herbicidas (principalmente glifosato) e milho 

tolerante à seca (Brookes e Barfoot, 2020).  

 

2.2. Aspectos gerais do milho transgênico expressando proteínas inseticidas de 

Bacillus thuringiensis 

 

Atualmente, uma das formas mais eficazes para o manejo de pragas na cultura 

do milho é o cultivo de plantas geneticamente modificadas que expressam proteínas 

inseticidas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt), as chamadas plantas Bt (Blanco et 

al., 2016).  
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Inicialmente, o uso de B. thuringiensis para o controle de insetos pragas foi 

realizado por meio da pulverização de formulações do bioinseticida Bt sobre culturas 

comerciais (Angus, 1964; Lacey, 2017). A descoberta das proteínas inseticidas Cry 

como principal fator virulento, garantiu melhorias no desenvolvimento e consequente 

sucesso dos bioinseticidas Bt (Hannay, 1953). Entretanto, fatores de campo como a 

suscetibilidade dos bioinseticidas Bt a radiação ultravioleta e a altas temperaturas 

reduzem a atividade residual, o que aumenta a necessidade de novas aplicações com 

consequente aumento dos custos de produção (Navon, 2000; Sanahuja et al., 2011; 

Nascimento et al., 2022). 

O aumento da estabilidade das proteínas inseticidas de Bt em campo foi dado 

a partir de 1980, quando foram desenvolvidas as primeiras plantas transgênicas 

expressando as proteínas inseticidas de Bt (Sanahuja et al., 2011). Em 2001, a 

variedade de milho Herculex expressando Cry1F foi produzida em uma parceria entre 

a Pioneer Hi-Bred (Johnston, IA) e Dow AgroSciences (Indianapolis, IN) (evento TC 

1507), conferia proteção das plantas contra a lagarta preta (Agrotis ipsilon (Hufnagel, 

1766) (Lepidoptera, Noctuidae)), a lagarta do cartucho (S. frugiperda) e a broca 

europeia do milho (Ostrinia nubilalis (Hübner) (Lepidoptera: Crambidae)) e foi 

aprovada para comercialização e cultivo pela Agência de Proteção Ambiental dos EUA 

(Sanahuja et al., 2011). No Brasil, a tecnologia de milho Bt derivada do milho MON810 

que expressa a proteína inseticida Cry1Ab foi implantada comercialmente em 2008 e 

a variedade Herculex que expressava a proteína inseticida Cry1F foi comercialmente 

implantada em 2009 (Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016). 

Atualmente, diferentes eventos de milho que expressam as proteínas Cry e Vip 

de B. thuringiensis têm sido eficazes para o manejo de uma série de pragas alvos 

(Bravo et al., 2011). Além da eficiência para o manejo de pragas alvos, as plantas Bt 

não apresentam toxicidade para humanos e apresentam efeitos reduzidos, ou até 

mesmo nulos, sobre organismos não alvo (Yaqoob et al., 2016; Svobodová et al., 

2017; Shu et al., 2019). 

As proteínas Cry são classificadas em função da similaridade observada entre 

suas composições de aminoácidos (Crickmore et al., 1998). Diante das mudanças 

ocorridas na nomenclatura das proteínas, as classes de proteína Cry, Cyt e Vip3 não 

sofreram alteração em relação a nomenclatura anterior, sendo que a classe das 
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proteínas Cry incluem apenas proteínas que apresentam três domínios (Crickmore et 

al., 2021) que podem estar associados ao modo de ação dessas toxinas, sendo o 

primeiro relacionado com a oligomerização das toxinas e o segundo e terceiro 

domínios com o reconhecimento e a ligação a proteínas receptoras do intestino médio 

(Bravo et al., 2013). 

Em insetos suscetíveis, o modo de ação dessas proteínas inseticidas está 

diretamente relacionado com os domínios das proteínas e os domínios II e III são os 

principais determinantes da especificidade das toxinas. De maneira geral, o modo de 

ação das toxinas Cry expressas em plantas transgênicas envolve a ativação da 

protoxina inativa por proteases do intestino médio, ligação das toxinas a receptores 

específicos e, após uma sequência de processos bioquímicos, formação de poros na 

membrana que resultam na morte do inseto por choque osmótico e lise celular (Bravo 

et al., 2007; Bravo et al., 2013). 

Entretanto, o principal problema dos cultivos de plantas Bt tem sido a evolução 

da resistência nas populações das pragas alvos (Bernardi et al., 2017). No Brasil, já 

são registrados casos de resistência de S. frugiperda em campo para cultivares de 

milho transgênico que expressam as proteínas inseticidas Cry1F e Cry1Ab (Farias et 

al., 2014; Omoto et al., 2016).  

Algumas estratégias são utilizadas para manejar a resistência e a adoção do 

plantio de áreas de refúgio e o plantio de plantas piramidadas com expressão em alta 

dose têm sido as mais recomendadas (Tabashnik et al., 2013; Tabashnik e Carriére, 

2017; Fatoretto et al., 2017). As áreas de refúgio são áreas próximas dos cultivos de 

plantas Bt nas quais plantas de fenologia semelhante e não Bt são plantadas para 

manutenção de populações de indivíduos suscetíveis não expostos à pressão de 

seleção exercida pelas plantas Bt em campo. Esses insetos suscetíveis não expostos 

às plantas Bt, ao cruzarem com indivíduos resistentes selecionados nos cultivos Bt, 

formam descendentes heterozigotos suscetíveis ao cultivo Bt que expressa alta dose. 

A alta dose é definida como a utilização de plantas transgênicas que expressam 

concentrações elevadas de toxinas, ou seja, concentrações de 25 a 50 vezes superior 

à concentração letal necessária para matar 99% de uma população suscetível 

(Tabashnik e Carriére, 2017). Outra estratégia para o manejo da resistência é a 

piramidação de genes, ou seja, a expressão de vários genes que codificam proteínas 



7 
 

inseticidas na mesma planta de forma a atingir o inseto por diferentes mecanismos 

(Sanahuja et al., 2011). 

Apesar das ações para manejo da resistência, a evolução da resistência de 

insetos é um fato predisposto a acontecer e pode estar relacionada a diversos fatores 

e alterações fisiológicas/bioquímicas observadas em insetos resistentes que interfiram 

em qualquer um dos passos do modo de ação das toxinas e pode resultar na 

ineficiência das mesmas (Bravo et al., 2011; Fatoretto et al., 2017). 

 

2.3. Aspectos fisiológicos de Spodoptera frugiperda 

 

Spodoptera frugiperda, popularmente chamada de lagarta do cartucho, é uma 

praga fitófaga altamente polífaga conhecida por se alimentar de pelo menos 353 

plantas hospedeiras pelo mundo (Montezano et al., 2018). No milho, é considerada 

uma das principais pragas e causa danos desde a emergência até a fase reprodutiva 

da cultura, comprometendo a qualidade e o rendimento da produção (Blanco et al., 

2016). Originária das Américas (Sparks, 1979), espalhou-se recentemente pela África 

Central e Ocidental e por países asiáticos como Índia e China (Goergen et al., 2016; 

Sisodiya et al., 2018; Sun et al., 2021). 

Devido à polifagia, as lagartas de S. frugiperda são capazes de se alimentarem 

de diversas partes das plantas hospedeiras (Sena et al., 2003). Para isso, sua 

fisiologia é adaptada para lidar com a fenologia da planta, lidar com as defesas 

químicas e físicas das plantas e digerir materiais vegetais complexos para obter 

nutrientes essenciais para seu crescimento, desenvolvimento e reprodução (Simon et 

al., 2015).  

A capacidade de desenvolvimento de S. frugiperda alimentando-se de novos 

hospedeiros aumenta com o passar das gerações e a aptidão dessa praga por esses 

hospedeiros está relacionada à expressão de genes que codificam enzimas digestivas 

e de desintoxicação (Hafeez et al., 2021).  

A digestão dos alimentos ingeridos por lagartas de S. frugiperda inicia-se dentro 

da membrana peritrófica (espaço endoperitrófico), progride para o espaço 

ectoperitófico e é encerrado na superfície das microvilosidades das células do 

intestino médio com a absorção dos nutrientes. Esse processo conservado entre 
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lagartas de lepidópteros é diferenciado em S. frugiperda em função da presença de 

muitas enzimas envolvidas na digestão terminal presas no glicocálice, poucas 

enzimas no espaço ectoperitrófico e uma grande quantidade de enzimas presas ao 

material gelatinoso próximo a membrana peritrófica (Ferreira et al., 1994; Fuzita et al., 

2022)  

Devido aos diferentes alimentos que consomem e seus respectivos valores 

nutricionais, de maneira geral, os insetos herbívoros precisam desenvolver 

mecanismos de adaptação que envolvem a expressão de diferentes enzimas 

digestivas e uma série de enzimas de desintoxicação para consumirem 

adequadamente os alimentos (Roy et al., 2016; Pym et al., 2019). Em S. frugiperda, 

ocorrem alterações na expressão gênica de enzimas digestivas e de desintoxicação 

em função da planta que a lagarta consome (Hafeez et al., 2021). Com isso, a 

presença de toxinas na planta hospedeira influencia no aumento da expressão de 

enzimas digestivas (Gog et al., 2014; Lei et al., 2014; Herde e Howe, 2014). Em 

lagartas de S. frugiperda, ocorre o aumento da expressão de proteases em função da 

ingestão de inibidores de proteases das plantas, além disso, observa-se a alta 

expressão de lipases que fornecem nutrição e energia para a fase imatura do inseto 

em compensação ao efeito causado pelos inibidores (Srinivasan et al., 2006; Roy et 

al., 2016). 

As toxinas de algumas plantas também podem degradar proteínas associadas 

a membrana peritrófica, porém, nessa situação, lagartas de S. frugiperda expressam 

uma resposta transcriptômica compensatória para remodelação da membrana 

peritrófica e aumento da sua resistência contra danos físicos e enzimáticos associado 

a sua diversificada dieta (Fescemyer et al., 2013; Roy et al., 2016). 

Após a digestão extracelular, transportadores moleculares auxiliam na 

absorção dos nutrientes, manutenção do pH e equilíbrio osmótico no intestino (Lei et 

al., 2014; Ribeiro et al., 2014). Lagartas de S. frugiperda adaptadas ao milho 

apresentam alterações na expressão desses transportadores quando comparadas 

com lagartas não adaptadas, o que sugere que insetos generalistas apresentam mais 

respostas às diferentes dietas (Roy et al., 2016; Govind et al., 2010).  
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Todas essas estratégias do sistema digestivo de S. frugiperda servem para que 

o inseto otimize a aquisição de nutrientes por um mecanismo compensatório para 

suprir a necessidade de energia das diferentes dietas (Roy et al., 2016).  

 

2.4. Proteases digestivas de lepidópteros 

 

O tubo digestivo dos imaturos de lepidópteros pode ser dividido em intestinos 

anterior, médio e posterior. O intestino anterior é responsável principalmente pela 

digestão mecânica dos alimentos, visto que essa região intestinal é toda revestida por 

cutícula e não ocorre absorção significativa de nutrientes. O intestino anterior é 

composto pelo ponto de recebimento do conteúdo das glândulas salivares e faringe, 

esôfago, papo e pró-ventrículo, sendo os últimos de tamanho bem reduzido. O 

intestino médio é a maior porção do intestino de lepidópteros imaturos é onde ocorre 

a maior parte da digestão química e absorção dos alimentos, visto que não há 

revestimento por cutícula e é onde está a maior concentração de enzimas digestivas. 

Inicia-se logo após o final do intestino anterior, não apresenta cecos gástricos e tem 

fim no ponto de inserção dos túbulos de Malpighi. O intestino médio de lepidópteros 

imaturos possui uma estrutura não celular semelhante a um filme, chamada 

membrana peritrófica, que protege as células do intestino médio contra abrasões 

pelos alimentos, invasões por microrganismos, compartimentaliza o intestino médio 

em espaços endoperitrófico e ectoperitrófico e apresenta permeabilidade seletiva para 

enzimas e produtos da digestão (Bolognesi et al., 2001; Bolognesi et al., 2008). Por 

último, o intestino posterior, apesar de ser revestido por cutícula, é responsável pela 

absorção de substâncias importantes na região das papilas retais antes que elas 

sejam eliminadas. É composto pelo íleo, cólon e reto (Terra e Ferreira, 2009; Hegedus 

et al., 2009; Engel e Moran, 2013; Gullan e Cranston, 2014). 

Os aminoácidos necessários para manutenção da vida dos insetos são obtidos 

pela digestão de proteínas presentes na dieta, que são clivadas por uma ampla gama 

de enzimas digestivas presentes no intestino médio do mesmo (Murdock et al., 1987; 

Emani, 2018). Proteases hidrolisam as proteínas em tamanhos que facilitam a 

absorção pelo intestino médio (Terra, 1996). Podem ser classificadas em função de 
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seus mecanismos de catálise como, por exemplo, serino proteases, cisteíno 

proteases, proteases aspárticas e metaloproteases (Bode e Huber, 1992). 

Por muito tempo, sabia-se que os insetos apresentavam apenas serino 

proteases e proteases aspárticas. Entretanto, atualmente, sabe-se que a maior parte 

das proteases presentes nos sistemas digestivos dos insetos são as serino proteases 

e as cisteíno proteases (McFarlane, 1985; Haq et al., 2004). Foi realizado um estudo 

detalhado sobre as proteínas do intestino médio de diferentes espécies de 

lepidópteros (Srinivasan et al., 2006) e, as serino proteases correspondem a 95% das 

enzimas digestivas presentes no intestino médio (Macedo e Freire, 2011). 

As serino proteases estão presentes na maioria dos animais e são 

indispensáveis para a manutenção de processos biológicos de diversos organismos 

(Joanitti et al., 2006; Macedo e Freire, 2011). Recebem esse nome pois são 

compostas por uma tríade catalítica, na qual os três aminoácidos do sítio ativo 

envolvido na catálise são asparagina (Asp), histidina (His) e serina (Ser) e, por meio 

de uma catálise covalente, as enzimas clivam as ligações peptídicas das proteínas, 

devido a presença de um aminoácido nucleofílico (Ser) no sítio ativo que reage com 

uma região eletrofílica do substrato e forma uma ligação covalente transitória (Walsh 

e Wilcox, 1970; Tyndall et al., 2005; Macedo e Freire, 2011).  

As serino proteases mais estudadas em lepidópteros são as quimotripsinas e 

as tripsinas (Macedo e Freire, 2011). O principal ponto de clivagem das quimotripsinas 

são os aminoácidos aromáticos, enquanto o ponto de clivagem das tripsinas são os 

aminoácidos arginina e lisina (Muhlia-Almazán et al., 2008; Lazarevic e Janković-

Tomanić, 2015). 

Os alimentos ingeridos afetam diretamente a atividade de tripsina através da 

regulação da síntese por alterações no pH e condições redox do intestino. O intestino 

médio de lepidópteros imaturos apresenta pH altamente alcalino e apresenta tripsinas 

de pH ótimo alcalino (Ferreira et al., 1994). O pH alcalino de lepidópteros imaturos 

representa uma adaptação a alimentos ricos em compostos polifenólicos como 

taninos que são conhecidos por se complexarem às proteínas ingeridas e reduzirem 

a digestibilidade proteica em condições de pH não alcalino (Hughes e Vogler, 2006; 

Brune, 2014; Lazarevic e Janković-Tomanić, 2015).  
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Além disso, o aumento da expressão de algumas serino proteases está 

relacionada com a exposição dos insetos a moléculas tóxicas de ocorrência natural 

no alimento, como por exemplo os inibidores de proteases de plantas (Srinivasan et 

al., 2006). As tripsinas também podem ser responsáveis pelo sequestro desses 

inibidores de proteases (Mazumdar-Leighton et al., 2000) e a presença desses 

inibidores também pode ocasionar uma expressão elevada de tripsina (Oliveira-Neto 

et al., 2004). A tripsina também pode estar relacionada com ativação da protoxina de 

Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) ou degradação da toxina Bt (González-Cabrera et 

al., 2013). 

 

2.5. Inibidores de proteases digestivas de lepidópteros de origem vegetal 

 

O processo de crescimento das plantas, desde a germinação até a senescência 

é controlado por uma série de proteases que desempenham funções como auxiliar no 

desenvolvimento da planta, proteção contra estresses abióticos e predadores, 

remoção de outras proteínas que estejam danificadas. De maneira geral, as proteases 

catalisam a hidrólise de ligações peptídicas em proteínas e também são capazes de 

clivar substratos menores (Brix e Stöcker, 2013; Kaysser, 2019). Entretanto, esse 

processo é altamente equilibrado, de maneira que inibidores de proteases e proteases 

coexistem e desempenham funções bem específicas (Rawlings et al., 2014). Os 

inibidores de proteases de origem vegetal são uma família bem ampla de peptídeos 

que mantem a homeostase fisiológica da planta e fazem parte dos mecanismos de 

defesa inato da mesma (Hellinger e Gruber, 2019).  

As plantas desenvolveram vários mecanismos, principalmente químicos, para 

se protegerem do ataque de patógenos, vírus, bactérias e herbívoros. Os inibidores 

de proteases podem se manifestar de maneira constitutiva ou induzida como resultado 

das injúrias causadas pelos agentes patogênicos (Polya, 2003; Aljbory e Chen, 2018). 

A maioria dos inibidores de proteases são moléculas orgânicas, aminoácidos 

ou seus derivados. Entretanto, os inibidores proteicos são os mais expressos nas 

plantas (Hellinger e Gruber, 2019). Normalmente, suas principais funções envolvem a 

regulação das proteases endógenas, impedem a degradação de proteínas de 

armazenamento em sementes ou grãos e representam mecanismos de defesa contra 
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patógenos e insetos (Valueva e Mosolov, 2004; Lawrence e Koundal, 2002; Ryan, 

1990; Gomes et al., 2011). 

Contra os insetos, essas moléculas inibem as enzimas digestivas ou outras 

proteases essenciais ao se ligar ao seu local ativo e bloquear a atividade proteolítica, 

o que causa uma diminuição ou interrupção da digestão de proteínas e, 

consequentemente, escassez de aminoácidos importantes nos processos vitais 

(Jongsma et al., 1997; Zhu-Salzman e Zeng, 2015; Shamsi et al., 2018; Cingel et al., 

2017). Além disso, os inibidores de proteases podem interferir em processos 

bioquímicos ou fisiológicos essenciais para o crescimento e desenvolvimento do 

inseto e participam do processo de morte celular programada (Stevens, et al., 2012; 

Ge et al., 2016). 

Ao ingerir um inibidor de protease junto com o alimento, algumas proteases dos 

insetos se tornam indisponíveis por sofrerem um bloqueio pelo inibidor e, com isso, o 

inseto se torna incapaz de hidrolisar as proteínas. Entretanto, alguns insetos são 

capazes de se alimentarem de uma planta que expressa esses inibidores, por 

apresentarem algum mecanismo alternativo em sua digestão (Brunelle et al., 2004; 

Telang et al., 2005). 

Os inibidores de proteases são classificados de acordo com o sítio catalítico da 

enzima alvo, que podem ser as serinas, cisteínas, aspártico e as metaloproteases. A 

maioria deles inibem as serino proteases (Leung, 2000). São encontrados, 

principalmente, em plantas das famílias Solanaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae, 

Poacae e Curcunitaceae e, podem ser classificados em 4 principais grupos: Kunitz, 

Bowman-Birk; Batata I e Batata II. Entre esses, os mais frequentemente encontrados 

são os do tipo Kunitz e Bowman-Birk, principalmente em plantas da família Fabaceae 

(Fan e Wu, 2005; Haq et al., 2004; Cotabarren et al., 2020). 

Os inibidores do tipo Bowman-Birk são proteínas que apresentam massa 

molecular entre 4 e 8 kDa ,14 resíduos de cisteína, 7 ligações dissulfeto e dois sítios 

de ligação a proteínas (Cotabarren et al., 2020). Os inibidores do tipo Kunitz 

geralmente apresentam massa molecular entre 18 e 24 kDa, até duas cadeias 

polipeptídicas, 4 resíduos de cisteína e formam duas pontes dissulfeto e um sítio de 

ligação as proteínas.  
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Na natureza, as principais funções desses inibidores são de regular proteases 

endógenas, atuar como proteínas de armazenamento, auxiliar na defesa contra 

pragas e patógenos, participar do desenvolvimento embrionário e crescimento, inibir 

a adesão de células tumorais, inibir proteases virais e manejar o estresse da planta 

(Bendre et al., 2018).  

Em termos biotecnológicos, os inibidores de serino proteases podem figurar 

como um fator de resistência inserido por meio de recombinação genética de plantas 

transgênicas resistentes a injúrias causadas por lepidópteros pragas que possuem 

serino proteases (tripsina e quimotripsina) como principais fatores da digestão de 

proteínas (Cotabarren et al., 2020).  

A maioria dos inibidores de serino proteases com atividade inseticida 

apresentam estabilidade em temperaturas e pH extremos e podem prejudicar o 

desenvolvimento de lepidópteros pragas imaturos por meio da inibição das proteases 

digestivas (Bakail e Ochsebein, 2016; Macedo et al., 2011; Tripathi et al., 2014; Abd 

El-latif, 2014; Ruan et al., 2017; Jamal et al., 2015). 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Clonagem do inibidor de tripsina de soja (SBTI) 

 

A sequência de aminoácidos do inibidor de tripsina do tipo Kunitz de soja (SBTI) 

foi obtida do National Center for Biotechnology Information (NCBI, número de acesso 

NP_001238611.2). A sequência de nucleotídeos codificante da forma madura de SBTI 

(peptídeo sinal removido conforme indicado pela análise usando SignalP 6.0 – Teufel 

et al., 2022) foi sintetizada com otimização de códons para expressão em E. coli e foi 

clonada no plasmídeo pET24a+ entre os sítios de restrição XhoI e NdeI (Genone, Rio 

de Janeiro, RJ, Brasil). O plasmídeo contendo a sequência de nucleotídeos do SBTI 

foi denominado pET24a+SBTI. Foi previsto que o SBTI maduro contendo a cauda de 

poli-histidina (His-tag) fosse expresso em E. coli como uma proteína de 22,5 kDa. 

 

3.2. Produção do SBTI 
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pET24a+SBTI foi ressuspenso em água pura (2 ng/mL) e 2 µL foram 

transferidos para 40 µL de células eletrocompetentes de E. coli BL21 [DE3] Codon 

Plus dentro de uma cubeta de eletroporação previamente mantida em gelo por 10 min. 

As células foram transformadas por pulso elétrico (1,8 kV/25 µF, 5 s) utilizando um 

eletroporador (Gene Pulse, BioRad, Hercules, CA, EUA). Após o pulso elétrico, 1 mL 

de meio LB (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl por litro) foi 

adicionado à cubeta e a suspensão celular foi transferida para um tubo Eppendorf 

(1,5 mL) e incubada a 37°C por 1,5 h sob agitação orbital de 180 rpm. A cultura foi 

plaqueada sobre uma placa de Petri (9 cm de diâmetro) contendo meio LB sólido (10 

g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 5 g de NaCl, 15 g de ágar bacteriológico por 

litro) contendo 50 µg/mL de canamicina e 50 µg/mL cloranfenicol. As placas foram 

incubadas a 37°C durante 16-20 h. 

Para expressão heteróloga de SBTI, uma colônia única de E. coli BL21 [DE3] 

Codon Plus transformada com pET24a+SBTI foi transferida para 50 mL de LB 

contendo 50 µg/mL de canamicina e mantida a 37°C sob agitação orbital de 200 rpm 

por 16 h para formação do pré-inóculo. O pré-inóculo foi diluído 20 vezes dentro de 

um frasco Erlenmeyer de 250 mL (5 mL do pré-inóculo mais 95 mL de LB corrigido 

com 50 µg/mL de canamicina) e incubado a 37°C sob agitação orbital de 200 rpm até 

atingir DO600nm entre 0,4-0,6. Neste ponto, a expressão de SBTI foi induzida pela 

adição de isopropil-β-D-tiogalactosídeo (IPTG) em concentração final de 100 µM na 

cultura. Amostras da cultura (500 µL) foram coletadas em 1, 2, 3 e 4 horas após a 

indução com IPTG. As amostras foram centrifugadas (10.000 g, 5 min, 4°C) e os 

sobrenadantes foram descartados. Os sedimentos celulares foram ressuspensos em 

80 µL de tampão SDS-PAGE 1x (TRIS-HCl 31,25 mM pH 6,8, SDS a 1%, glicerol a 

12,5%, β-mercaptoetanol a 2,5%, azul de bromofenol a 0,005%), fervidos durante 10 

min e 20 µL de cada amostra foram aplicados em gel de SDS-PAGE a 15% (Laemmli, 

1970; Sambrook e Russel, 2001). A eletroforese dos géis foi realizada em voltagem 

constante de 100 V e as bandas de proteína foram reveladas usando 0,12% de 

Coomassie Blue R250 em uma solução de água/etanol/ácido acético (350/75/75). 

 

3.3. Teste de solubilidade do SBTI 
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Após confirmação da expressão do SBTI, foi verificada a solubilidade do SBTI 

produzido. Para isso, pellets celulares foram obtidos após centrifugação (20.000g, 30 

min, 4°C) de 50 mL de bactérias cultivadas a 37°C sob agitação orbital de 200 rpm e 

4 h após a indução com IPTG 1 mM. Os sedimentos celulares foram ressuspensos 

em 10 mL de solução tampão fosfato-salino (PBS - NaH2PO4.H2O 20 mM, 

Na2HPO4.12H2O 20 mM, NaCl 0,5 M, pH 7,4). A lise celular foi realizada pela adição 

de 300 μL de lisozima de clara de ovo de galinha (100 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) e 100 μL de DNAse I de pâncreas bovino (100 mg.mL) (Sigma-

Aldrich) seguida de incubação (37ºC, 30 min) e manutenção em gelo. 

As amostras (20 mL) foram sonicadas em banho ultrassônico (3 ciclos de 1 min 

a 40 kHz com intervalos de 10 segundos em temperatura ambiente) e centrifugadas 

(4.000 rpm, 30 min, 4ºC). O sobrenadante (fração solúvel) e o sedimento (fração 

insolúvel) foram coletados em tubos diferentes. O sedimento contendo corpos de 

inclusão, proteínas insolúveis e restos celulares foi ressuspenso em 10 mL de tampão 

de solubilização de restos celulares (Tris HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, EDTA 1 

mM, ureia 1 M, Triton X-100 a 1%). Esta solução foi incubada em temperatura 

ambiente durante 5 min e centrifugada (9.000 rpm, 4°C, 30 min). O sobrenadante 

(parede celular e proteínas solubilizadas) foi descartado e o sedimento (corpos de 

inclusão e proteínas insolúveis) foi ressuspenso em água deionizada (10 mL). 

Amostras de proteínas solúveis e proteínas insolúveis obtidas após a solubilização 

dos restos celulares foram mantidas a -20ºC e o perfil proteico de cada fração foi 

observado em SDS-PAGE a 15% conforme descrito no item 3.2 utilizando 20 µL de 

cada amostra e 4 µL de tampão SDS-PAGE 6x. 

 

3.4. Solubilização do SBTI 

 

Após teste de solubilidade, o sedimento foi lavado com 10 mL de PBS para 

remoção de Triton X-100 por meio de centrifugação (9.000 rpm, 20 min, 4°C) e 

descarte do sobrenadante. O sedimento foi ressuspenso em PBS contendo ureia 2 M 

e incubado durante 16 horas a -20°C. A solução foi descongelada em temperatura 

ambiente e centrifugada (9.000 rpm, 15 min, 4°C). O sobrenadante contendo as 
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proteínas solubilizadas foi coletado e o perfil proteico foi observado em SDS-PAGE a 

15% como descrito no item 3.2. 

 

3.5. Purificação do SBTI 

 

A purificação do SBTI foi feita utilizando 5 mL de resina “Ni Sepharose 6 Fast 

Flow” equilibrada com 20 mL de tampão de lavagem (Tris 9,9 mM, NaH2PO4.H2O 49,9 

mM e NaCl 99,93 mM, pH 8,0). Uma alíquota (10 mL) de amostras solubilizadas de 

SBTI foi aplicada na coluna e o volume eluído foi coletado em duas frações de 5 mL. 

A coluna foi lavada com 15 mL de tampão de lavagem e três amostras de 5 mL foram 

coletadas. A eluição das proteínas adicionadas à resina foi feita utilizando 10 mL de 

cada solução de imidazol a 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM e 250 mM com 

coleta de frações de 5 mL. O perfil proteico das frações coletadas foi observado em 

SDS-PAGE a 15% conforme descrito no item 3.2. 

A remoção do imidazol nas frações eluídas contendo SBTI foi feita utilizando 

membranas de diálise de celulose (12 MWCO, Sigma-Aldrich) contra água deionizada 

a 4°C. Após a diálise, as amostras foram liofilizadas (JJ Científica, São Carlos, Brasil) 

e ressuspensas em água deionizada. A quantificação da proteína foi feita utilizando o 

Reagente de Bradford de acordo com as instruções do fabricante e albumina de soro 

bovino como padrão (Sigma-Aldrich). As proteínas totais foram quantificadas em 

μg/μL e as soluções de trabalho foram ajustadas para 1 μg/μL. 

 

3.6. Insetos 

 

Duas populações de S. frugiperda foram utilizadas neste trabalho. A população 

suscetível ao milho Bt (30A37PW, MON89034 x TC1507 x NK603, expressando as 

proteínas Bt Cry1F, Cry1A.105 e Cry2Ab2) foi mantida em laboratório sem exposição 

a agrotóxicos ou plantas transgênicas por pelo menos 15 anos. A população resistente 

de milho Bt foi gentilmente cedida pelo Prof. Oderlei Bernardi da Universidade Federal 

de Santa Maria-RS, Brasil correspondente à geração F29 da população resistente 

(Bernardi et al., 2017, Garlet et al., 2022). Esta população resistente foi mantida sob 

pressão de seleção desde F1 alimentando-se de milho Bt pelo menos a cada 2 
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gerações. No presente estudo, expusemos a população resistente ao milho Bt nas 

gerações F53-59 e utilizamos a geração F59 nos experimentos. 

 

3.7. Extração do intestino médio e inibição de tripsinas digestivas de lagartas de 

Spodoptera frugiperda 

 

Para verificar a funcionalidade do SBTI recombinante produzido, ensaios de 

inibição de tripsina foram realizados utilizando o trato digestivo de lagartas de S. 

frugiperda de 5o ínstar suscetível ao milho Bt. Para isso, lagartas de S. frugiperda 

alimentando-se ativamente de dieta artificial à base de feijão carioca (Phaseolus 

vulgaris) (Truzzi et al., 2021) foram anestesiadas em gelo por 10 min. As lagartas 

foram inseridas em solução de NaCl 125 mM (4°C), suas cabeças e extremidades 

posteriores de seus corpos foram removidas e a dissecção do intestino médio foi feita 

após um corte longitudinal através dos tegumentos das lagartas. O intestino médio foi 

separado do intestino posterior por um corte transversal na inserção dos túbulos de 

Malpighi no intestino. O epitélio do intestino médio contendo a membrana peritrófica 

com seu conteúdo foi homogeneizado usando 3 movimentos de homogeneização em 

um homogeneizador Potter-Elvehjem em uma proporção de 3 intestinos médios por 

600 µL de água deionizada. Os homogeneizados foram centrifugados (10.000xg, 10 

min, 4 °C) e os sobrenadantes foram utilizados como fonte de enzimas digestivas 

(extrato enzimático). 

A atividade da tripsina foi medida incubando-se 4 µL do extrato enzimático, 

10 µL do inibidor (1 µg/µL, puro e diluído 10, 20, 30 e 50 vezes; 10 μL de água para 

reação de controle) e 36 µL de água a 37°C por 15 min em tubos Eppendorf. As 

amostras foram transferidas para uma placa de 96 poços e 160 µL de BApNA 

1,0875 mM preparado em tampão glicina-NaOH 100 mM pH 9,0 (Erlanger et al., 1961) 

foram adicionados a cada amostra. As placas foram incubadas a 30°C e as leituras 

espectrofotométricas foram feitas continuamente a 410 nm durante 1 h em intervalos 

de 30 s utilizando Multiskan Sky (ThermoScientific). Brancos de substrato e enzima 

foram incluídos para monitorar a formação de qualquer cor detectável em 410 nm não 

relacionada com os ensaios de tripsina. A atividade de tripsina foi calculada usando 

uma curva padrão de 4-nitroanilina (0 - 125 pmol/poço, y = 0,0203x, R² = 0,9959). 
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Uma unidade (U) de tripsina foi definida como a quantidade de enzima necessária 

para formar 1 pmol de 4-nitroanilina por minuto. Médias e erros padrão (EPM) foram 

obtidos a partir da atividade de tripsina calculada usando 3 extratos enzimáticos 

diferentes incubados com cada diluição de SBTI. 

 

3.8. Mortalidade e peso de lagartas de Spodoptera frugiperda resistentes ou 

suscetíveis ao milho Bt alimentadas com milho Bt ou não Bt com ou sem SBTI 

 

Milho Bt expressando proteínas Cry1F, Cry1A.105 e Cry2Ab2 e seu híbrido de 

milho não Bt próximo de isogênico (híbrido Pioneer Brand 30A37RR, não Bt) foram 

plantados no campo (3 fileiras de 10 m de comprimento espaçadas por 90 cm de 

distância com 6 plantas por metro de cada híbrido de milho). As folhas foram coletadas 

nos estádios de crescimento V7-V9 e utilizadas para alimentação das lagartas de S. 

frugiperda. As folhas coletadas foram lavadas em banho de hipoclorito de sódio 

(0,025%) seguido de três lavagens com água deionizada. Após secagem superficial 

em temperatura ambiente, as folhas foram cortadas em discos (2 cm de diâmetro) 

colocados em recipientes cilíndricos de plástico (50 mL) contendo 1 mL de ágar 1% 

na base e um disco de papel filtro entre os discos foliares e o ágar. Cinco lagartas 

neonatas de S. frugiperda (menos de 24 horas após a eclosão) foram transferidas 

para cada recipiente e os recipientes foram tampados. Dois recipientes representaram 

uma repetição e 20 recipientes foram replicados para cada tratamento. 

Para os tratamentos contendo SBTI, foram aplicados 10 µL de SBTI purificado 

(1 µg/µL) com pincel fino em cada lado do disco foliar (6,37 µg.cm-2). Os discos foliares 

tratados foram substituídos a cada 48 horas para evitar privação alimentar. Foram 

realizados os seguintes tratamentos: 

a) Lagartas resistentes + milho Bt + SBTI 

b) Lagartas resistentes + milho Bt 

c) Lagartas resistentes + milho não Bt 

d) Lagartas resistentes + milho não Bt + SBTI 

e) Lagartas suscetíveis + milho não Bt 

f) Lagartas suscetíveis + milho não Bt + SBTI 

g) Lagartas suscetíveis + milho Bt 
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A mortalidade e o peso larval das lagartas sobreviventes foram observados em 

6 dias após o início da alimentação. 

 

3.9. Atividade de tripsinas e fosfatases alcalinas digestivas de lagartas de 

Spodoptera frugiperda resistentes ou suscetíveis ao milho Bt alimentadas com 

milho Bt ou não Bt, com ou sem SBTI 

 

Para medição da atividade de tripsinas e fosfatases alcalinas digestivas, 30 

neonatas de S. frugiperda resistentes e suscetíveis ao milho Bt foram transferidas 

individualmente para recipientes plásticos (70 mL) contendo 1 mL de ágar 1% no 

fundo, um disco de papel filtro sobre o ágar e os discos de folhas de milho Bt ou não 

Bt colocados acima dos discos de papel. As lagartas consumiram os tratamentos sem 

SBTI até atingirem o 5o ínstar. Neste estádio, as lagartas foram mantidas sem 

alimentação por 12 horas e a realimentação foi iniciada com os tratamentos contendo 

ou não SBTI conforme descrito anteriormente. As lagartas foram coletadas assim que 

os discos foliares foram consumidos e dissecadas para preparação dos extratos de 

enzimas digestivas conforme descrito no item 3.7. 

A atividade da tripsina foi medida conforme descrito no item 3.7, trocando o 

volume de inibidor por água. A atividade da fosfatase alcalina foi medida usando 50 µL 

do extrato enzimático, 25 µL de 4-nitrofenil-fosfato 20 mM (pNPP) preparado em 

tampão glicina-NaOH 100 mM pH 9,0 e 25 µL do mesmo tampão. As placas foram 

incubadas a 30°C e as leituras espectrofotométricas foram feitas continuamente a 

405 nm durante 20 min em intervalos de 1 min utilizando Multiskan Sky 

(ThermoScientific). Brancos de substrato e enzima foram incluídos para monitorar a 

formação de qualquer cor detectável em 405 nm não relacionada com os ensaios de 

fosfatase alcalina. A atividade da fosfatase alcalina foi calculada utilizando uma curva 

padrão de 4-nitrofenol (0 - 32 nmol/poço, y = 0,106x, R² = 0,9956). Uma unidade (U) 

de fosfatase alcalina foi definida como a quantidade de enzima necessária para formar 

1 nmol de 4-nitrofenol por minuto. A proteína total dos extratos enzimáticos foi 

estimada segundo Bradford (1976) conforme descrito no item 3.5. Médias e EPM 

foram obtidos de 10 réplicas independentes compostas pelo intestino médio de 3 

lagartas expostas a cada tratamento alimentar. 
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3.10. Análises Estatísticas 

 

Peso larval, mortalidade, atividade de tripsina e atividade de fosfatase alcalina 

foram testados para observação de distribuição normal e homocedasticidade 

utilizando, respectivamente, os testes de Cramer-von Mises e Bartlett (α = 0,05). Os 

dados não enquadrados nessas premissas foram transformados pelo índice BoxCox. 

Os dados apresentaram distribuição normal e homocedasticidade e foram analisados 

por ANOVA (α = 0,05) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (α = 0,05). Todas 

as análises estatísticas foram feitas no software R (R Core Team, 2020). 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1. Expressão, solubilização e purificação do SBTI 

 

A produção do SBTI foi alcançada usando E. coli BL21 (DE3) Codon Plus. A 

expressão do SBTI foi observada de 1 a 4 horas de cultivo induzida por IPTG 100 µM 

e a banda proteica do SBTI contendo a cauda de His apresentou o tamanho esperado 

de 22,49 kDa (Fig. 1A). O teste de solubilidade mostrou que a maior parte do SBTI foi 

produzida na forma insolúvel (Fig. 1B). Em função da necessidade de grandes 

quantidades de SBTI para bioensaios subsequentes, optou-se por solubilizar a 

proteína expressa de forma insolúvel utilizando um tampão de solubilização contendo 

2 M de ureia e a solubilização foi bem sucedida (Fig. 1C). Após solubilização, o SBTI 

foi purificado utilizando resina “Ni Sepharose 6 Fast Flow” e eluído utilizando imidazol 

100 e 250 mM (Fig. 1D). 
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Figura 1 - Géis de SDS-PAGE 15% observados durante a produção do inibidor de 
tripsina de soja (SBTI) clonado no plasmídeo pET24a(+) utilizando expressão 
recombinante em E. coli BL21 DE(3) Codon Plus. A - Expressão de SBTI a 37°C em 
1, 2, 3 e 4 h após a indução com 100 µM IPTG. B - Teste de solubilidade para observar 
se o SBTI recombinante obtido em 4 h após a indução com 100 µM de IPTG foi 
produzido nas formas solúvel ou insolúvel. C - Solubilização do SBTI insolúvel 
utilizando ureia 2 M. D - Purificação do SBTI solubilizado utilizando resina “Ni-
Sepharose 6 Fast Flow” e eluição com imidazol 10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM. M: 
Padrões Biorad SDS-Page Broad Range (kDa). As setas vermelhas mostram a banda 
proteica do SBTI (22,49 kDa). 

 

4.2. Atividade das tripsinas digestivas de Spodoptera frugiperda na presença de 

SBTI 

 

O SBTI solubilizado, purificado (utilização apenas as frações eluídas com 

imidazol 100 mM) e dessalinizado foi analisado quanto à redução da atividade das 

tripsinas digestivas das lagartas de S. frugiperda. O SBTI reduziu a atividade das 
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tripsinas de forma dose-dependente (F = 26,442; gl = 5,12; p < 0,001), sendo a 

concentração de 1 µg/µL responsável pela inibição de aproximadamente 82% da 

atividade total da tripsina e a concentração de 0,1 µg/µL para aproximadamente 32% 

de inibição da tripsina (Fig. 2). 

 

Figura 2 - Atividade de tripsinas digestivas de lagartas de Spodoptera frugiperda na 
presença de diferentes concentrações de inibidor de tripsina de soja (SBTI). Letras 
diferentes acima das barras indicam diferenças significativas de acordo com o teste 
de Tukey (p<0,05). 

 

4.3. Mortalidade e peso de lagartas de Spodoptera frugiperda resistentes ou 

suscetíveis ao milho Bt alimentadas com milho Bt ou não Bt, com ou sem SBTI 

 

As taxas de mortalidade de lagartas de S. frugiperda foram significativamente 

alteradas pela alimentação com os diferentes tratamentos (F = 21,033; gl = 5,54; p < 

0,001). Todas as lagartas suscetíveis morreram ao serem alimentadas com milho Bt 

contendo SBTI ou não (100% de mortalidade, dados não apresentados). Lagartas 

resistentes alimentadas com milho Bt sem SBTI apresentaram uma taxa de 

mortalidade de cerca de 48%, valor similar ao observado para lagartas resistentes 

alimentadas com milho não Bt contendo SBTI (cerca de 30%). Independente da 

adição de SBTI, lagartas resistentes alimentadas com milho não Bt apresentaram uma 

taxa de mortalidade de cerca de 25%, valores semelhantes à mortalidade observada 

para lagartas suscetíveis alimentadas com milho não Bt contendo ou não o SBTI. 

Lagartas resistentes alimentadas com milho Bt foram impactadas pela adição de SBTI 

e apresentaram uma taxa de mortalidade mais elevada, ou seja, cerca de 85% (Fig. 

3A). 
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O peso das lagartas sobreviventes medido aos 6 dias após o início da 

alimentação também diferiu entre os tratamentos (F = 33,858; gl = 5,351; p < 0,001). 

As lagartas resistentes sobreviventes alimentadas com milho Bt contendo SBTI 

apresentaram o peso mais baixo (cerca de 0,75 mg por lagarta), seguidas por lagartas 

resistentes alimentadas com milho Bt sem SBTI (cerca de 1,5 mg por lagarta). Quando 

alimentadas com milho não Bt com ou sem SBTI, as lagartas resistentes atingiram o 

maior peso (cerca de 3,5 mg por lagarta), peso superior ao observado para lagartas 

suscetíveis alimentadas com milho não Bt contendo ou não o SBTI (cerca de 2,5 mg 

por lagarta) (Fig. 3B). 

 

 

Figura 3 - Mortalidade (%) (A) e peso (mg por lagarta) (B) de lagartas de Spodoptera 
frugiperda resistentes (R) ou suscetíveis (S) ao milho Bt alimentadas com milho Bt (Bt) 
ou milho não Bt (C) contendo (+) ou não (-) 6,37µg/cm2 do inibidor de tripsina de soja 
(SBTI) aos 6 dias após o início da alimentação. Letras diferentes acima das barras 
indicam diferenças significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

4.4. Efeitos do consumo de SBTI nas atividades de tripsinas e fosfatases 

alcalinas do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda resistentes 

ou suscetíveis ao milho Bt alimentadas com milho Bt ou não Bt, com ou sem 

SBTI 

 

A atividade das tripsinas do intestino médio de lagartas de S. frugiperda foi 

influenciada pelos tratamentos (F = 17,092; gl = 5,50; p < 0,001). A adição de SBTI às 

folhas de milho não Bt resultou no aumento da atividade de tripsinas digestivas de 

lagartas resistentes e suscetíveis ao milho Bt. O único caso em que a atividade da 

tripsina não aumentou após a adição de SBTI foi em lagartas resistentes alimentadas 
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com milho Bt. Lagartas resistentes alimentadas com milho Bt contendo SBTI 

apresentaram valores de atividade de tripsina semelhantes aos observados para 

lagartas resistentes alimentadas com milho não Bt sem SBTI e lagartas suscetíveis 

alimentadas com milho não Bt e sem SBTI (Fig. 4A). 

A atividade das fosfatases alcalinas do intestino médio de lagartas de S. 

frugiperda foi influenciada pelos tratamentos (F = 3,1434; gl = 5,53; p = 0,015). A 

atividade da fosfatase alcalina em lagartas resistentes alimentadas com milho Bt 

contendo SBTI (cerca de 0,15 mU/µL) foi inferior à observada em lagartas resistentes 

alimentadas com milho Bt sem SBTI (cerca de 0,20 mU/µL) (Fig. 4B). 

 

 

Figura 4 - Atividade de tripsina (A) e fosfatase alcalina (B) no intestino médio de 
lagartas de Spodoptera frugiperda de 5o ínstar resistente (R) ou suscetível (S) ao milho 
Bt alimentadas com milho Bt (Bt) ou milho não Bt (C) contendo (+) ou não (-) 
6,37µg/cm2 de inibidor de tripsina de soja (SBTI). Letras diferentes acima das barras 
indicam diferenças significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 

 

5. DISCUSSÃO 

 

Semelhante ao observado no presente trabalho para a população de S. 

frugiperda resistente ao milho Bt, lagartas de Helicoverpa armigera (Hübner, [1808]) 

(Lepidoptera: Noctuidae) apresentaram taxas reduzidas de crescimento e 

sobrevivência ao ingerir uma dieta artificial contendo tecido foliar de soja Cry1Ac 

combinado com um inibidor de tripsinas (Lomate e Hivrale, 2013). As tripsinas são 

proteases chave envolvidas na digestão de lagartas de lepidópteros, tendo um papel 

significativo na digestão primária de proteínas (Srinivasan et al., 2006; Lima et al., 
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2020). O bloqueio da atividade da tripsina utilizando inibidores de tripsina, como o 

SBTI, pode resultar em efeitos negativos na nutrição de aminoácidos e, 

consequentemente, no desenvolvimento de insetos (Macedo et al., 2010; Macedo e 

Freire, 2011; Zhu-Salzman e Zeng, 2015; Meriño-Cabrera et al., 2020).  

No entanto, o uso de inibidores de tripsina para o manejo de pragas deve ser 

avaliado caso a caso, visto que alguns insetos pragas, como as lagartas de S. 

frugiperda, podem superar a ingestão de inibidores de tripsina aumentando a atividade 

da tripsina (Oliveira et al., 2013) ou expressando tripsinas insensíveis ao inibidor de 

tripsina (Souza et al., 2016). De maneira similar à ingestão de SBTI, a ingestão de 

proteínas Cry presentes no milho Bt pela população resistente de S. frugiperda 

resultou no aumento da atividade de tripsinas no intestino das lagartas resistentes. 

Esse aumento na atividade de tripsinas pode resultar em hidrólise excessiva e 

inativação das proteínas Cry, mas esta hipótese necessita de novas investigações. 

Em termos da redução da resistência observada para lagartas de S. frugiperda 

resistentes ao milho Bt que ingeriram milho Bt contendo SBTI, sugere-se que os 

efeitos de desnutrição conferidos pelo SBTI podem estar dificultando as respostas de 

resistência desta população de S. frugiperda ao milho Bt. Um possível mecanismo de 

resistência observado em insetos resistentes a proteínas Cry é uma rápida 

regeneração dos tecidos do intestino médio, uma resposta que consome nutrientes 

(Castagnola and Jurat Fuentes, 2016; Jurat-Fuentes et al., 2021). Embora insetos 

resistentes bem nutridos possam consumir e desenvolver-se corretamente quando 

alimentados com plantas Bt, os insetos resistentes desnutridos que consomem SBTI 

podem não ter reservas nutritivas suficientes para responder ao consumo de plantas 

Bt. 

Outro papel das proteases digestivas pode ser a desintoxicação através da 

hidrólise excessiva de proteínas inseticidas como Cry1 e Cry2 pelos insetos 

resistentes (Keller et al., 1996; Abdelgaffar et al., 2019; Pinos et al., 2021). Neste caso, 

o SBTI pode estar contribuindo para a redução da suposta desintoxicação. Táticas 

para redução na atividade de proteases no intestino médio de insetos pragas 

utilizando inibidores (Kirouac et al., 2006; Yang et al., 2021) ou RNAi para reduzir a 

expressão de uma protease digestiva (Guan et al., 2017) resultaram na prevenção da 



26 
 

proteólise excessiva e consequente redução da desintoxicação de proteínas 

inseticidas Cry. 

O aumento da atividade da tripsina em lagartas de lepidópteros como resposta 

à ingestão da proteína inseticida Cry foi observado anteriormente (Lomate e Hivrale, 

2013). No presente trabalho, lagartas suscetíveis e resistentes ao milho Bt 

responderam à ingestão de SBTI aumentando a atividade da tripsina de forma 

semelhante ao observado por Oliveira et al. (2013). Um aumento semelhante na 

atividade da tripsina também foi observado em lagartas resistentes ao milho Bt 

respondendo à ingestão de milho Bt sem SBTI, sugerindo que o aumento na atividade 

da tripsina é uma resposta comum destas lagartas à ingestão de xenobióticos. No 

entanto, ao consumir as proteínas SBTI e Cry do milho Bt em combinação, a atividade 

da tripsina não aumentou e as taxas de mortalidade da população resistente de S. 

frugiperda atingiram aproximadamente 85%, com insetos sobreviventes com uma 

redução pronunciada no peso. Em conjunto, estes dados sugerem que a falta de 

resposta na atividade de tripsina das lagartas de S. frugiperda alimentas com milho Bt 

contendo com SBTI está envolvida com altas taxas de mortalidade da população 

resistente. 

As fosfatases alcalinas ligadas à membrana das células do epitélio são 

conhecidas como receptores para proteínas Cry durante as etapas de intoxicação em 

insetos suscetíveis (Bravo et al., 2013) e a redução na atividade da fosfatase alcalina 

ligada à membrana das células do epitélio em insetos resistentes a Cry foi associada 

a mecanismos de resistência (Jurat-Fuentes et al., 2011; Guo et al., 2015). Além disso, 

insetos pragas resistentes às proteínas Cry podem apresentar alterações no 

posicionamento das fosfatases alcalinas, passando de ligadas à membrana das 

células do epitélio para formas solúveis (Hernández-Martínez et al., 2010; Caccia et 

al., 2012). No presente trabalho não foram observadas alterações significativas na 

atividade das fosfatases alcalinas solúveis nos insetos resistentes quando 

comparados com insetos suscetíveis, sugerindo que a alteração da forma ligada à 

membrana para a forma solúvel da fosfatase alcalina não é um mecanismo de 

resistência da população de S. frugiperda resistente ao milho Bt avaliada no presente 

estudo. 
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A combinação de SBTI com proteínas Cry poderia resultar em um efeito 

antagônico na mortalidade larval, visto que as proteínas inseticidas Cry requerem a 

ativação por tripsinas (Bravo et al., 2007). No entanto, este efeito antagônico dado por 

uma redução das taxas de ativação de pro-proteínas Cry não foi observado 

provavelmente porque a proteína Cry1F expressa no milho Bt utilizado no presente 

trabalho é expressa em uma forma truncada já ativada (Baktavachalam et al., 2015). 

Este fato reforça a sugestão de que as deficiências nutricionais causadas pelo SBTI 

podem ter sido responsáveis pela redução da resistência observada na população 

resistente ao milho Bt. 

Eventos transgênicos comerciais desenvolvidos com a combinação de 

proteínas inseticidas Cry1Ac e um inibidor de tripsina do feijão-caupi foram 

desenvolvidos para arroz (Han et al., 2006) e algodão com melhorias na eficácia de 

controle de pragas (Cui et al., 2011). Os efeitos do SBTI sobre o aumento da 

suscetibilidade de uma população de S. frugiperda resistente ao milho Bt são 

apresentados no presente trabalho e as informações produzidas podem contribuir 

para o desenvolvimento de novas plantas transgênicas com atividade inseticida bem 

como no manejo da resistência de insetos a plantas transgênicas. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

O inibidor de tripsina da soja SBTI quando associado com a planta transgênica 

que expressa as proteínas Cry1F, Cry1A.105 e Cry2Ab2 reduz a resistência da 

população resistente de S. frugiperda. 
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