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Resumo 
 Nos últimos anos diferentes estudos relataram o uso da tecnologia do RNA interferente 
para o controle de insetos-praga, por meio da produção de plantas geneticamente modificadas. 

Apesar do impacto, esta estratégia possui algumas limitações para sua aplicação, incluindo a 
degradação de moléculas de dsRNA no meio ambiente, como no intestino do inseto, bem como 
sua baixa internalização pelas células do epitélio intestinal do inseto. A presença de nucleases 

intestinais foi reportada em diferentes insetos de importância na agricultura, incluindo 
Schistocerca gregaria, Bombyx mori e Bemisia tabaci. Estudos anteriores relataram que para o 
bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), a administração oral 

de dsRNA, por meio de dieta artificial, não é muito eficiente, não se sabendo o motivo, mas 
especulando-se a presença de nucleases intestinais. No presente estudo foram identificadas 
três nucleases no transcritoma do bicudo-do-algodoeiro, as quais foram validadas por análises 

in silico e silenciadas via RNAi por microinjeção, a fim de de avaliar o motivo da baixa eficiência 
do dsRNA no silencimento gênico, quando administrado via oral. Uma vez silenciadas as 
nucleases, a degradação do dsRNA pelo suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro foi reduzida, o 

que contribui para o aumento do silenciamento gênico do gene-alvo. Demonstrada a presença 
de nucleases no intestino do bicudo-do-algodoeiro, este estudo abordou duas alternativas 
envolvendo a proteção da molécula de dsRNA e sua melhor internalização pelas células 

intestinais do bicudo-do-algodoeiro. Na primeira alternativa foram utilizadas nanopartículas de 
quitosana e dsRNA a fim de protegê-lo da degradação de nucleases intestinais de A. grandis. A 
tecnologia de nanoparticulas de quitosana vem sendo utilizada em estudos realizados com 

células animais na área farmacológica, bem como no controle de insetos-praga, como Aedes 
aegypti. Essa metodologia não só fez com que o dsRNA não fosse degradado pelas nucleases 
presentes no intestino do bicudo-do-algodoeiro, como contribuiu para significativa melhoria no 

silenciamento gênico do gene-alvo, quando comparado ao dsRNA livre. As nanopartículasde 
dsRNA também se mostraram altamente estáveis, quando aplicadas na superfície de plantas 
de algodão, demostrando potencial de serem utilizadas à campo, na forma de pulverização. A 

outra alternativa utilizada foi a proteína PTD-DRBD, que possui um domínio que facilita a 
fagocitose (PTD) e um domínio de ligação específico a dsRNA (DRBD). Essa proteína de fusão 
foi anteriormente caracterizada e vem sendo utilizada para entrega de ácidos nucléicos como 

droga em estudos da área farmacêutica. Em resumo, essa metodologia se mostrou bastante 
eficaz na proteção do dsRNA contra degradação de nucleases intestinais do bicudo-do-
algodoeiro, além de ter causado melhor silenciamento gênico do gene-alvo, quando comparado 

ao dsRNA livre. Além disso, o complexo PTD-DRBD mediou a internalização celular do dsRNA 
pelas células do intestino do inseto. Ao contrário das nanopartículas de quitosana, essa 
metodologia pode ser utilizada para a produção de plantas transgênicas.  

 O trabalho aqui apresentado contribui para os estudos envolvendo a eficiência do 
silenciamento gênico no bicudo-do-algodoeiro, inseto-praga de difícil controle via administração 
oral de RNAi. Os dados demostram a presença de nucleases no instestino do inseto, que 

podem ser, em parte, responsáveis pela degradação do dsRNA ingerido. O estudo também 
apresenta duas alternativas para contornar a degradação do dsRNA no intestino do bicudo-do-
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algodoeiro: (1) nanopartículas de quitosana e dsRNA, que podem ser utilizadas na forma de 
pulverização, e  (2) ribonucleoproteínas PTD-DRBD:dsRNA, que podem ser utilizadas, via 
planta transgênica. Ambas alternativas demostraram eficiência na proteção do dsRNA e são 

altamente promissoras para aplicações biotecnológicas contra o bicudo-do-algodoeiro e outros 
insetos-praga.  

Palavras chave: RNAi, dsRNA, nuclease, nanopartícula, quitosana, PTD-DRBD  
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Abstract 
 In the last years, different studies reported the use of RNAi on the control of different 
crop insect pests through genetic modified plants. Despite the positive impact, this strategy has 

some limitations, including the dsRNA degradation in the environment, such as the insects gut, 
as well as its poor internalization by the insects gut cells. The presence of gut nucleases has 
been reported in different insects that are important for the economy, including Schistocerca 

gregaria, Bombyx mori and Bemisia tabaci. It was reported that the oral administration of 
dsRNA in artificial diet is not efficient for the cotton boll weevil, Anthonomus grandis 
(Coleoptera: Curculionidae). The reason is not well stablished, but it can be the presence of gut 

nucleases. In this study three nucleases were identified in the cotton boll weevil transcriptome, 
which were validated by in silico analysis and by RNAi through microinjection. Once the 
nucleases were silenced, the dsRNA degradation by the insects gut juice decreased and the 

gene silencing of the target gene when the dsRNA was orally delivered increased. Therefore, it 
was demonstrated the reason of the RNAi poor efficiency when orally delivered to cotton boll 
weevil. Once it was demonstrated the presence of gut nucleases in the cotton boll weevil, this 

study presented two approaches to protect the dsRNA molecule of gut nuclease degradation. 
The first approach is chitosan nanoparticles which were used in order to protect the dsRNA from 
degradation. This technology is already being studied to deliver nucleic acids  to animal cells in 

the pharmaceutical field, as well as to control insect pests, such as Aedes aegypti. This 
methodology hampered the dsRNA degradation by cotton boll weevil gut nucleases, which 
increased the gene silencing of the target gene when orally delivered. The chitosan:dsRNA 

nanoparticles showed to be very stable when applied on the surface of cotton leaves which 
demonstrates the capacity application on fields through pulverization. The other approach is the 
fusion protein PTD-DRBD. This protein has a cell penetrating peptide domain (PTD) and a 

dsRNA binding domain (DRBD) and was characterized and studied as a nucleic acid delivery 
method in the pharmaceutical field. This methodology also showed efficiency in protecting the 
dsRNA from cotton boll weevil gut nuclease degradation, consequently increasing the gene 

silencing of the target gene when orally delivered. Besides, PTD-DRBD was able to mediate the 
dsRNA cell internalization by cotton boll weevil gut epithelial cells. Unlike chitosan 
nanoparticles, this approach can be used in the production of transgenic plants.  

 This study is about the reason why the cotton boll weevil is a difficult insect to control 
via RNAi oral delivery. This difficulty is due to the presence of gut nucleases that are able to 
degrade the ingested dsRNA. This study also shows two alternatives to hamper the dsRNA 

degradation in the gut of the cotton boll weevil: chitosan:dsRNA nanoparticles, which can be 
pulverized, and PTD-DRBD:dsRNA ribonucleoproteins, which can be produced in transgenic 
plants. Both alternatives showed efficiency in dsRNA protection and are very promising to 

biotechnological applications against cotton boll weevil and other crop insect pests. 

Key words: RNAi, dsRNA, nuclease, nanopartícula, chitosan, PTD-DRBD 
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Introdução Geral 

O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis (Coleoptera: Curculionidae), é um dos 
insetos-praga que mais causa dano às plantações de algodão, principalmente na América do 

Sul. As estratégias mais utilizadas para controlar este inseto na agricultura dependem de 
pesticidas químicos e, ainda assim, não são muito efetivas devido ao hábito endofítico do 
inseto em questão. O bicudo-do-algodoeiro ataca preferencialmente as partes reprodutivas da 

planta, como o botão floral, onde as fêmeas ovipositam e a larva se desenvolve (Oliveira et al, 
2011; Magalhães et al, 2012; Azambuja e Degrande, 2014; Belot et al, 2015; Gabriel, 2016; 
Magalhães et al, 2016). Ainda, os pesticidas estão gradualmente perdendo efeito devido ao 

desenvolvimento de resistência dos insetos, além do alto dano poluente ao meio ambiente 
(Ramalho et al, 2003; Silva & Ramalho, 2013). Apesar de alguns estudos relatarem potenciais 
toxinas contra o bicudo-do-algodoeiro (Silva et al, 2015; Oliveira et al, 2016; Ribeiro et al, 

2017), ainda não existe planta geneticamente modificada (GM) contra este inseto disponível no 
mercado (Neves et al, 2014; Ribeiro et al, 2017). Neste contexto, a tecnologia do RNA 
interferente (RNAi) surgiu como uma nova estratégia com potencial vantajoso de controlar o 

bicudo-do-algodoeiro.  
O RNAi é um mecanismo que promove silenciamento gênico pós transcricional de 

maneira específica e efetiva, acionado pela administração de um RNA dupla fita (dsRNA) 

(Hammond, 2015; Ipsaro & Joshua-Tor, 2015; Joga et al, 2016) e vem sendo utilizado para o 
controle de insetos-praga (Agrawal et al, 2015; Zhang et al, 2015). Atualmente, exitem dois 
transcritomas de bicudo-do-algodoeiro publicados e disponibilizados (Firmino et al, 2013; 

Salvador et al, 2014), e um terceiro sendo preparado (Moreira et al, dados não publicados), os 
quais proporcionam meios para validar genes essenciais deste inseto, via RNAi, a fim de 
utilizá-los para a seleção de moléculas alvo. Na última década, diferentes relatos mostraram 

avanços na eficiência do silenciamento gênico em coleópteros, por meio da administração oral 
de dsRNA, como descrito para Rhynchophorus ferrugineus (Coleoptera: Curculionidae) (Al-
Ayedh et al, 2015), Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae) (Fishilevich et al, 2016), 

Cylas puncticollis (Coleoptera: Convolvulaceae) (Prentice et al, 2016) and Aethina tumida 
(Coleoptera: Nitidulidae) (Powell et al, 2016). No caso do bicudo-do-algodoeiro, estudos de 
silenciamento gênico vem sendo conduzidos por meio de microinjeção de dsRNA, aplicado na 

cavidade abdominal do inseto (Baum et al, 2007; Firmino et al, 2013; Coelho et al, 2016; 
Macedo et al, 2017), porém não demonstra boa eficiência no silenciamento gênico, quando 
administrado oralmente (Baum et al, 2007). Isso se deve, provavelmente, à pobre 

internalização celular do dsRNA (Bolognesi et al, 2012) e à presença de nucleases no insetino 
do inseto, que promovem uma rápida degradação desta molécula (Price & Gatehouse, 2008; 
Katoch & Thakur, 2012). A presença de atividade nucleásica foi relatada no trato digestivo de 

outros insetos, incluindo Bombyx mori (Lepidoptera:Bombycidae) (Arimatsu et al, 2007) e 
Schistocerca gregaria (Orthoptera: Acrididae) (Wynant et al, 2014; Spit et al, 2017). Nucleases 
também foram identificadas na saliva de Culex pipiens (Diptera: Culicidae) (Calvo & Ribeiro, 

2006), Glossina morsitans (Diptera: Muscidae) (Caljon et al, 2012) e Nezaraviridula (Hemiptera: 
Pentatomidae) (Lomate & Bonning, 2016). 
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O presente estudo mostra a presença e a caracterização de nucleases no intestino do 
bicudo-do-algodoeiro, as quais são capazes de degradar moléculas de dsRNA.. Ainda, o 
estudo apresenta duas estratégias que conferem ao dsRNA resistência contra a degradação de 

nucleases, presentes no instestino do bicudo-do-algodoeiro, além de contribuir para melhor 
internalização celular e silenciamento gênico. Uma das estratégias é baseada no uso de 
nanopartículas de quitosana, enquanto a outra é baseada no uso de peptídeos fusogênicos, 

ambas com potencial aplicação biotecnológica à campo.  
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Revisão Bibliográfica 

1.Algodão e bicudo-do-algodoeiro 
 O algodão é a fibra natural mais consumida no mundo, sendo utilizada para a 

confecção de tecidos, o que o torna uma commodity importante para a economia mundial. O 
Brasil se mantém entre os cinco maiores produtores de algodão do mundo, juntamente coma 
China, a Índia, os Estados Unidos e o Paquistão (Xie et al, 2015; ABRAPA, 2018). As cultivares 

de algodão são adaptadas a ambientes tropicais e sua produtividade é severamente afetada 
por fatores bióticos e abióticos. Entre os fatores bióticos encontram-se os insetos-praga, que 
limitam a produtividade da fibra de algodão (Belot et al, 2015). O custo para o controle desses 

insetos-praga varia entre 2 e 3 bilhões de dólares por ano, o que equivale a aproximadamente 
10% dos custos (Silva et al, 2015). Entre os insetos-praga que mais afetam a cultura do 
algodão estão incluídos o afídeo, Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae), a lagarta do cartucho, 

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta da maçã, Heliothis virescens 
(Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta do tomate, Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) e 
o bicudo-do-algodoeiro, A. grandis (Artico et al, 2014). 

 O bicudo-do-algodoeiro foi identificado no Brasil pela primeira vez em 1983, no estado 
de São Paulo (Martins et al, 2007). Este é um dos insetos-praga que mais causa danos à 
cotonicultura, podendo chegar a US$ 250 por hectare (MAPA, 2018), devido, principalmente, 

ao seu hábito endofítico e a sua alta capacidade de sobrevivência, reprodução e dispersão. As 
fêmeas adultas ovipositam dentro dos botões florais e dos frutos da planta, onde, após a 
eclosão dos ovos, as larvas se alimentam do tecido da planta e também o utilizam como habitat 

para completar o ciclo de vida (Magalhães et al, 2012; Azambuja & Degrande, 2014; Belot et al, 
2015; Magalhães et al, 2016). Esse hábito resulta no difícil controle do inseto, por meio do uso 
de pesticidas convencionais e, consequentemente, em danos severos à planta, como a 

abscisão dos botões florais e prejuízo na produção da fibra (Artico et al, 2014; Neves et al, 
2014; Silva et al, 2015; Oliveira et al, 2016). O aumento da população de bicudo-do-algodoeiro 
depende de fatores abióticos, como temperatura e umidade (Lima Jr. et al, 2013), podendo 

haver mais de 1,5 milhão de insetos adultos em um hectare de plantação de algodão. Nessas 
condições de alta infestação, as técnicas de controle disponíveis são economicamente 
inviáveis, levando muitas, vezes à perda da plantação (Silva & Ramalho, 2013). Em condições 

ótimas, o bicudo-do-algodoeiro leva aproximadamente três semanas até atingir a fase adulta e 
cada fêmea pode depositar até 300 ovos nos botões florais e nos frutos, podendo ocorrer de 
sete a 10 gerações por ano (Salvador et al, 2014). Em condições normais, a larva eclode após 

três dias da oviposição e começa a se alimentar imediatamente. A larva se desenvolve e cresce 
e, em aproximadamente 12 dias, a larva de terceiro ínstar entra em fase de pupa e, assim, 
permanece por cinco dias. Insetos adultos podem viver de 20 a 40 dias, fazendo com que o 

ciclo de vida do bicudo-do-algodoeiro dure aproximadamente 50 dias (Grigolli, 2012) (Figura 1). 
 No Brasil, o controle do bicudo-do-algodoeiro depende do uso massivo de pesticidas 
sintéticos que custam milhões de dólares por ano. Esses químicos são tóxicos e acabam 

eliminando não só o inseto-praga, mas também parasitoides e insetos predadores que 
interagem com outras pragas. Além disso, os pesticidas sintéticos aceleram o desenvolvimento  
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Figura 1. Ciclo de vida do bicudo-do-algodoeiro. O ciclo de vida do bicudo-do-algodoeiro dura aproximadamente 50 

dias, passando pelas fases de ovo, larva (primeiro, segundo e terceiro ínstares), pupa e adulto (Grigoli, 2012). 

de resistência entre outras pragas e afetam organismos não alvo por meio da contaminação do 
ar, solo e água (Ramalho et al, 2000). O uso de pesticidas gera altos custos e aumento da 

população de insetos resistentes, entre outras adversidades, como desbalanço ecológico, 
poluição ambiental e desperdício da fibra de algodão. Devido a essas complicações, ocorreu o 
desenvolvimento de novas tecnologias para o controle do bicudo-do-algodoeiro (Silva & 

Ramalho, 2013). 
 Plantas GM que expressam toxinas Cry (plantas Bt) são uma poderosa ferramenta no 
manejo de insetos-praga e começaram a ser comercializadas em 1996. Desde então, a área 

cultivada de plantas GM expressando toxinas Bt aumentou mais de 60 vezes, com um total 
acima 2 bilhões de hectares (ISAAA, 2016; 2017). Essa tecnologia não demonstrou nenhum 
perigo à saúde humana e tem demonstrado propiciar diversos benefícios, incluindo a redução 

da população de insetos-praga, a redução do uso de pesticidas (sintéticos) e o aumento da 
produção e dos lucros (Dively et al, 2016; Deans et al, 2017). 
 Com o melhoramento da economia aliado aos benefícios ambientais associados ao 

uso de plantas Bt, houve o aumento do cultivo destas. Contudo, há indicação de que a 
predominância da toxina Cry nos campos vem criando uma forte pressão seletiva em cima dos 
insetos-praga. Assim sendo, espera-se que plantas GM expressando toxinas Cry resultem em 

elevada e contínua seleção de genes de resistência em uma determinada população de 
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insetos, diminuindo sua suscetibilidade à toxina. A evolução da resistência às plantas que 
expressam toxinas Cry afeta o controle de populações de insetos-praga que atacam as 
plantações, podendo resultar em sérios danos à agricultura (Campagne et al, 2016; Deans et 

al, 2016; Dively et al, 2016; Dovrat & Aharoni, 2016). Dentre os insetos-praga relatado de tem 
desenvolvidos resistência às toxinas Cry, encontram-se populações da lagarta da raiz do milho, 
D. virgifera (Gassmann et al, 2011; Gassmann, 2016; Jakka et al, 2016); da lagarta do 

cartucho, S. frugiperda (Huang et al, 2014; Omoto et al, 2015; Santos-Amaya et al, 2015; 
Horikoshi et al, 2016; Yang et al, 2016); da lagarta da espiga do milho, Helicoverpa zea 
(Lepidoptera: Noctuidae) (Dively et al, 2016); da lagarta do tomate, H. armigera (Liang et al, 

2008; Zhang et al, 2011; Tabashnik et al, 2012; Jin et al, 2013); da lagarta rosada, 
Pectinophoragossypiella (Lepidoptera: Gelechidae) (Mohan et al, 2015); dentre outros. 
 Apesar de surgirem novas toxinas Cry com capacidade de produzir efeitos tóxicos em 

insetos resistentes e no bicudo-do-algodoeiro (Grossi-de-Sá et al, 2007; Oliveira et al, 2011; 
Silva et al, 2015; Oliveira et al, 2016; Ribeiro et al, 2017), faz-se necessário o uso de 
alternativas que mitiguem o aparecimento dessa resistência. Uma das opções para atrasar a 

evolução da resistência às toxinas Cry é aplicar a estratégia de refúgio, que consiste em 
plantar cultivares que não expressem a toxina Cry entre as plantações ou ao seu redor, criando 
um ambiente favorável à sobrevivência de alguns insetos suscetíveis em um ambiente em que 

plantas Bt são predominantes. Desta maneira, insetos suscetíveis são gerados pelo 
acasalamento de insetos resistentes que sobrevivem em áreas plantadas com Bt com insetos 
não resistentes, fazendo com que a resistência seja funcionalmente recessiva. Outra estratégia 

é usar a piramidação de genes, que constitui em usar plantas GM que expressem duas ou 
mais toxinas Bt com alta atividade inseticida contra os mesmos insetos-praga alvo (Campagne 
et al, 2016; Horikoshi et al, 2016). Ainda, outra possibilidade ao aparecimento da resistência às 

toxinas Bt é o emprego de novas abordagens biotecnológicas, como a tecnologia do RNA 
interferente, que vem sendo considerada como estratégia promissora no controle de insetos-
praga (Baum et al, 2007; Mao et al, 2007; Mao et al, 2011). 

2.RNA interferente 
 O mecanismo de RNA interferente (RNAi) foi primeiramente descrito por Fire & Mello, 

em 1998. De acordo com estes autores, moléculas de dsRNAs promovem o silenciamento 
gênico de seus genes homólogos, impedindo a tradução de RNAs mensageiros (mRNAs). 
Sabe-se que o RNAi é um processo biológico conservado evolutivamente, estando associado 

ao desenvolvimento e reorganização celular, regulação de transposons, reparo da cromatina, 
metilação do DNA e defesa contra dsRNAs exógenos provenientes de vírus (Lam et al, 2015; 
Hameed et al, 2017).  

 Pequenos RNAs de interferência (siRNAs- small interferingRNAs) são RNAs dupla fita 
exógenos com cerca de 21 a 24 nucleotídeos e dois nucleotídeos sobressalentes na região 3', 
tendo como alvo mRNAs complementares. O dsRNA é clivado em siRNAs pela Dicer e o siRNA 

é incorporado pelo complexo RISC (Complexo Indutor de Silenciamento de RNA–RNAInducing 
Silencing Complex), em que a fita passageira é degradada. Para que o silenciamento gênico 
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seja efetivo, o pareamento de bases entre o mRNA e a fita guia do siRNA deve ser perfeito, 
resultando na clivagem do mRNA pela proteína Argonauta do complexo RISC. Os fragmentos 
gerados são, então, clivados por outras exonucleases (Figura 2). O complexo RISC pode sofrer 

vários ciclos de clivagem do mRNA para gerar uma resposta de silenciamento gênico mais 
robusta. Esse processo funciona como um mecanismo de defesa contra vírus em diversos 
organismos, como nematoides, insetos e plantas (Zamore et al, 2000; Elbashir et al, 2001; 

Matranga et al, 2005; Valencia-Sanchez et al, 2006; Kim & Rossi, 2007; Davidson & McCray, 
2011; Lam et al, 2015; Scherman et al, 2017). 

Figura 2. Mecanismo do RNAi. O dsRNA é um material genético exógeno e é introduzido no citoplasma da célula, 
onde é clivado em siRNAs com nucleotídeos sobressalentes na região 3' pela Dicer. O siRNA é incorporado pelo 

complexo RISC, onde a fita passageira é clivada. A fita guia norteia o complexo RISC até o mRNA complementar onde 
ocorre pareamento perfeito e o mRNA é degradado. Caso o pareamento perfeito não ocorra, ocorre a interrupção da 
tradução do mRNA. 

Atualmente, o RNAi é utilizado para estudos de validação de genes (Firmino et al, 

2013; Coelho et al, 2016; Macedo et al, 2017), controle de pragas por meio de plantas 
transgênicas (Baum et al, 2007; Zhang et al, 2015a; Hameed et al, 2017; Majumdar et al, 2017) 
e terapia gênica (Matsui & Corey, 2016; Schott et al, 2016; van Woensel et al, 2016; Scherman 

et al, 2017), entre outras. 
 A disponibilidade de bancos de dados de genomas e transcritomas de insetos 
permitiram a prospecção para a validação e identificação de genes que possuem potencial uso 

biotecnológico (Firmino et al, 2013; Salvador et al, 2014; Perera et al, 2015; Macedo et al, 
2017). Atualmente, existem mais de 100 transcritomas de insetos disponíveis em bancos de 
dados, disponibilizados no InsectBase (Yin et al, 2016), o que permite o acesso à sequência de 

importantes genes essenciais do desenvolvimento do inseto alvo (Pauchet etal, 2009; Pauchet 
et al, 2010; Fonseca et al, 2015; Nakayama et al, 2017). Com essa perspectiva, o RNAi surgiu 
como uma poderosa ferramenta biotecnológica para o controle de insetos-praga. O 
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silenciamento de genes por RNAi em insetos pode causar mortalidade, inibição do crescimento 
e má formação da prole. Assim sendo, plantas GM que produzam dsRNA podem reduzir a 
população de insetos nas plantações (Baum et al, 2007; Mao et al, 2007; Mao et al, 2011; 

Zhang et al, 2015a). Entretanto, o sucesso do RNAi no controle de insetos-praga depende de 
alguns fatores, que incluem: seleção do gene-alvo, tamanho e concentração do dsRNA 
(Bolognesi et al, 2012), absorção do dsRNA pelas células do intestino do inseto (Swevers et al, 

2011; Bolognesi et al, 2012), pH do intestino do inseto e nucleases intestinais, entre outros 
(Price & Gatehouse, 2008; Katoch & Thakur, 2012; Katoch & Thakurl, 2013; Katoch et al, 2013). 
 Apesar da administração oral de dsRNA ser muito eficiente em alguns insetos, em 

outros esta não é efetiva devido à ação de nucleases (Christiaens et al, 2014). Estudos 
anteriores mostraram que a microinjeção de dsRNA na cavidade abdominal do bicudo-do-
algodoeiro é capaz de causar silenciamento gênico nos insetos, além de mudanças fenotípicas 

no adulto e na prole, mortalidade e redução na oviposição, dependendo do gene estudado 
(Firmino et al, 2013; Coelho et al, 2016; Macedo et al, 2017). A atividade nucleásica já foi 
relatada no intestino de alguns insetos, como bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera: 

Bombycidae) (Arimatsu et al, 2007), gafanhoto-do-deserto, S. gregaria (Wynant et al, 2014) e 
mosca branca, Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) (Vyas et al, 2017). Além do intestino, 
nucleases também foram identificadas na saliva do pernilongo Culex pipiens (Calvo & Ribeiro, 

2006), da mosca tse-tse, G. morsitans (Caljon et al, 2011) e do percevejo-da-soja, N. viridula 
(Lomate & Bonning, 2016).  
 Além de ser administrado na dieta, o dsRNA também pode ser utilizado de forma 

eficiente, de maneira tópica, sendo capaz de causar o silenciamento gênico (Jensen et al, 
2010; Wu et al, 2015; Wang & Jin, 2017). Pridgeon et al (2008) demonstraram que a aplicação 
tópica de dsRNA em fêmeas de mosquito da dengue, Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), é 

capaz de causar alta mortalidade nos insetos. El-Shesheny et al (2013) e Killiny et al (2014) 
mostraram que a aplicação de dsRNA no tórax de psilídeo asiático do citrus, Diaphorina citri 
(Hemiptera: Liviidae), tanto em larvas quanto em adultos, permite a internalização do dsRNA 

pelo exoesqueleto do inseto pelas membranas intersegmentais. Mesmo em baixas doses de 
dsRNA, houve o silenciamento gênico do gene-alvo. Um estudo semelhante foi realizado por 
Wang et al (2011), em que o dsRNA foi aplicado diretamente no tegumento de Ostrinia 

furnacalis (Lepidoptera: Crambidae), a broca do milho asiática, levando ao retardo do 
crescimento e/ou morte. à campo para o controle de insetos-praga, é necessário que a 
molécula de dsRNA não seja degradada no intestino do inseto, nem no meio ambiente, além de 

ser capaz de ser absorvida pelas células do inseto e passar esse sinal para as células 
vizinhas,de forma sistêmica. Entre as alternativas que podem ser aplicadas nesse contexto 
incluem o uso de nanopartículas de quitosana (Zhang et al, 2010) e de peptídeos com domínio 

de ligação a dsRNA (DRBD - dsRNA binding domain) (Eguchi et al, 2009) para que este não 
seja degradado.  
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3.Estratégias para proteção e estabilizaçãode moléculas de dsRNA 
 Durante os últimos anos, muitos estudos estão sendo voltados à tecnologia RNAi e sua 
aplicação biotecnológica no controle de insetos-praga. Apesar do potencial de controle, essa 

tecnologia também possui diversas barreiras e desafios, incluindo a internalização do dsRNA 
pela membrana celular (Bolognesi et al 2012) e a presença de nucleases, o que, em alguns 
casos, diminui a eficiência e a ocorrência de silenciamento gênico (Christiaens et al, 2014). 

Consequentemente, moléculas de dsRNAs desprotegidas são rapidamente degradadas no 
meio ambiente e no corpo do inseto (Dowdy, 2017). Moléculas de dsRNA não são capazes de 
atravessar a membrana celular, uma vez que são hidrofílicas e possuem carga negativa. A 

carga aniônica dos fosfatos do dsRNA faz com que este seja impossível de interagir com a 
carga negativa dos fosfolipídeos da membrana celular. Na ausência de um carreador, o dsRNA 
é bloqueado. Sendo assim, fez-se necessário o desenvolvimento de métodos de entrega do 

dsRNA mais eficientes (Aliabadi et al, 2012; Tatiparti et al, 2017). O uso de vetores virais foi 
inicialmente cogitado, mas logo descartado, devido a problemas imunogênicos e mutações, o 
que poderia comprometer a biosegurança da tecnologia (Babu et al, 2016). O uso de 

nanopartículas para proteção do dsRNA é  descrita como uma alternativa a vetores virais, uma 
vez que, além de proteger o dsRNA contra a degradação de nucleases, também facilita a 
internalização do dsRNA pelas células por endocitose (Zhang et al, 2010; Arnold et al, 2017; 

Behzadi et al, 2017; Tatiparti et al, 2017). Existem diferentes tipos de nanopartículas capazes 
de transportar e proteger o dsRNA. Dentre as nanopartículas poliméricas, estão incluídas a 
quitosana, polietilenimina, ciclodextrina, dendrímeros, dentre outras. Nanopartículas 

inorgânicas incluem ouro, fosfato de cálcio, sílica e ferro. Adicionalmente, existem as 
nanopartículas orgânicas, que abrangem lipídeos, lipossomos e peptídeos. Essas moléculas 
apresentam alta biocompatibilidade e respostas não imunogênicas, indicando que são ótimos 

veículos para proteção de dsRNA (Liao et al, 2016; Acharya et al, 2017). As características das 
nanopartículas são extremamente importantes para sua aplicabilidade, como a forma, 
tamanho, carga e estabilidade, dependendo da temperatura e do pH. Esses fatores atuam na 

internalização da nanopartícula pelas células e no seu tempo de circulação, 
consequentemente, influenciando em sua eficiência (Young et al, 2016; Gupta & Rai, 2017; 
Tatiparti et al, 2017). Levando esses fatos em consideração, nanopartículas catiônicas são 

frequentemente usadas para facilitar a penetração do dsRNA na célula, uma vez que estas 
interagem com os proteoglicanos da membrana celular, que possuem carga negativa, 
facilitando a endocitose (Arnold et al, 2017; Behzadi et al, 2017).  

 Sistemas não virais capazes de transportar dsRNA, como as nanopartículas, possuem 
diversas vantagens, incluindo eficiência de transfecção, especificidade do alvo, 
biodegradabilidade e baixa citotoxicidade (Tseng et al, 2009; Xiao et al, 2013; Xiao et al, 2017). 

Dessa forma, é válido e promissor avaliar o uso de nanopartículas complexadas a moléculas 
alvo aplicadas ao controle de insetos-praga. 
 Peptídeos penetradores de célula (CPPs - Cell Penetrating Peptides) são moléculas 

catiônicas e/ou anfipáticas que possuem a habilidade de atravessar a membrana celular e 
entregar macromoléculas tanto in vitro quanto in vivo. Sabe-se que CPPs, quando associados 
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a moléculas, são internalizados pelas células por mecanismos dependentes de energia, 
envolvendo diferentes tipos de endocitose. Assim sendo, esses peptídeos possuem alta 
aplicação biotecnológica (Nakase et al, 2004; Lehto et al, 2016) e podem ser utilizados no 

controle de insetos-praga. 

!  21
  



Capítulo I – Nucleases como barreira para o silenciamento gênico do bicudo-do-algodoeiro 

1. Introdução 
Para que a tecnologia do RNAi seja promissora para o controle de insetos-praga, é 

necessário que o inseto se alimente regularmente do dsRNA, seja pela planta transgênica que 
produz dsRNA continuamente, seja por meio de pulverização (Wynant et al, 2014). Assim 

sendo, uma vez que o inseto se alimenta de dsRNA, este logo entrará em contato com o 
ambiente do intestino do inseto (Price & Gatehouse, 2008).   

O intestino é o maior órgão do corpo do inseto (Price & Gatehouse, 2008) e é 

segmentado em três partes: intestino médio anterior (IMA), intestino médio (IM) e intestino 
médio posterior (IMP). O IMA está envolvido na ingestão, moagem e transporte de alimentos 
para a próxima porção do intestino. O IM produz e secreta enzimas e absorve os produtos 

provenientes da digestão. O IMP é a porção responsável pela absorção de água, sais e outras 
moléculas (Gullan & Craston, 2014; Price & Gatehouse, 2008; Burand & Hunter, 2013). O 
intestino dos insetos também possui uma matriz de quitina chamada de membrana peritrófica 

(MP), que é responsável pela proteção mecânica do intestino do inseto. Além disso, a MP 
também é responsável pela compartimentalização de enzimas digestivas bem como dos 
produtos de digestão, neutralização de toxinas ingeridas e prevenção de infecção por 

microrganismos (Agrawal et al, 2013). Dentre as enzimas encontradas no intestino dos insetos 
estão as nucleases, as quais são um empecilho para estudos e aplicação da tecnologia do 
RNAi para o controle de insetos-praga (Katoch & Thakur, 2012). 

A atividade nucleásica foi detectada em diferentes insetos em estudos anteriores, 
como, por exemplo, na saliva de C. pipiens (Calvo & Ribeiro, 2006), G. morsitans (Caljon et al, 
2012) e N. viridula (Lomate & Bonning, 2016). Nucleases também foram identificadas no suco 

gástrico de B. mori (Arimatsu et al, 2007) e de S. gregaria (Wynant et al, 2014). Todas essas 
nucleases citadas pertencem a uma família de endonucleases não específica, capaz de 
degradar tanto dsRNA quanto dsDNA, e conservadas em procariotos e eucariotos (Friedhoff et 

al, 1996; Rangarajan & Shankar, 2001; Yang, 2011). Essas classes de nucleases evoluiram em 
ordens filogenéticas distantes, sugerindo a conservação de tais enzimas na taxonomia de 
insetos (Wynant et al, 2014). Entretanto, a identificação e a caracterização de tais nucleases no 

intestino de insetos ainda é pouco estudada. 
A fim de elucidar o motivo de a entrega oral de dsRNA não ser eficiente contra o 

bicudo-do-algodoeiro, a presença de nucleases em seu intestino foi avaliada neste capítulo. 

Análises transcritômicas e abordagens in silico permitiram a identificação de sequências que 
codificam nucleases extracelulares não específicas. Abordagens moleculares e bioquímicas 
indicaram o potencial envolvimento de tais nucleases na degradação de dsRNA no intestino do 

bicudo-do-algodoeiro. Os resultados apresentados mostram que nucleases presentes no 
intestino do bicudo-do-algodoeiro podem ser uma grande barreira para o uso da tecnologia do 
RNAi no controle deste inseto-praga. 
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2. Objetivo Geral 
Avaliar a atividade de nucleases presentes no intestino do bicudo-do-algodoeiro e silenciá-las 

por meio da tecnologia de RNAi. 

3. Objetivos específicos 
• Avaliar a presença de atividade nucleásica presente no suco gástrico do bicudo-do-

algodoeiro; 
• Avaliar o pH ótimo de atividade nucleásica presente no suco gástrico do bicudo-do-

algodoeiro; 
• Identificar sequências de nucleases no transcritoma do bicudo-do-algodoeiro; 
• Analisar o padrão de expressão de nucleases intestinais do bicudo-do-algodoeiro; 
• Avaliar o potencial de silenciamento do dsRNA contra as nucleases no bicudo-do-

algodoeiro; 
• Avaliar o efeito do silenciamento das nucleases do bicudo-do-algodoeiro. 

4. Metodologia 

4.1. Criação do bicudo-do-algodoeiro 
Os insetos foram criados na colônia do Laboratório de Bioecologia e Semioquímicos, 

da Embrapa Cenargen (Brasília, Brasil), permanecendo em condições constantes de 

temperatura (26 ± 2°C), umidade (70 ± 10%) e fotoperíodo de 12 horas. Os insetos foram 
alimentados diariamente com dieta artificial descrita por Monnerat et al (2002). 

4.2. Identificação das nucleases e análise in silico 
A dsRNase extracelular encontrada em B. mori (NM_001098274.1) foi utilizada para 

identificação de proteínas ortólogas no transcritoma de A. grandis (Firmino et al, 2013) 

utilizando a ferramenta tBLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A busca por ORF 
(Open Reagind Frame – sequência de leitura aberta) foi realizada utilizando o ORF Finder 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). O alinhamento das sequências peptídicas e 

nucleotídicas foi realizado com o BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) 
utilizando o algoritmo ClustalW 250 (PAM250) (Thompson et al, 1994). A predição de estruturas 
secundárias foi realizada pelo GeneSilico protein structure Metaserver, o qual proporciona a 

principal estrutura secundária predita por 16 diferentes algoritmos (Kurowski & Bujnicki, 2003). 
O peptídeo sinal foi predito utilizando o servidor TargetP (Emanuelsson et al, 2007). Os motivos 
foram preditos utilizando GLAM2 (Frith et al, 2008) com sequências de 46 aminoácidos. A 

análise filogenética das sequências de aminoácido do domínio catalítico das nucleases foi 
obtido utilizando o servidor phylogeny.fr (Dereeper et al, 2008; Dereeper et al, 2010). Os dados 
gerados foram exportados ao software interativo Tree Of Life (iTOL) para formatar a árvore 

filogenética (Letunic & Bork, 2011). 
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4.3. Extração de RNA e síntese de cDNA 
Os tecidos de interesse do bicudo-do-algodoeiro (IMA, IM, IP, intestino inteiro e 

carcaça) foram dissecados em solução de cloreto de sódio (NaCl) 150 mM em microscópio e 
transferidos a nitrogênio líquido. A extração de RNA de insetos adultos e de larvas foi realizada 
com Trizol (Invitrogen), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Iguais quantidades 

de RNA (2µg) foram utilizadas para a síntese de cDNA com a enzima transcritase reversa M-
MLV (Invitrogen), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante e 10 mM do primer 
nvDT30 (Tabela 1). O cDNA foi mantido a -20 ºC até que fosse utilizado.  

4.4. Síntese de dsRNA 
Primers para AgraNuc1, AgraNuc2, AgraNuc3, AgraChSII e gus foram desenhados e 

sintetizados (Tabela 1). Foi feita uma PCR utilizando os primers específicos e cDNA sintetizado 
a partir da extração de RNA de A. grandis. Os parâmetros da reação foram: 1 µL de cDNA 
diluído (1:20), 2 µL de tampão 10X, 0,8 µL de MgCl2 (50 mM), 0,4 µL de dNTP (10 mM), 0,4 µL 

de cada primer (10 mM), 0,2 µL (1U) de Taq (Invitrogen) e 14,6 µL de água. O programa para o 
termociclador consistiu em um passo inicial de 94ºC por 2 minutos seguidos por 30 ciclos de 
94ºC por 20 segundos, 55ºC por 30 segundos e 72ºC por 45 segundos; um terceiro ciclo de 

72°C por 5 minutos e, finalmente, 4°C por tempo infinito.  
Foi feita PCR com o DNA plasmidial extraído, utilizando os primers T7 e T7M13 Rv, 

como descrito acima. O produto da PCR foi purificado pelo kit QIAquick PCR purification (250), 

segundo o protocolo do fabricante. O produto da purificação foi utilizado para a síntese de 
dsRNA e posterior purificação pelo kit Mega Script T7 Ambion INC. A reação de transcrição foi 
realizada com 1 µg de produto de PCR como molde para um volume de reação de 20 µL. A 

reação foi incubada por 16 horas a 37°C, seguido por tratamento com DNase I por 15 minutos. 
Para anelamento do RNA dupla fita, os produtos da reação foram incubados a 70°C por 5 
minutos. Para purificação dos produtos de transcrição, seguiu-se extração com fenol/

clorofórmio e precipitação com álcool isopropílico. O dsRNA foi dissolvido em tampão TrisHCl, 
a quantificação foi obtida por espectrofotometria e a integridade foi avaliada por eletroforese 
em gel de agarose 1%.  

As sequências alvo foram confirmadas por sequenciameto. A clonagem dos genes 
AgraNuc1, AgraNuc2 e AgraNuc3 foi feita no vetor pCR 2.1 e células competentes de 
Escherichia coli foram transformadas por eletroporação e crescidas em meio LB sólido com 

ampicilina (100 mg/mL), IPTG e X-GAL. Colônias positivas foram inoculadas em meio LB 
líquido com ampicilina e foi feita a extração de DNA plasmidial. 
Tabela 1. Sequência de primers utilizados no Capítulo I 

Primer  Sequência (5' ! 3') 

AgraNuc1 Fw ATGTGACCACCGTAACCTGC
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4.5. Coleta do suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro e ensaio de degradação 
Os insetos foram anestesiados previamente em gelo por 10 minutos e dissecados para 

coletar o intestino e o suco gástrico do IMA do bicudo-do-algodoeiro foi coletado. O conteúdo 

do intestino foi extraído por maceração e resuspendido em solução de NaCl 150 mM. A 
concentração total de proteína foi quantificada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). O 
ensaio de degradação da nucleasse foi realizado incubando 500 ng de dsRNA ou dsDNA com 

o suco gástrico coletado (1µg) em Tampão Triplo, como descrito por Schafer et al (2004), com 
algumas modificações (acetato de sódio 10 mM, Mes 10 mM e Tris 20mM), pH 5.5 a 37ºC por 
30 minutos em uma reação final de 20 µL. A fim de observar a integridade do dsRNA, a reação 

foi analisada em gel de agarose 1%. O pH ótimo para a atividade nucleásica do suco gástrico 
do bicudo-do-algodoeiro foi determinado incubando 1 µg de dsRNA (~ 200 pb) com 2 µg de 
suco gástrico em Tampão Triplo (o pH foi ajustado com HCl ou NaOH, de 3,0 a 9,0). A reação 

foi incubada por 30 minutos em um volume final de 70 µL a 37ºC. Em seguida, o dsRNA foi 

AgraNuc1 Rv GTCTGTAGGAGGATTTGGAC 

AgraNuc2 Fw GACAATACGCTGCCAGAACTG 

AgraNuc2 Rv TCTATCGAAGGTGAGCCAGG 

AgraNuc3 Fw TTCTGAACGCGCTGCCTCAATG 

AgrNuc3 Rv GATCTGATTGGCTGTCTTG 

AgraChSII Fw AAGGCATTAACGGTGACGAC 

AgraChSII Rv TCCAAGTCGTTGATGACTGC

nvDT30  GAATTCACGCGTCGACTAGTAGCATATGTAC(T)30VN

T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGA 

T7M13 Rv TAATACGACTCACTATAGGGAGACAGGAAACAGCTATGAC 

Agra-β-actin Fw GTAGCTCACGCCTCGGTACT 

Agra-β-actin Rv AGTGTTGGCCGAGGTATGAC 

Agra-β-tubulin Fw AGATCGTCGAGGGTCTGATG 

Agra-β-tubulin Rv AAGGCGGGAATGACTTTACC
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purificado com igual volume de fenol clorofórmio e clorofórmio e centrifugado por 10 minutos. O 
sobrenadante foi removido e o dsRNA foi precipitado com igual volume de isopropanol e 
centrifugado por 10 minutos. O pellet foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 5 minutos. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet foi diluído em água milliQ. A absorbância foi plotada 
em gráfico e os produtos foram analisados em gel de agarose 1%. Uma unidade de atividade 
(UA) nucleásica é definida como a quantidade de enzima que causa a ΔA260 de 0,1 em 30 

minutos (GE Healthcare). Todos os ensaios foram realizados em triplicata, utilizando 3.3 µg de 
proteína obtida do suco gástrico. 

4.6. Microinjeção de dsRNA no bicudo-do-algodoeiro 
Adultos recém eclodidos de bicudo-do-algodoeiro foram previamente anestesiados em 

gelo durante 10 minutos. Em seguida, 500 ng de dsRNA contra cada nucleasse foi 

administrado utilizando uma seringa Hamilton de 10 µL na cavidade abdominal do inseto. O 
dsRNA foi administrado separadamente e em mistura. Os insetos utilizados como controle 
negativo foram microinjetados com dsRNA-gus. Após o procedimento, os insetos foram 

mantidos sob condições controladas de temperatura, umidade relativa e luz por um período de 
sete dias. 

4.7. Análise do padrão de expressão das nucleases por RT-qPCR 
A expressão gênica relativa das nucleases em larvas de bicudo-do-algodoeiro e adulto 

foi validada por PCR em tempo real quantitativa (RT-qPCR) e a expressão relativa foi medida 

em diferentes porções do intestino do inseto (IMA, IM e IMP), bem como o intestino inteiro e a 
carcaça. Após dois e sete dias da microinjeção os insetos foram coletados para a análise do 
silenciamento gênico das nucleases. As reações de RT-qPCR foram realizadas em 7300 Real 

Time PCR (Applied Biosystems) utilizando SYBR Green como fluoróforo intercalante. Primers 
específicos para cada nucleasse (Tabela 1) foram utilizados. Cada reação foi realizada 
utilizando 2 µL de cDNA diluído, 0,2 µM de cada primer e 2.5 µL de SYBR Green em um 

volume total de 10 µL. 
O programa de RT-qPCR consistiu de um passo inicial de 95ºC por 10 minutos, 

seguido de 40 ciclos de 95ºC por 20 segundos, 55ºC por 30 segundos e 72 ºC por 30 

segundos. Para a análise da amplificação o valor da Ct e a eficiência da amplificação de cada 
primer (variando de 90 a 100%) foi determinada utilizando o programa Real Time PCR Miner 
(http://www.miner.ewindup.info/). A análise da expressão relativa baseada nos valores de Ct foi 

realizada utilizando qBasePlus 2.0 com o método Pfaffl (Hellemans et al, 2007). Todos os 
experimentos de RT-qPCR foram realizados em triplicata biológica e técnica. A análise 
estatística da expressão média das nucleases foi realizada pelo método Tukey com um nível de 

significância de 0,05% para comparações entre tratamentos. Agra-β-actin e Agra-β-tubulin 
foram utilizados como genes de referência.  

4.8. Coleta do suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro dois dias após a microinjeção de dsRNA 
das nucleases e digestão do dsRNA. 
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Dois dias após a microinjeção do dsRNA, o suco gástrico dos insetos tratados foi 
coletado e incubado com dsRNA, como descrito anteriormente. Todos os tratamentos foram 
incubados por 30 minutos a 37ºC com o suco gástrico coletado de 10 insetos por tratamento. 

4.9. Análise do padrão de expressão de quitina sintase II após a administração de dsRNA via 
oral dois dias após a confirmação do silenciamento das nucleases, bem como mortalidade e 
oviposição 

Dois dias após a microinjeção do dsRNA contra as nucleases na cavidade abdominal 
do bicudo-do-algodoeiro e verificação do silenciamento gênico destas por RT-qPCR, os insetos 
foram mantidos sem alimentação durante dois dias. Após esse período de jejum, foi 

administrado 500 ng de dsRNA contra o gene quitina sintase II (Agra-ChSII) via oral com 
sacarose 5%. Três dias após a administração oral de dsRNA, os insetos foram coletados para 
avaliar o nível do silenciamento gênico de Agra-ChSII por RT-qPCR. Todos os experimentos de 

RT-qPCR foram realizados em triplicata biológica e técnica. Os insetos foram contados a cada 
24 horas para medir mortalidade, bem como os ovos para medir oviposição.  

5. Resultados 

5.1. A análise in silico das nucleases encontradas no transcritoma do bicudo-do-algodoeiro 

mostrou um domínio endonuclease G conservado e secreção de peptídeo sinal 
A análise tBLASTn util izando uma sequência de nuclease de B. mori 

(NM_001098274.1) como molde mostrou três genes ortólogos no bicudo-do-algodoeiro, os 

quais foram nomeados AgraNuc1 (GABY01017164.1), AgraNuc2 (GABY01017702.1) e 
AgraNuc3 (GABY01006596.1). O peso molecular das proteínas codificadas foi de 
aproximadamente 45-50 kDa. A conservação dos aminoácidos foi particularmente relevante no 

domínio catalítico das proteínas pertencentes à família de nuclease não específica (Rangarajan 
et al, 2001). De fato, o motivo Hx22Nx4Qx5Nx8E, onde “x” representa qualquer aminoácido, é 
característico a essa família de nucleasse e especifica os resíduos diretamente envolvidos em 

ligação a metais e catálise (Loll et al, 2009; Rangarajan et al, 2001; Schaffer et al, 2004; Wu et 
al, 2009) (Figura 3A). Ainda, a predição dos motivos mostrou que as três nucleases possuem 
alta probabilidade de carregarem um peptídeo sinal secretório (SP) (cutoff >90) (Figura 3A). A 

predição de estruturas secundárias mostrou similaridades entre essas nucleases e a 
endonuclease não específica G (endoG) de Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) 
(Figura 3B) (Loll et al, 2009). Ainda, a predição do peptídeo sinal indicou que AgraNuc1-3 

possuem alta probabilidade de conter peptídeo sinal de secreção (SP) (cutoff >0.7). 
A família de endonuclease não específica possue três diferentes grupos com nucleases 

especializadas em diferentes funções fisiológicas, como morte celular e nutrição (Wynant et al, 

2014; Loll et a, 2009). A fim de estudar as relações filogenéticas entre AgraNuc1-3 e as 
nucleases da família de endonuclease não específica, foi realizado um alinhamento múltiplo 
utilizando sequências de aminoácidos do domínio catalítico (aproximadamente 50 

aminoácidos) de 44 nucleases de diferentes espécies (Figura 3C). As nucleases foram 
divididas em dois grupos principais (I e II) com valores de bootstrap de 50%. A presença de 
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parálogos em diferentes espécies, como Dendroctonus ponderosae ou D. melanogaster, 
sugere a ocorrência de eventos duplicados na história evolucionária dessa família de genes. O 
Grupo I inclui ortólogos das proteínas EndoG e ExoG que foram caracterizadas em D. 

melanogaster (Loll et al, 2009), Saccharomyces cerevisiae (Buttnet et al, 2007), Caenorhabditis 
elegans (Lin et al, 2016) e Homo sapiens (Cymerman et al, 2008). Essas enzimas participam 
de mecanismos relacionados à morte celular (Loll et al, 2009). O Grupo II possui AgraNuc1-3, 

bem como nucleases de outros insetos que foram caracterizadas por seu papel nutricional em 
S. gregária (Wynant et al, 2014) e B. mori (Arimatsu et al, 2007). Assim como AgraNuc1-3, 
esses dois estudos anteriores também identificaram um peptídeo de secreção na porção N 

terminal da proteína. Esses dados ressaltam o fato de que a nucleases AgraNuc1-3 pertencem 
ao grupo de nucleases não específicas que, muito provavelmente, podem ter atividade 
nucleásica em ambiente extracelular.  
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Figura 3. Análise in silico das nucleases identificadas em A. grandis. (A) O alinhamento das sequências de 
aminoácido do bicudo-do-algodoeiro com as nucleases pertencentes a outros insetos e nucleases não específicas (D. 
melanogaster, B. mori, S. gregaria, Musmusculus, B. taurus, H. sapiens, e S. cerevisiae). Os asteriscos indicam o 
motivo conservado Hx22Nx4Qx5Nx8E, o qual está envolvido em ligação a metais e catálise. Aminoácidos idênticos e 
similares estão ressaltados em verde e amarelo, respectivamente. (B)As nucleases mostraram na região C-terminal um 
domínio de endonuclease não específica RNA/DNA e um peptídeo sinal na região N-terminal. As flechas pretas e os 
cilindros pretos representam as predições de fita β e α hélice, respectivamente. “SP” é o peptídeo sinal de secreção 
predito e “TM” é o domínio transmembrana predito. Os números de acesso referem-se ao banco de dados de proteína 
UniProt. (C) A árvore filogenética da família de endonuclease não específica ficou dividida em diferentes espécies de 
animal. Grupos I e II são incluídos nas áreas vermelha e azul, respectivamente. Os discos vermelhos indicam a 
predição do peptídio sinal de secreção (>0,7) na região C-terminal das nucleases. Os números de acesso 
correspondem aos bancos de dados UniProt ou ao NCBI. 

5.2. O suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro apresenta atividade nucleásica 
 A fim de identificar a atividade nucleásica responsável pela digestão de ácidos 
nucleicos no bicudo-do-algodoeiro, o suco gástrico foi extraído do IMA de insetos adultos. A 

habilidade do bicudo-do-algodoeiro de digerir diferentes formas de ácidos nucleicos foi 
validada. A digestão foi observada de maneira não específica, tanto para dsRNA quanto para 
dsDNA (Figura 4A), o que pode demonstrar a presença significativa de nucleases no intestino 

do inseto. Em seguida, o pH ótimo das nucleases do suco gástrico foi analisado e os resultados 
mostraram que a atividade nucleásica ótima varia num pH de 5,5 a 6,5 (Figura 4B). 
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Figura 4. Caracterização bioquímica do suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro. (A). O suco gástrico do bicudo-
do-algodoeiro possui atividade nucleásica não específica e é capaz de degradar tanto dsRNA quanto dsDNA. MM: 
marcador molecular 1Kb plus; SG: suco gástrico. As amostras foram incubadas com GJ por 30 minutos a 37 ºC. (B) O 
pH ótimo para atividade nucleásica varia de 4,5 a 6,5, indicanto que as nucleases funcionam melhor em pH ácido. 
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5.3.  Agra-Nuc2 e Agra-Nuc3 são mais expressas no IP do bicudo-do-algodoeiro 
 As enzimas digestivas são primeiramente produzidas nas células do intestino e são 
secretadas no suco gástrico (Douglas, 2013). Foi realizada uma comparação do perfil de 

expressão transcricional das nucleases encontradas no transcritoma do bicudo-do-algodoeiro 
em diferentes estágios de desenvolvimento do inseto, focando no intestino. A carcaça 
corresponde ao corpo do inseto sem o intestino. AgraNuc1 é expressa de maneira semelhante 

na carcaça e no intestino, tanto na larva, quanto no inseto adulto. Em contrapartida, AgraNuc2 
e AgraNuc3 mostraram maior expressão no intestino. A expressão relativa de AgraNuc2 e 
AgraNuc3 em larva foi de 600 vezes maior que em adulto (Figuras 5A e 5B). O IMP mostrou 

alta expressão de AgraNuc2 e AgraNuc3 em adultos (500 e 100 vezes) e larva (800 e 550 
vezes), respectivamente (Figuras 5C e 5D).  
 

Figura 5. Análise da expressão das nucleases do bicudo-do-algodoeiro em diferentes estágios do 
desenvolvimento por RT-qPCR. (A e B) O bicudo-do-algodoeiro foi dissecado para obtenção do intestino e da 
carcaça, onde foi analisada a expressão relativa das nucleases. A expressão de AgraNuc1 é similar tanto no intestino 
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quanto na carcaça de adulto (A) e de larva (B), enquanto AgraNuc2 e AgraNuc3 são mais expressas no intestino. (C e 
D) O intestino do inseto foi dividio em IMA, IMP e IP e os níveis de expressão das nucleases nesses compartimentos 
foram avaliados. AgraNuc2 e AgraNuc3 foram mais expressas no IMP tanto em adulto (C) quanto em larva (D), 
enquanto a expressão de AgraNuc1 foi similar em todos os compartimentos do intestino. Agra-β-actina e Agra-β-
tubulina foram usados como genes de referência. A expressão relativa (UA) foi calculada baseada no menor valor de 
expressão que foi obtido. Análises estatísticas da expressão média dos transcritos foram realizadas pelo método Tukey 
com valor de significância de 0,05% para comparações entre tratamentos. 

5.4. O silenciamento das nucleases resultou na diminuição da degradação de dsRNA pelo suco 

gástrico do bicudo-do-algodoeiro 

 Para determinar se o produto dos genes das nucleases contribuem para a digestão de 
ácido nucléico no intestino do bicudo-do-algodoeiro, foi realizado um ensaio de expressão 

gênica com os genes das nucleases identificadas. O nível baixo de expressão das nucleases 
foi significativa dois dias após a microinjeção de dsRNA na cavidade abdominal dos insetos 
(Figura 6A). Os dados gerados também mostraram que a microinjeção de um determinado 

dsRNA específico para uma nuclease pode interferir na expressão de outra nucleasse. Por 
exemplo, o dsRNA-AgraNuc1 também baixou a expressão de AgraNuc2 e AgraNuc3. O 
mesmo fenômeno ocorreu para os dsRNAs de AgraNuc2 e AgraNuc3 (Figura 6A). O ensaio de 

digestão de dsRNA foi realizado com o suco gástrico extraído de insetos, que foram 
previamente microinjetados com dsRNAs contra as nucleases e de insetos não microinjetados. 
O suco gástrico dos insetos não microinjetados resultou na digestão completa do dsRNA 

(Figura 6B, coluna 3), enquanto que insetos que foram microinjetados com uma mistura de 
dsRNA contra as nucleases mostraram uma diminuição da degradação do dsRNA (Figura 6B, 
linha 4). O tratamento com dsRNA contra AgraNuc1 e AgraNuc3 levou à degradação do dsRNA 

pelo suco gástrico do inseto, sugerindo que a atividade nucleásica persistiu, mesmo após o 
silenciamento gênico desses genes. Entretanto, ocorreu uma diminuição na degradação do 

dsRNA pelo suco gástrico de insetos microinjetados com dsRNA contra AgrANuc2 (Figura S4). 
Esses dados associam o silenciamento gênico de AgraNuc2 com a perda da atividade 
nucleásica do suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro, mas não AgraNuc1 e AgraNuc3. Assim, 

pode-se afirmar que o silenciamento gênico de AgraNuc2 é necessário a fim de evitar 
degradação de dsRNA no intestino do inseto. Ainda, o silenciamento gênico das três nucleases 
levou à diminuição da degradação do dsRNA no intestino do bicudo-do-algodoeiro (Figura 6A). 
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Figura 6. Análise da expressão das nucleases do bicudo-do-algodoeiro após silenciamento gênico por RT-
qPCR. (A) A microinjeção nos insetos adultos foi realizada utilizando 500 ng de cada dsRNA e uma mistura de 
dsRNAs, totalizando 1500 ng, e a análise foi feita dois dias após a microinjeção. Como controle negativo, foi utilizado 
dsRNA gus. Agra-β-actina e Agra-β-tubulina foram utilizados como genes de referência. A expressão relativa (UA) foi 
calculada baseada no menor valor de expressão obtido. Análises estatísticas da expressão média de transcritos foi 
realizada pelo método de Tukey com significância de 0,05% para comparações entre tratamentos. O gráfico mostra 
que a expressão das nucleases foi diminuída, tanto quando silenciadas individualmente, quanto em grupo. (B) O 
dsRNA (~200 pb) foi incubado com suco gástrico de bicudo-do-algodoeiro foi 30 minutos a 37 ºC. O suco gástrico foi 
coletado dois dias após o silenciamento gênico das nucleases via RNAi e a digestão do dsRNA foi analisada em gel de 
agarose 1%. O suco gástrico foi coletado de insetos microinjetados e não microinjetados. GJ: suco gástrico, KD: 
insetos silenciados, WT: insetos selvagens, CBW: bicudo-do-algodoeiro. 

5.5. O silenciamento gênico das nucleases melhora a eficiência do RNAi, via administração oral 
 Já que o silenciamento gênico das três nucleases juntas resultou na diminuição da 
digestão de dsRNA pelo suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro, o dsRNA alvo de quitina 

sintase II foi administrado via oral ao inseto, dois dias após o silenciamento gênico das 
nucleases. Quitina sintase II é responsável pela síntese de quitina da membrana peritrófica no 
intestino médio dos insetos (Gagou et al, 2002; Hogenkamp et al, 2005; Arakane et al, 2008). O 

gene AgraChSII foi silenciado aproximadamente três vezes após a administração oral de 
dsRNA aos insetos que tiveram suas nucleases previamente silenciadas (Figura 7).  

Controle 
Netagivo

E
xp

re
ss

ão
 g

ên
ic

a 
re

la
tiv

a 

SG de insetos tratados
SG de insetos selvagens

!  34
  



!  
Figura 7. Análise da expressão gênica de AgraChSII após silenciamento das nucleases por RT-qPCR. Dois dias 
após o silenciamento gênico das nucleases, os insetos adultos foram colocados em jejum por dois dias e, após esse 
período, 500 ng de dsRNA-AgraChSII foi administrado via oral. Insetos com as nucleases silenciadas (barra quatro) 
mostraram diminuição na expressão dos transcritos de AgraChsII, quando comparados aos insetos controle (barras 
um, dois e três). Moléculas de dsRNA-gus foram utilizadas como controle negativo e de Agra-β-actina e Agra-β-tubulina 
foram utilizadas como genes de referência. A expressão relativa (UA) foi calculada baseada no menor valor de 
expressão obtido. A média dos transcritos foi realizada utilizando o método de Tukey, com significância de 0,05% para 
comparações entre tratamentos. 

6. Discussão e Conclusão 
Uma das principais vantagens em utilizar a tecnologia do RNAi para controlar insetos-

praga é a alta especificidade ao gene-alvo, sendo para o meio ambiente e diminuindo efeito em 

insetos não alvos (Burand & Hunter, 2013). Análises transcritômicas podem ser realizadas para 
identificar genes que são diferencialmente expressos no ciclo de vida de diferentes insetos (Liu 
et al, 2017). A partir de informações do transcritoma, a metodologia de RNAi representa um 

avanço no melhoramento genético de culturas, conferindo resistência a insetos-praga (Ali et al, 
2010). Entretanto, a entrega de dsRNA à localização intracelular correta e a interação do 
dsRNA com a maquinaria do RNAi da célula alvo são importantes fatores na aplicação desta 

tecnologia. Algumas barreiras impedem que o dsRNA entre no sistema celular (Oliveira et al, 
2006). Como o RNA possui carga negativa e um alto peso molecular, sua internalização celular 
é impedida pela camada de lipídios da célula (Dowdy, 2017). Em insetos, siRNAs induzidos por 

vírus podem saturar a célula ao ponto de interferir na eficiência do dsRNA exógeno (Kanasty et 
al, 2012). A interação de dsRNA com receptores celulares e sua internalização pela célula 
também são importantes barreiras para a entrega de dsRNA. Todavia, a concentração de 

dsRNA bem como seu comprimento são parâmetros críticos para a efetividade da resposta do 
RNAi, porque esses fatores interferem na internalização de dsRNA (Ulvila et al, 2006; 
Bolognesi et al, 2012;; Miller et al, 2012; Li et al, 2015). Nucleases intestinais de insetos estão 

entre as barreiras para a entrega oral de dsRNA para a aplicação da tecnologia do RNAi como 
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controle de insetos-praga. A entrega oral de dsRNA ao inseto alvo é dificultada pelas nucleases 
intestinais, devido ao catabolismo do dsRNA, influenciando em sua eficiência. Entender a 
interação entre as nucleases intestinais de insetos e o dsRNA é fundamental para o avanço 

desta ferramenta biotecnológica que é a tecnologia do RNAi, que pode ser aplicada em 
diferentes campos de estudo (Katoch & Thakur, 2012; Katoch & Thakur, 2013; Wynant et al, 
2014; Christianes et al, 2014; Spit et al, 2017). 

 Estudos anteriores mostraram que a administração de dsRNA, via oral, é eficiente para 
o silenciamento gênico em diferentes insetos, como H. armigera (Cymerman et al, 2008; Mao 
et al, 2007; Mao et al, 2011), D. virgifera (Baum et al, 2007), A. aegypti (Singh et al, 2013), 

Aphis gossypii (Gong et al, 2014) e Apis melífera (Hymenoptera: Apidae) (Hunter et al, 2010). 
Entretanto, essa abordagem não é tão eficiente em outros insetos, como S. gregaria (Wynant 
et al, 2014), Acyrthosiphon pisum (Homoptera: Aphidiae) (Christiaens et al, 2014), Lygus 

lineolaris (Hemiptera: Miridae) (Allen et al, 2012) e Locusta migratoria (Luo et al, 2013). Coelho 
e colaboradores (2016) mostraram que o bicudo-do-algodoeiro é sensível à microinjeção de 
dsRNA, o qual interfere na expressão gênica. Entretanto, Baum e colaboradores (2007) 

demonstraram que o mesmo não ocorre quando o dsRNA é administrado de maneira oral ao 
inseto. Essa ineficiência do dsRNA, quando administrado via oral, deve-se provavelmente a 
enzimas digestivas que são capazes de digerir os nutrientes das maçãs do algodão, que são 

ricas em amido (Oliveira-Neto et al, 2003) e ácido nucléico (Ma et al, 2015). Pode ser inferido 
que o bicudo-do-algodoeiro evoluiu para produzir nucleases intestinais devido ao seu hábito 
alimentar, sendo capaz de degradar os ácidos nucléicos, presentes nos tecidos do algodão. 

Para a tecnologia do RNAi ser eficiente e satisfatória em culturas à campo, é necessário e 
essencial o desenvolvimento de estratégias que protejam as moléculas de dsRNA da 
degradação (Eguchi et al, 2009; Eguchi & Dowdy, 2010; Garbutt et al, 2013; Kumar et al, 2016; 

Wang et al, 2017). 
 Um estudo conduzido por Shukla e colaboradores (2016) demonstrou a degradação de 
dsRNA pelo suco gástrico de H. virescens (Lepidoptera: Noctuidae). No presente estudo foi 

reportado três diferentes nucleases no suco gástrico do bicudo-do-algodoeiro, que são capazes 
de degradar ácidos nucléicos no sistema digestivo do inseto. Em estudos anteriores, foi 
identificado que o IMA do bicudo-do-algodoeiro possui pH 5,0, enquanto que o pH do IMP 

possui pH 7,0 (Macedo et al, 2017). Assim, o dsRNA utilizado neste estudo foi digerido por 
nucleases intestinais num pH variando de 3,5 a 10,0. Em pHs acima de 7,0, a digestão do 
dsRNA era menor. Esses dados sugerem que as nucleases são mais ativas no IMA do bicudo-

do-algodeiro, que é ácido, e menos ativas no IMP, em que o pH é mais neutro. Em insetos 
pertencentes a diferentes famílias de coleópteros, como Hypothenemus hampei (Coleoptera: 
Curculionidae) (Valencia et al, 2000), Dermestes maculatus (Coleoptera: Dermestidae) 

(Caldeira et al, 2007), H. hampei (Rubio et al, 2008) e Sitophilus zeamais (Coleoptera: 
Curculionidae) (Sousa et al, 2013), o IMA é ácido, com pH variando de 4,5 a 5,0 (Terra & 
Ferreira, 1994). Assim sendo, o pH regula a natureza e a atividade das enzimas digestivas 

presentes no lúmen do intestino dos insetos (Gillot, 2005). A organização espacial da digestão 
está relacionada aos compartimentos intestinais; em outras palavras: a ação de certas enzimas 
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está associada com o compartimento do intestino do inseto, o qual apresenta variações de pH 
(Terra, 2001). 
 As três nucleases encontradas no transcritoma do bicudo-do-algodoeiro (Firmino et al, 

2013) foram identificadas baseado na sequência peptídica da nuclease de B. mori (Arimatsu et 
al, 2007). A análise filogenética mostrou alta similaridade (>50%) entre as nucleases do bicudo-
do-algodoeiro e nucleases de outros insetos. Esses dados, somado aos dados de análise in 

silico, sugerem que os genes de AgraNucs codificam endonucleases não específicas e, que 
AgraNuc2 e AgraNuc3 provavelmente são extracelulares. 
 Os resultados mostraram que AgraNuc2 e AgraNuc3 são mais expressas no intestino 

(mais especificamente, no IMP) tanto em adultos quanto em larvas. Esses dados estão de 
acordo com os que foram relatados por Wynant e colaboradores (2014). Esse grupo também 
usou a sequência de B. mori para identificar nucleases no transcritoma de S. gregaria, em que 

as nucleases também eram mais expressas no IMP. A transcrição de AgraNuc2 e AgraNcu3 
ocorre principalmente no IMP, sugerindo que esses genes contribuem para o processo 
digestivo. Ainda, essa distribuição da expressão gênica no intestino sustenta a ideia de 

compartimentalização do intestino em termos de função digestiva (Terra, 2001). Insetos com 
membrana peritrófica apresentam circulação endo-ecto-peritrófica, a qual permite a absorção 
de nutrientes que são previamente degradados no espaço endoperitrófico, além de ciclagem 

enzimática (Terra, 2001). Assim, as enzimas digestivas podem ser sintetizadas, secretadas na 
saliva e no IMP e, depois, transportadas contra o fluxo ao intestino anterior e ao IMA. Esse 
processo explica o motivo de a expressão gênica das nucleases do bicudo-do-algodoeiro 

analisadas neste estudo serem mais expressas no IMP que no IMA, já que sua atividade ocorre 
majoritariamente em ambiente ácido. Ainda, AgraNuc1 difere de AgraNuc2 e AgraNuc3, 
reforçando a ideia de que AgraNuc1 possui uma função diferente. Finalmente, neste estudo, 

formou-se a hipótese de que AgraNuc1-3 estão mais relacionadas a nutrição que a morte 
celular. 
 O silenciamento gênico das nucleases foi detectado dois dias após a microinjeção de 

dsRNA na cavidade abdominal do bicudo-do-algodoeiro. Esse silenciamento gênico 
permaneceu mesmo após sete dias da microinjeção. Uma identidade de 11 nucleotídeos foi 
observada nas sequências de nucleases estudadas neste estudo. Apesar de ser uma 

sequência curta, pode ser o suficiente para causar silenciamento gênico devido à região 
semente do alvo (Chen et al, 2015; Kamola et al, 2015). Assim sendo, o silenciamento gênico 
de uma nuclease por RNAi pode interferir na expressão de outra nuclease por silenciamento 

cruzado. Esses dados sugerem a existência de uma via de amplificação de RNA que é 
independente de RNA polimerase RNA dependente (RdRp), a qual não foi identificada no 
transcritoma do bicudo-do-algodoeiro (Firmino et al, 2013). Essa via não é conhecida, mas 

corrobora com os dados reportados por Wynant e colaboradores (2014), que observou o 
mesmo padrão de silenciamento gênico cruzado em S. gregaria. 
 Os efeitos fisiológicos do silenciamento gênico das nucleases foram observados 

quando se incubou o dsRNA com o suco gástrico coletado de insetos microinjetados com 
dsRNA contra as nucleases. Para se obter um efeito fisiológico satisfatório por RNAi é 
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necessário reduzir a expressão das nucleases o suficiente para que o dsRNA pare de ser 
degradado. O silenciamento das três nucleases estudadas resultou na redução da degradação 
do dsRNA, quando incubado com suco gástrico, mostrando que a administração de um ou 

mais dsRNAs nem sempre é inefetivo. Apesar da competição pela maquinaria de RNAi que 
deve existir entre os dsRNAs, o resultado indicou que, provavelmente, o sistema não estava 
saturado (Miller et al, 2012; Joga et al, 2016; Spit et al, 2017). Em contrapartida, o 

silenciamento de cada nuclease individualmente mostrou a redução da degradação do dsRNA 
apenas para AgraNuc2. Este resultado sugere um limite de silenciamento que deve ser 
ultrapassado, resultando em baixos níveis da nuclease no suco gástrico.. Este fenômeno 

precisa ser mais estudado para melhor compreensão em estudos futuros. Vale a pena 
mencionar que as sequências nucleotídicas das nucleases não apresentam similaridade maior 
que 20 pb, sugerindo a possibilidade de que o decréscimo no transcrito de nucleases ocorre 

devido a alta regulação gênica. Os dados gerados aqui corroboram com os gerados por 
Wynant e colaboradores (2014), que também identificaram nucleases em S. gregaria capazes 
de degradar dsRNA no intestino do inseto. 

 Como foi observado neste estudo, a presença de nucleases no intestino de insetos-
praga é um desafio a ser enfrentado a fim de que a tecnologia de RNAi possa ser utilizada 
como estratégia efetiva no controle de insetos-praga a nível de campo. O estudo mostra que 

nucleases presentes no intestino médio do bicudo-do-algodoeiro podem ser silenciadas por 
RNAi, resultando na proteção do dsRNA no suco gástrico. Estudos futuros ainda são 
necessários para desenvolver estratégias que melhorem a tecnologia do RNAi para que seja 

efetiva na entrega de dsRNA aos insetos-praga (Jin et al, 2015; Kumar et al, 2016; Gillet et al, 
2017;). 
 Os dados aqui apresetados contribuiram com os estudos relacionados visando a 

aplicabilidade do RNAi para controlar insetos-praga. A presença de nucleases no intestino do 
bicudo-do-algodoeiro leva à diminuição da efetividade do dsRNA ingerido. A inibição da 
digestão do dsRNA melhora sua internalização celular pelas células do intestino, que parece 

ser mediado por receptores scavenger (Capelle et al, 2016; Xiao et al, 2015), e fica mais 
significativo quando o dsRNA é maior que 60 pb em comprimento (Bolognesi et al, 2012). A 
digestão do dsRNA pode ser evitada pelo desenvolvimento de estratégias que escapam os 

mecanismos de degradação, incluindo a produção em massa de dsRNA em cloroplastos de 
plantas (Jin et al, 2015; Zhang et al, 2015), o nanoencapsulamento de dsRNA com quitosana 
(Das et al, 2015; Kumar et al, 2016; Xiao at al, 2016) e peptídios penetradores de célula 

(Eguchi et al, 2009). Esses processos aumentam a meia vida do dsRNA, melhorando sua 
atividade. Este campo de estudo é relativamente novo e vasto e está associado à biotecnologia 
de plantas aplicadas à insetos-praga, o que requer mais estudos. Por fim, superar as barreiras 

ligadas à entrega de dsRNA pode ser vantajoso para a aplicabilidade do RNAi em plantações 
de grandes culturas de importância econômica.  
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Capítulo II – Desenvolvimento de nanopartículas de quitosana para proteção de dsRNA contra 
bicudo-do-algodoeiro 

1.Introdução 
 O fato de moléculas de dsRNA serem sequência-específicas, juntamente com sua 
habilidade de causar silenciamento de genes essenciais envolvidos no metabolismo e no 

desenvolvimento de insetos-praga, faz com que moléculas de dsRNA em forma de 
nanoarticulas seja considerada um pulverizador altamente promissor (Whyard et al, 2009). 
Estudos recentes mostram que o uso de moléculas de dsRNA,de maneira pulverizada, contra 

patógenos pode conferir proteção às plantas (Koch et al, 2016). Essa abordagem pode ser 
considerada sustentável e ambientalmente favorável, podendo ser aplicada no controle de 
insetos-praga, por meio da alimentação (Wang & Jin, 2017). Como se sabe, existem algumas 

barreiras para a aplicação da tecnologia do RNAi para o controle de insetos-praga, como a 
internalização do dsRNA pela célula do inseto (Bolognesi et al, 2012) e sua degradação por 
nucleases (Arimatsu et al, 2007; Wynant et al, 2014; Garcia et al 2017; Vyas at el, 2017). Além 

disso, moléculas de dsRNA como inseticida não persiste por muito tempo no meio ambiente, 
por ter uma meia-vida curta, sendo degradada rapidamente (Dubelman et al, 2014). Essas 
barreiras são atribuídas à falta de métodos eficientes de entrega e de proteção do dsRNA. A 

fim de aumentar a estabilidade do dsRNA e melhorar sua internalização pela célula, 
nanopartículas de polímeros, como a quitosana, começaram a ser aplicadas na última década 
(Zhang et al, 2010).  

 A quitosana (CS) é um polímero natural renovável de carga líquida positiva obtida a 
partir da quitina de crustáceos. Esta possui propriedade mucoadesiva, não é tóxica e não 
causa reações alérgicas, além de ser metabolizada pelo corpo humano e ser biodegradável. A 

quitosana vem sendo amplamente utilizada como carreador de diveras moléculas, incluindo 
moléculas de dsRNA, devido a suas propriedades (Raja et al, 2015; Khan et al, 2017;  Raja et 
al, 2017). Esta é obtida quando se coloca a quitina em condições muito básicas ou na presença 

da enzima quitina desacetilase (Sadreddini et al, 2016; Li et al, 2016; Perez & François, 2016; 
va Woensel et al, 2016). Em pH baixo, o grupo amino da quitosana fica carregado 
positivamente por protonação, fazendo com que a quitosana seja solúvel em soluções 

orgânicas ácidas, incluindo ácido fórmico e ácido acético (Nagpal et al, 2010; Hembram et al, 
2014). Numa proporção dsRNA:quitosana ótima, a amina da quitosana e o fosfato do dsRNA 
formam interações eletrostáticas, condensando em nanopartículas. Essas nanopartículas 

conferem resistência à ação de nucleases e são compatíveis com a internalização pela célula 
(Vila et al, 2004; Katas & Alpar, 2006; Salamanca et al, 2006; Rasente et al, 2016; Sadreddini et 
al, 2016; Sun et al, 2016). 

 As nanopartículas podem ser preparadas de diversas maneiras, incluindo ou não o uso 
de agentes intercalantes. Quando se mistura quitosana com moléculas de carga oposta em 
solução aquosa, ocorre uma auto-montagem de nanopartículas por meio de interações 

eletrostáticas. A proporção e a concentração de quitosana e das moléculas de carga oposta 
são fatores que influenciam na estabilidade da nanopartícula (Yang et al, 2014). Sendo assim, 
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moléculas de dsRNA podem ser utilizadas como contra íons para formar nanopartículas com 
quitosana por auto-montagem (Mao et al, 2010; Gharehdaghi et al, 2014; Attasart et al, 2016). 
Outro método de formação de nanopartículas consiste na gelação ionotrópica, que são 

interações eletrostáticas entre a quitosana e um poliânion, como, por exemplo, sulfato de sódio, 
que funciona como agente intercalante. O tamanho e a carga das nanopartículas podem ser 
alterados, de acordo com a razão de quitosana e agente intercalante (Kleine-Brueggeney et al, 

2015; Sacco et al, 2016). Neste método, o dsRNA é adicionado à solução de nanopartículas, 
ficando adsorvido nas mesmas (Katas & Alpar, 2006; Nagpal et al, 2010). Outra maneira de 
produzir nanopartículas de CS:dsRNA é pela adição de dsRNA na solução de agente 

intercalante e, em seguida, adicionar a quitosana. As nanopartículas são formadas pelo 
aprisionamento do dsRNA nas partículas de quitosana (Kumar et al, 2016; van Woensel et al, 
2016). O tamanho e a carga das nanopartículas podem ser alterados, de acordo com a razão 

de quitosana, dsRNA e agente intercalante (Figura 8) (Raja et al, 2015).   
 

Figura 8. Nanopartícula de quitosana e dsRNA. As fibras de quitosana (CS) possuem aminas livres, o que confere 
carga positiva às moléculas. O sulfato de sódio funciona como um intercalante, com uma carga altamente negativa, 
aumentando a estabilidade da nanopartícula. As partículas podem ser formadas por encapsulamento (A), adsorção (B) 
ou auto-montagem (C). 

Alguns estudos foram realizados administrando nanopartículas de CS:dsRNA na dieta 
de Anopheles gambiae (Zhang et al, 2010; Zhang et al, 2015b) e A. aegypti (Mysore et al, 
2013; Mysore et al, 2014; Das et al, 2015; Kumar et al, 2016), observando-se silenciamento 
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gênico. Sendo assim, esses estudos auxiliam na produção de novas metodologias para o 
controle de insetos-praga, aumentando a eficácia do dsRNA como inseticida, na forma de 
pulverização. 

 O presente estudo mostra o potencial de aplicabilidade da tecnologia de nanopartículas 
de quitosana e de dsRNA, direcionada ao inseto-praga, bicudo-do-algodoeiro, A. grandis, praga 
de relevância na cotonicultura. Pela alimentação, o dsRNA protegido por nanopartículas de 

quitosana foi capaz de causar significativo silenciamento gênico, cerca de três vezes superior, 
quando comparado ao dsRNA não protegido. Ainda, as nanopartículas fazem com que o 
dsRNA seja internalizado mais facilmente pelas células do inseto. Os dados demonstram que 

essa tecnologia apresenta grande potencial de uso no controle de insetos-praga. 

2.Objetivo geral 
 Este estudo tem como objetivo desenvolver estratégias para proteger moléculas de 
dsRNA contra a degradação por nucleases, presentes no intestino do bicudo-do-algodoeiro, e 
aumentar sua permeabilidade pelas células epiteliais do intestino do inseto. 

3.Objetivos específicos 
• Desenvolver um método de produção eficiente de nanopartículas de quitosana:dsRNA 
• Validar a eficiência das nanopartículas de quitosana:dsRNA in vitro 
• Validar a eficiência das nanopartículas de quitosana:dsRNA pela alimentação do 

bicudo-do-algodoeiro 
• Validar a eficiência das nanopartículas de quitosana:dsRNA pelo tegumento do bicudo-

do-algodoeiro 

4.Metodologia 

4.1. Criação de bicudo-do-algodoeiro 
Os insetos foram criados nos mesmos parâmetros do item 4.1. do Capítulo I. 

4.2. Coleta do homogenato intestinal do bicudo-do-algodoeiro 
Insetos adultos foram colocados no gelo por 15 minutos, para imobilização. Os élitros 

do inseto foram removidos e a dissecção foi realizada em lupa (Nikon SMZ1000). O inseto foi 
colocado em placa de Petri com tampão fosfato pH 5.5 (Na2HPO2/KH2PO4 10 mM, KCl 2.7 mM 

e NaCl 137 mM). A boca do inseto foi cortada e, em seguida, a cabeça foi separada 
cuidadosamente, até que o trato digestivo ficasse completamente exposto. O homogenato 
intestinal foi coletado diretamente do intestino médio anterior do inseto com a ajuda de pipeta. 

O conteúdo foi quantificado pelo método Bradford (Bradford, 1976) e armazenado a -20°C. 

4.3. Síntese das nanopartículas CS:dsRNA:surfactante 
O dsRNA para o gene quitina sintase II do bicudo-do-algodoeiro (AgraChSII) foi 

adquirido da empresa Genolutions Pharmaceuticals Inc. e a quitosana (95% desacetilada) foi 
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adquirida da empresa Polymar. A quitosana foi dissolvida em ácido acético 0.1 M, gerando uma 
solução de quitosana 0,2% (2 µg/µL). O pH da solução foi ajustado para 5.5 e a solução foi 
filtrada em filtro de seringa 25 mm x 0,22 µm (FilterPro). Uma diluição seriada da solução de 

quitosana foi feita, com quantidades de 15, 30, 60, 125, 250, 500, 1000, 2000 e 4000 ng. O 
dsRNA foi adicionado numa quantidade constante de 300 ng, na proporção de 1:1 para as 
diferentes quantidades de quitosana, numa reação de 20 µL em tampão triplo pH 5.5 (Schaffer 

et al, 2004), exceto para 4000 ng, em que a proporção foi 2:1. Foi adicionado surfactante 
SURFOM 5204 CS (Oxiteno) na concentração final de 0,01%. O surfactante possui a 
capacidade de se incorporar a compostos hidrofóbicos (Chiappisi & Gradzielski, 2015), como a 

parte externa da membrana celular, melhorando a entrega do dsRNA à célula. Desta maneira, 
o surfactante cria uma bicamada em volta da superfície da nanopartícula (Pal & Pal, 2017) 
(Figura 9). 

Figura 9. Nanopartícula de CS:dsRNA:surfactante por auto-montagem. O dsRNA (verde e marrom), de carga 
negativa, se liga à quitosana, que possui carga positiva (azul), formando nanopartículas. O surfactante (rosa) forma 
uma bicamada em volta da nanopartícula, facilitando sua entrada na célula. 

4 .4 . Anál ise de degradação do dsRNA encapsulado por qu i tosana com 
homogenato intestinal do bicudo-do-algodoeiro 

A nanopartícula de CS:dsRNA (nas concentrações citadas em 4.2) foi incubada por 30 
minutos com 1 µg de homogenato intestinal de A. grandis, numa solução de 20 µL, em tampão 
triplo pH 5.5. O resultado da reação foi analisado em gel de agarose 1% corado com brometo 

de etídeo. 

4.5. Anál ise do tamanho e da carga das nanopart ículas CS:dsRNA por 

espalhamento dinâmico de luz e potencial zeta (DLS) 
A fim de saber a razão ótima de dsRNA, quitosana e surfactante, foram feitas 

diferentes análises. A primeira análise foi com uma quantidade constante de dsRNA (300 ng), 

variando a quantidade de quitosana, em nanogramas (15, 30, 60, 125, 250, 500, 1000 e 2000). 
Uma quantidade de 5 µL de dsRNA (300 ng/µL) foi adicionado a 5 µL de quitosana (500 ng/uL) 
e diluído em 90 µL de água milliQ. A solução foi incubada por 30 minutos a temperatura 

ambiente. Após esse período, foi adicionado 900 µL de água milli Q e as amostras foram 
analisadas no DLS. Estabelecida a razão de dsRNA e quitosana em que a carga da partícula é 
próxima de zero, pois todo o dsRNA se liga à quitosana, uma segunda análise foi feita variando 
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a concentração de surfactante, em porcentagem (0.1, 0.05, 0.025 e 0.01). Uma quantidade de 
5 µL de dsRNA (300 ng/µL) foi adicionado a 5 µL de quitosana (500 ng/uL) e diluído em 90 µL 
de água milliQ. A solução foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente e, após esse 

tempo, foi adicionado o surfactante nas diferentes concentrações, misturando bem. As 
nanopartículas foram incubadas por mais 15 minutos a temperatura ambiente e, depois, foi 
adicionado 900 uL de água milliQ para análise no DLS.O experimento foi realizado em 

triplicata. 

4.6. Bioensaios 

4.6.1. Administração da nanopartícula CS:dsRNA na dieta do bicudo-do-algodoeiro - Insetos 
adultos foram mantidos em jejum por 48 horas (n=10). Em seguida, foi administrada a 

nanopartícula CS:dsRNA-AgraChSII, na concentração (500 ng dsRNA/ 300 ng quitosana), 
diluída em sacarose 5% (Figura 10). Como controles, foram utilizadas amostras contendo 
dsRNA-AgraChSII (300 ng) e quitosana (500 ng). Após 72 horas, os insetos foram congelados 

em nitrogênio líquido para futuras análises. O ensaio foi realizado em triplicata biológica.  
 

Figura 10. Administração da nanopartícula ao bicudo-do-algodoeiro. A nanopartícula, assim como os controles, foi 
administrada ao inseto via oral, diluídas em sacarose 5%. 

4.6.2. Administração da nanopartícula CS:dsRNA pelo tegumento do bicudo-do-algodoeiro - 
Insetos adultos foram submetidos a banhos com solução contendo as nanopartículas 

CS:dsRNA-AgraChSII. Como controle, foi utilizado dsRNA-AgraChSII e nanopartícula vazia, 
como descrito em 4.5.1. O banho foi realizado com spray e os insetos foram congelados em 
nitrogênio líquido após 72 horas para futuras análises. 

4.7. Análise da expressão gênica de ChSII por RT-qPCR 
As amostras previamente armazenadas a - 80°C foram pulverizadas em nitrogênio 

líquido e a extração de RNA total foi realizada com TRIzol (Invitrogen), de acordo com as 
instruções do fabricante. A síntese de cDNA foi realizada com 2.0 µg de RNA, utilizando o kit 
MMLV (Invitrogen) e o primer NVdT30 (Tabela 1), de acordo com as instruções do fabricante. A 

RT-qPCR foi realizada utilizando SYBR Green (Promega) como fluoróforo intercalante e os 
primers para os genes. Os genes actina e tubulina foram usados como genes de referência 
(Tabela 2). A reação foi realizada de acordo com o fabricante e o programa na máquina de PCR 

(Applied 7300 Real Time PCR System - Applied Biosystems) consistiu de um ciclo de 10 
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minutos a 95°C, 40 ciclos de 20 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C e 30 segundos a 72°C. 
A análise da expressão relativa foi realizada no programa qBasePlus 2.0 pelo método Pfaffl 
(Hellemans et al, 2007). O experimento foi realizado em triplicata biológica (n=10) e triplicata 

técnica. As análises estatísticas foram realizadas pelo método Tukey, com nível de significância 
de 0.05% para comparação entre os tratamentos.  

Tabela 2. Sequência de primers utilizados nos Capítulos II e III 

4.8. Avaliação da capacidade de dispersão da nanopartícula CS:dsRNA na superfície de folhas 
de algodão 

A fim de verificar a capacidade de dispersão da nanopartícula CS:dsRNA na superfície 
de folhas de algodão, a quitosana foi marcada com o fluoróforo Rhodamina (Sigma). Para 
tanto, 100 mg de quitosana (95% desacetilada) foi dissolvida em 50 mL de ácido acético 0.1 M, 

gerando uma solução de quitosana 0.2% (2 mg/mL), que teve o pH ajustado para 5.5. O 
fluoróforo Rhodamina (1 mg) foi dissolvido em metanol e adicionado à solução de quitosana. A 
solução foi incubada em agitação por duas horas. Após esse período, a quitosana foi 

precipitada com acetona 4X, centrifugada e lavada duas vezes com acetona 80%. A quitosana 
precipitada e marcada com Rhodamina foi liofilizada e, em seguida, resuspendida em ácido 
acético 0.1 M, gerando uma solução de quitosana 0.2%. As nanopartículas foram prepadas 

como descrito em 4.3 utilizando a quitosana marcada com Rhodamina.  
 Nanopartículas marcadas, com e sem surfactante, foram aplicadas na forma de spray 
em folhas de algodão. Após uma hora, as folhas foram coletadas e analisadas em 

estereomicroscópio binocular fluorescente.  

5.Resultados 

5.1. Obtenção de nanopartículas e eficiência de ligação entre CS e dsRNA 
Devido à carga positiva dos grupos amino da quitosana e à carga negativa dos grupos 

fosfato do dsRNA, as nanopartículas se formaram sozinhas por autor-montagem, devido a 
forças eletroestáticas. A razão ótima para a formação de nanopartículas ocorreu com 300 ng de 

Primer Sequência (5' ! 3')

Agra-B-actina Fw GTAGCTCACGCCTCGGTACT 

Agra-B-actina Rv AGTGTTGGCCGAGGTATGAC 

Agra-B-tubulina Fw GGTTGCGACTGTTTACAAGG

Agra-B-tubulina Rv GCACCACCGAGTAAGTGTTC

Agra-Quitina sintase II Fw AAGGCATTAACGGTGACGAC

Agra-Quitina sintase II Rv TCCAAGTCGTTGATGACTGC

FXGWAttB1-S (forward) GGGGACAAGTTTGTACAAAA

FXGWAttB1-AS 351 (reverso) GGGGACCACTTTGTACAAG
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dsRNA, 500 ng de CS e concentração final de surfactante catiônico de 0.01%. O espalhamento 
dinâmico de luz e potencial zeta mostrou nanopartículas esféricas ou elipsoidais com diâmetro 
aproximado de 280 nm. O potencial zeta dessas partículas foi de 27 mV (Figura 11). O dsRNA 

em análise possui aproximadamente 200 pares de base e é referente ao gene quitina sintase II 
do bicudo-do-algodoeiro, previamente validado por Macedo et al (2017). 

 

 

Figura 11. Tamanho e carga das nanopartículas de CS:dsRNA. O tamanho da partícula (A) bem como sua carga (B) 
foram medidos em diferentes concentrações de surfactante. NP 1: nanopartícula com surfactante 0.1%; NP 2: 

nanopartícula com surfactante 0.05%; NP 3: nanopartícula com surfactante 0.02%; NP 4: nanopartícula com 
surfactante 0.01%. 

5.2. Capacidade de proteção do dsRNA pela CS na presença de homogenato intestinal de A. 
grandis in vitro 
 A fim de avaliar in vitro a eficiência de ligação da quitosana ao dsRNA, a nanopartícula 

foi incubada em diferentes concentrações de CS por 30 minutos a temperatura ambiente. 
Depois do tempo corrido, foi adicionado homogenato intestinal do bicudo-do-algodoeiro para 

validar se as nanopartículas são capazes de manter o dsRNA intacto na presença de 
nucleases. Mesmo em pequenas concentrações de quitosana, o dsRNA permanece intacto na 
presença de homogenato intestinal (Figura 12). Em altas concentrações de quitosana, não há 

migração do dsRNA, o qual fica retido no poço, tanto no controle quanto na presença de 
homogenato intestinal. Sem quitosana, o dsRNA é completamente degradado. Pode-se inferir 
que in vitro, mesmo em pequenas quantidades, a quitosana promove a proteção do dsRNA 

contra a degradação de nucleases presentes no intestino do bicudo-do-algodoeiro. 
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Figura 12. Análise da degradação da nanopartícula CS:dsRNA na presença de homogenato intestinal do 
bicudo-do-algodoeiro. A concentração de dsRNA utilizada não variou (300 ng), ao passo que a concentração de 
quitosana aumentou (15 ng, 30 ng, 60 ng, 120 ng, 250 ng, 500 ng, 1000 ng, 2000 ng, 4000 ng). Pode-se observar a 
integridade do dsRNA na reação mesmo com 15 ng de quitosana, conferindo resistência à degradação de nucleases 
intestinais do inseto. MM: marcador molecular; HI: homogenato intestinal; CS: quitosana. 

5.3. Efeito do silenciamento gênico mediado pela nanopartícula CS:dsRNAna expressão de 
Quitina sintase 2 do bicudo-do-algodoeiro 

5.3.1. Pela alimentação - Nos experimentos anteriores foi demonstrado que a quitosana é 
capaz de proteger o dsRNA contra a degradação de nucleases intestinais de A. grandis in vitro, 

além de ser internalizada pelas células do intestino do inseto, via endocitose. Para avaliar se as 
nanopartículas de CS:dsRNA são capazes de causar a mesma proteção do dsRNA in vivo, as 
nanopartículas foram administradas via oral e o consequente silenciamento gênico de insetos 

adultos foi avaliado após 72 horas. O número de transcritos diminuiu pela metade, quando 
comparado ao dsRNA administrado sem estar incorporado na nanopartícula, e superior a cinco 
vezes comparado ao controle negativo (quitosana) (Figura 13A). Este resultado corrobora com 

os anteriores, demostrando que, de fato, as nanopartículas protegem o dsRNA do ambiente 
hostil que é o intestino do inseto, além de serem internalizadas pelas células do intestino, 
sendo capazes de liberar o dsRNA, que promove o silenciamento gênico. 

5.3.2. Pelo tegumento do inseto - Como as nanopartículas são capazes de penetrar as células 
do intestino do inseto, expeculou-se se estas também não são capazes de serem 

internalizadas pelas células do tegumento do inseto. A fim de avaliar se as nanopartículas de 
CS:dsRNA são capazes de penetrar pelo tegumento do inseto, bicudos adultos foram 
submetidos a banhos de nanopartícula com spray, na concentração de 300 ng/uL de dsRNA e 

500 ng/µL de quitosana. Os insetos foram analisados após 72 horas. Os dados mostram que 
houve o silenciamento gênico pela penetração da nanopartícula pelo tegumento do inseto, 
assim como pelo intestino (Figura 13B). Este resultado corrobora com a hipótese de que as 

nanopartículas de CS:dsRNA são um excelente método de controle de pragas quando 
aplicadas no campo, uma vez que ao serem aplicadas na forma de spray, estas penetrarão 
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pelo epitélio do inseto, além de também penetrarem pelas células do intestino quando o inseto 
se alimentar da planta tratada. 
 

 

Figura 13. Análise da expressão gênica de quitina sintase II no bicudo-do-algodoeiro após administração de 
nanopartículas. As nanopartículas de CS:dsRNA-AgraChSII foram administradas ao bicudo-do-algodoeiro via oral (A) 
e em via tópica (B) a análise foi feita três dias após o tratamento. O experimento foi realizado em triplicata biológica e 
triplicata técnica. Actina e Tubulina foram usados como genes de referência. 

5.4. A nanopartícula é capaz de ser aplicada e permanecer na folha de algodão devido ao 
surfactante catiônico 

 Foi verificado que a suspensão de nanopartículas contendo surfactante catiônico foi 
capaz de se dispersar de maneira uniforme pela superfície da folha de algodão (Figura 14). 
Nanopartículas sem surfactante, por outro lado, se agregaram no local de aplicação da folha. 

Assim sendo, o uso de surfactantes catiônicos como a isoproprilamina estabiliza a 
nanopartícula e permite que esta se espalhe adequadamente na superfície foliar.  
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Figura 14. Análise da capacidade de dispersão da nanopartícula na superfície de folhas de algodão. As 
nanopartículas com e sem surfactante catiônico foram marcadas com Rhodamina e administradas na superfície de 
folhas de algodão. Como controle, foi utilizada a nanopartícula sem o fluoróforo (A e B) e a nanopartícula sem 
surfactante (C e D), onde mostraram uma dispersão não uniforme na superfície da folha de algodão. Em contrapartida, 
as nanopartículas contendo surfactante se espalharam de maneira uniforma na superfície da folha de algodão (E e F). 

6.Discussão e conclusão 
 O estudo referente a este capitulo descreve sobre a proteção de dsRNA com 

nanopartículas de quitosana e sua administração oral e tópica ao bicudo do algodoeiro. 
Moléculas de dsRNA possuem uma meia-vida curta, baixa resistência a nucleases e difícil 
internalização celular (Cavallaro et al, 2017). A inovação do método descrito é a efetividade da 

entrega oral de dsRNA ao bicudo-do-algodoeiro, protegendo-o da ação de nucleases com 
nanopartículas de quitosana, o que já foi demonstrado em dípteros (Zhang et al, 2010; Das et 
al, 2015). A proteção do dsRNA com quitosana prolonga seu tempo de circulação e melhora 

sua entrega celular, o que já foi observado também em células de mamíferos (Sun et al, 2016; 
Rudzinski et al, 2016; van Woensel et al, 2016; Xiao et al, 2016; Babu & Ramesh, 2017; Zhang 
et al, 2017).  

 O bicudo-do-algodoeiro é um inseto-praga de difícil controle e seu manejo se dá 
principalmente com o uso de inseticidas químicos (Neves et al, 2014; Spurgeon, 2015; Grigolli 
et al, 2016). Estes inseticidas químicos fazem mal ao meio ambiente e, por isso, cientistas 

estão desenvolvendo novas abordagens biotecnológicas, visando aumentar a produtividade 
das culturas à campo e controlar insetos-praga. Apesar de estudos estarem sendo realizados 
com o melhoramento de toxinas Cry e plantas transgênicas tendo como alvo o bicudo-do-

algodoeiro (Oliveira et al, 2016; Ribeiro et al, 2017), é importante desenvolver outras 
estratégias devido à plasticidade genética dos insetos (Showler, 2009; Pimenta et al, 2016). O 
uso excessivo de plantas GM expressando toxinas Cry causou uma pressão seletiva nos 

insetos, produzindo fenótipos resistentes (Siegfried & Jurat-Fuentes, 2016; Peralta & Palma, 
2017). Esta resistência a toxinas Cry já foi relatada em populações de D. virgifera (Gassmann, 
2012; Andow et al, 2016; Jakka et al, 2016), O. nubilalis (Siegfried et al, 2013), H. armigera 
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(Downes & Mahon, 2012 a,b), H. Zea (Dively et al, 2016; Pan et al, 2016) e S. frugiperda 
(Santos-Maya et al, 2015; Omoto et al, 2015; Horikoshi et al, 2016). Assim sendo, a tecnologia 
do RNAi é uma estratégia alternativa que vem sendo estudada e aplicada para controlar 

insetos-praga, pensando no aparecimento de resistência a longo prazo. 
O potencial uso de RNAi como técnica de manejo de pragas precisa ser avaliada com 

muito cuidado, sendo crucial melhor compreender os componentes chave de sua via. Apesar 

de existirem muitos estudos promissores de plantas transgênicas expressando dsRNA 
inseticida (Mao et al, 2007; Zhang et al, 2015; Bally et al, 2016), o mecanismo molecular do 
RNAi sistêmico e da internalização de dsRNA não são muito bem conhecidos em insetos 

(Swevers et al, 2013). Alguns insetos são menos sensíveis à ingestão de dsRNA que outros 
(Baum et al, 2007; Christiaens et al, 2014; Shukla et al, 2016) e essa falta de sensitividade é 
devido à presença de enzimas capazes de degradar nucleotídeos no suco gástrico de alguns 

insetos, baixa internalização de dsRNA pelas células do intestino e tamanho do dsRNA 
(Bolognesi et al, 2012; Katoch e Thakur, 2013; Miller et al, 2012). Assim sendo, o intestino do 
inseto é uma importante barreira para a entrega eficaz de dsRNA (Price & Gatehouse, 2008; 

Katoch e Thakur, 2012), sendo de extrema importância melhor compreender esse mecanismo. 
Além disso, a produção de uma planta GM que expresse dsRNA inseticida demanda tempo 
maior até que seja aprovada e liberada para comercialização. Uma alternativa à produção de 

plantas GM é usar o dsRNA como inseticida, na forma de spray. Apesar do potencial, deve-se 
considerar que o dsRNA pode ser degradado no meio ambiente, que é rico em nucleases, além 
do ambiente hostil que é o lúmen do intestino dos insetos. A fim de contornar essa degradação, 

o dsRNA pode ser encapsulado por partículas de quitosana (Zhang et al, 2010; Koch et al, 
2016; Li et al, 2016; Wang & Jin, 2017).  
 Estudos realizados envolvendo terapia gênica demostraram que nanopartículas de 

quitosana são capazes de realizar a entrega de siRNAs às células, causando significativo 
silenciamento gênico (Gharehdaghi et al, 2014; He et al, 2015). Extrapolando para o controle 
de insetos-praga, pode-se usar a mesma estratégia. Neste contexto, este estudo permite o 

desenvolvimento de um mecanismo carreador de dsRNA, além de ser capaz de protegê-lo. Os 
resultados mostraram a eficiência das nanopartículas de quitosana e dsRNA em controlar o 
bicudo-do-algodoeiro por RNAi. Um estudo parecido foi realizado com A. gambiae, mostrando 

o potencial de aplicação de quitosana para controle de insetos como um método não invasivo, 
como é o caso da microinjeção de dsRNA, e eficiente (Zhang e tal, 2010). Outros estudos 
mostrando resultados similares e promissores também foram realizados com A. aegypti e A. 

gambiae (Das et al, 2015; Zhang et al, 2015). Entretanto, até o presente momento, não há 
estudos que relacionam o uso de nanopartícula de quitosana a coleópteros. Além disso, a 
quitosana promove o aumento do crescimento da planta, além de proteger contra a ação de 

diversos microrganismos (Nge et al, 2006; Jose et al, 2012), podendo ser utilizada também 
para a liberação controlada de fertilizantes (Chauhan et al, 2016; Perez & François, 2016). 
 Pode-se inferir que as nanopartículas de quitosana, além de protegerem o dsRNA da 

degradação de nucleases presentes no ambiente e no intestino do inseto, também facilitam a 
entrada do dsRNA nas células intestinais dos insetos, pela via de endocitose. Após a ruptura do 
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endosomo, a nanopartícula é capaz de liberar o dsRNA no citoplasma da célula (Nogueira et al, 
2015). As nanopartículas podem ser usadas no campo, na forma de spray (Koch et al, 2016; 
Wang & Jin, 2017), dispensando a produção de plantas transgênicas que produzam dsRNA 

inseticida. Na mesma perspectiva pode-se extrapolar esses dados e utilizar quitosana para 
encapsular toxinas Cry, por exemplo.  
 

Figura 
1 5 . 

Hipótese de internalização celular da nanopartícula de CS:dsRNA:surfactante. Nanopartículas de carga positiva 
interagem com os proteoglicanos da membrana celular e são internalizadas pela célula, por endocitose. O endossomo 
sofre acidificação, mudando de pH e o conteúdo do endossomo é liberado no citosol, causando o silenciamento gênico 
do gene-alvo. 

7.Perspectivas 
Este estudo ainda tem como perspectiva mostrar se as nanopartículas de quitosana 

são internalizadas pelas células do intestino do bicudo-do-algodoeiro, por meio de endocitose, 
em estudos de microscopia confocal, além de mostrar o potencial de aplicação das 

nanopartículas em nível de campo, testando em folhas de algodão, seguida da alimentação 
pelo inseto-alvo. Outros tipos de formulação de nanopartícula estão sendo avaliadas contra A. 
grandis e outros insetos, incluindo S. frugiperda e H. armigera, tanto para uso tópico como por 

dieta artificial.  
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Capítulo III - Validação do complexo ribonucleoprotéico PTD-DRBD:dsRNA no bicudo-do-
algodoeiro 

1.Introdução 
 É descrito na literatura que o CPP TAT (transativador da transcrição) - RKKRRQRRR - 
ou PTD (domínio de transdução), proveniente do vírus da imunodeficiência humana (HIV), 

possui a capacidade de entregar macromoléculas às células, atravessando sua membrana 
(Baoum et al, 2012; Kawabata et al, 2012; Alhakamy & Berkland, 2013; Dinca et al, 2016; 
Ishiguro et al, 2017). O PTD foi usado para entregar diversos tipos de macromoléculas, 

incluindo peptídeos (Chu et al, 2017), nanopartículas de ouro (Huang et al, 2016; Wang et al, 
2017) e de ferro (Zhao et al, 2016), hormônio (Zhou et al, 2016) e siRNAs (Eguchi et al, 2009; 
Eguchi et al, 2010; Ishiguro et al, 2017). Entretanto, a conjugação direta de PTD a siRNAs 

causa a precipitação das moléculas, resultando em baixo rendimento da entrega do siRNA à 
célula e em alta citotoxicidade (Eguchi & Dowdy, 2010). Alguns estudos mostram que 
modificações estruturais no peptídeo PTD podem melhorar a sua penetração nas células e sua 

entrega de macromoléculas (Eguchi et al, 2009; Bahadoran et al, 2016; Bivalkar-Mehla et al, 
2016; Ishiguro et al, 2017).  
 Não se sabe ao certo como o PTD é internalizado pelas células, mas o modelo mais 

aceito é que seja por endocitose. Os resíduos de arginina carregados positivamente são 
responsáveis por interações eletrostáticas na superfície da célula com os lipídeos carregados 
negativamente. Após se ligar na superfície celular, o PTD é internalizado pela célula, formando 

endossomos. Após a internalização por endocitose, o PTD precisa ser capaz de escapar do 
endossomo para que a molécula seja liberada no citoplasma da célula ou no núcleo (Gump & 
Dowdy, 2007; Zhang et al, 2012; Zhang et al, 2015c; Zou et al, 2016).  

 Eguchi et al (2009) geravam um peptídeo fusogênico PTD-DRBD, em que DRBD é um 
domínio de ligação a dsRNA proveniente da proteína kinase PKR. A PKR é um agente de 
resposta anti viral induzido por interferon que sofre dimerização e autofosforilação na presença 

de dsRNA (Bevilacqua & Cech, 1996). O domínio DRBD mascara a carga negativa do dsRNA, 
permitindo que o PTD faça a entrega eficiente do siRNA à célula (Eguchi & Dowdy, 2010). No 
presente estudo, PTD-DRBD foi capaz de entregar siRNAs às células, causando silenciamento 

gênico do gene-alvo de maneira eficiente e sem toxicidade. Como PTD-DRBD se liga ao 
dsRNA de maneira inespecífica, este é capaz de entregar qualquer dsRNA às células de 
interesse (Eguchi et al, 2009; Eguchi & Dowdy, 2010). Ainda, Zhou et al (2016) produziu plantas 

transgênicas que expressam PTD complexado ao hormônio de diapausa e administrou ao 
inseto-praga, H. armigera. Os resultados mostraram que houve aumento da estabilidade do 
hormônio, sendo uma maneira eficiente e de menor custo de controlar o inseto-praga alvo, 

quando comparada à síntese química do peptídeo.   
 Nessa perspectiva, a estratégia de usar moléculas de PTD-DRBD (Eguchi et al, 2009) 
pode ser aplicada biotecnologicamente contribuindo para a proteção de moléculas dsRNA 

contra degradação e sua entrega às células do inseto.  
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Estudos com plantas GM que expressam dsRNA contra insetos-praga estão sendo 
bastante estudadas (Baum et al, 2009; Zhang et al, 2015; Meng et al, 2017; Niu et al, 2017). 
Apesar de seu potencial, essa estratégia também possui algumas limitações, que incluem a 

sensibilidade do dsRNA a nucleases, presentes no intestino do inseto alvo (Garcia et al, 2017) 
e a baixa penetração do dsRNA pela membrana celular (Bolognesi et al, 2012). Proteínas 
quiméricas podem ser produzidas em plantas, visando o transporte de moléculas, incluindo 

dsRNA (Zhou et al, 2016). O foco deste capitulo contribui para os estudos envolvendo a 
proteína quimérica PTD-DRBD, complexada ao dsRNA, formando uma ribonucleoproteína, 
aplicada ao controle do bicudo-do-algodoeiro. Os dados mostraram que a proteína é capaz de 

proteger o dsRNA contra a degradação de nucleases presentes no intestino do inseto, assim 
como ser internalizada pelas células do intestino, causando significativo silenciamento gênico 
do gene-alvo duas vezes maior, quando comparada ao dsRNA sem proteção. Atrelar a 

produção desta proteína e de dsRNA inseticida por uma planta GM poderá contribuir para a 
melhoria da eficiência do dsRNA contra insetos-praga, representando, assim, uma estatégia 
molecular que poderá ser aplicada com finalidade de geração de produtos biotecnológicos. 

2.Objetivo geral 
 O estudo tem como objetivo avaliar se o peptídeo fusogênico PTD-DRBD é capaz de 

entregar moléculas de dsRNAs às células do intestino do bicudo-do-algodoeiro, causando 
silenciamento gênico, além de proteger o dsRNA contra degradação de nucleases intestinais.  

3.Objetivos específicos 
• Produzir o complexo PTD-DRBD:dsRNA in vitro 
• Validar a eficiência do complexo PTD-DRBD:dsRNA in vitro 
• Validar a eficiência do complexo PTD-DRBD:dsRNA pela alimentação do bicudo-do-

algodoeiro 

4.Metodologia 

4.1. Criação de bicudo-do-algodoeiro 

Os insetos foram criados nos mesmos parâmetros de item 4.1. do Capítulo I. 

4.2. Coleta do intestino médio do bicudo-do-algodoeiro, preparação das células em suspensão 

e coleta do homogenato intestinal 
Insetos adultos foram colocados no gelo por 15 minutos, para imobilização. Após os 15 

minutos, os élitros foram removidos e o inseto foi colocado em tampão fosfato pH 5.5 

(Na2HPO2/KH2PO4 10 mM, KCl 2.7 mM e NaCl 137 mM) numa placa de Petri. Em seguida, a 
boca do inseto foi cortada e a cabeça foi separada cuidadosamente para expor o trato 
digestivo, até que ficasse completamente exposto. O intestino médio anterior (IMA) foi 

separado do restante do intestino do inseto por um corte longitudinal e lavado com tampão 
fosfato para eliminar o homogenato intestinal. O tecido foi transferido para um tubo Eppendorf 
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contendo tampão fosfato pH 5.5 e submetido aos experimentos. As células em suspensão do 
bicudo-do-algodoeiro foram obtidas deixando o tecido previamente coletado em agitação (100 
rpm) em tampão fosfato pH 5.5 por aproximadamente 30 minutos, a temperatura ambiente. 

Para coletar o homogenato intestinal, foram usados os mesmos parâmetros de 4.2. 

4.3. Clonagem molecular 

Plasmídeos pUC57Kan contendo as sequências referentes a PTD-eGFP e PTD-DRBD 
foram sintetizados pela empresa Epoch Biolabs Inc (EUA). O plasmídeo pUC57Kan-PTD-eGFP 
foi digerido com a enzima de restrição NcoI (New England Biolabs) para gerar o plasmídeo 

pUC57Kan-eGFP. As construções foram clonadas no vetor pDEST24 (Invitrogen), usando a 
tecnologia de clonagem Gateway (Invitrogen), de acordo com as instruções do fabricante. Os 
fragmentos de PTD-eGFP e PTD-DRBD foram amplificados por PCR utilizando Taq Platinum 

Polymerase (Invitrogen) com primers FXGWAttB1-S FWe FXGWAttB1-AS 351 RV (Tabela 2). 
Cada construção foi inserida no vetor pDONR221 (Invitrogen), seguindo a reação BP-clonase, 
e no plasmídeo pDEST2,4 seguindo a reação LR. 

4.4. Expressão e purificação das proteínas 
Células de Escherichia coli da cepa BL21 (DE3) Codon Plus (RIL) da Novagen foram 

usadas para expressar as proteínas PTD-DRBD, PTD-eGFP e eGFP. As bactérias foram 
inoculadas em 600 mL de meio LB, em frascos de 2 L, e ficaram em agitação a 200 rpm, a 
37°C. Quando a OD atingiu um valor entre 0.7 e 0.9, a expressão das proteínas foi induzida 

com 0.4 mM de IPTG por 16 a 18 horas. As células foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 
rpm, a 4°C e resuspendidas em tampão A (TrisHCl 50 mM pH 7.6, NaCl 0.5M) num volume final 
30 vezes menor que o volume inicial da cultura. As células foram congeladas em nitrogênio 

líquido e armazenadas a -80°C.  
A extração foi sonicada três vezes em gelo, utilizando sonicador (Branson Digital) com 

a ponta cônica de 1/8" (20 % de amplitude, por 30" e intervalo de 20"). O extrato proteico foi 

centrifugado a 14000 rpm a 4°C e o sobrenadante foi filtrado em uma membrana de 0.45 µm 
de PVDF (Millipore). Todos os passos da purificação foram realizados em cromatografia líquida 
(FPLC) fast protein (AKTA pure 25L, GE Healthcare Life Sciences). O extrato proteico foi 

carregado numa coluna HisTrap FF 1 mL, pré equilibrada com tampão A e 5 % do tampão B 
(tampão A + imodazol 0.5 M). A coluna foi lavada com tampão A e a proteína recombinante foi 
eluída seguindo um gradiente linear do tampão B (5 - 100% por 30 CV - volume da coluna). As 

proteínas recombinantes foram carregadas diretamente numa coluna HisTrap FF SP 1 mL (GE 
Healthcare Life Sciences) pré equilibradas com tampão A. A eluição foi realizada com tampão C 
(tampão A + NaCl 2M), seguindo um gradiente não linear (40 % 3 CV, 50% 3 CV, 100% 3 CV). 

A última purificação consistiu de uma troca de tampões para PCS pH 7.4 (Na2HPO4 10 mM, 
KH2PO4 1.8 mM, KCl 2.7 mM, NaCl 137 mM), utilizando uma coluna de dessalinização de 5 mL 
(GE Healthcare Life Sciences). A proteína recombinante eGFP foi purificada seguindo a mesma 

metodologia, com exceção na parte de troca de íons, em que o gradiente de eluição foi linear 
parando em 50% do tampão C em 30 CV. A concentração das proteínas recombinantes foi 
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avaliada baseada na absorbância de luz UV e as proteínas foram aliquotadas, congeladas em 
nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C. 

4.5. EMSA (electrophoretic mobility shift assay) 
Os dsRNAs utilizados nos experimentos foram adquiridos da empresa Genolutions 

Pharmaceuticals Inc. O EMSA foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Hellman & 

Fried (2007). As proteínas recombinantes (PTD-DRBD, PTD-eGFP eeGFP), armazenadas a 
-80°C, foram incubadas no gelo por uma hora, antes dos experimentos serem realizados. Os 
dsRNAs e as proteínas recombinantes foram diluídos nas concentrações desejadas em um 

tampão de ligação (Tris-acetato 50 mM pH 7.4, EDTA 5 mM, DTT 1 mM, BSA 0.1 mg/mL, 
glicerol 10%, NP-40 0.015% e NaCl 0.2 M). A reação foi misturada gentilmente e incubada em 
gelo por 20 minutos. Foi adicionado à reação glicerol 5% e a análise foi feita em um gel de 

acrilamida:bis-acrilamida 5% (75:1) em tampão TAE 1X. A eletroforese foi realizada a voltagem 
constante de 3.5 V/cm por 15 minutos e 7 V/cm por 30 minutos. O gel foi corado com brometo 
de etídio por 10 minutos antes da detecção da fluorescência. 

4.6. Degradação do dsRNA por nucleases 
A benzonase (25KU, Novagen 71206-3) foi diluída em PBS pH 7.4 para obter 

concentrações entre 25 U e 0.65 U. As concentrações de PTD-DRBD e dsRNA foram de 3.5 
µM e 0.4 µM, respectivamente. O complexo foi incubado com benzonase por 20 minutos à 
temperatura ambiente e a reação foi parada com tampão stop-and-load 3X. O resultado foi 

analisado em gel de agarose 1%. Para o ensaio com homogenato intestinal do bicudo-do-
algodoeiro, o complexo PTD-DRBD:dsRNA (3.5 µM e 0.2 µM, respectivamente) foi incubado 
com 5.5 µg de homogenato intestinal, numa reação final de 220 µL em tampão Tris pH 6.5. Em 

20 minutos de reação amostras de 20 µL foram retiradas, foi adicionado tampão stop-and-load 
3X e as amostras foram congeladas em nitrogênio líquido. As amostras foram analisadas em 
gel de agarose 1%.  

4.7. Microscopia confocal 
Os ensaios foram realizados num microscópio confocal Leica SP8 utilizando objetivas 

de 20X (HCX PL APO CS 20x/NA 0.70 DRY) e 100X (HCX PL FLUOTAR 100x/NA 1.30 OIL). O 
dsRNA foi conjugado ao fluoróforo Cy3 (Mono-Reactive Dye pack Amersham, GE Healthcare), 
de acordo com as instruções do fabricante. Os fluoróforos DAPI e FM4-64 foram usados para 

corar núcleo e membrana, respectivamente. 

4.8. Administração do complexo PTD-DRBD:dsRNA-AgraChSII na dieta do bicudo-do-

algodoeiro 
Insetos adultos ficaram em jejum por 48 horas e depois desse período foram 

alimentados com complexo PTD-DRBD:dsRNA (7µM e 500ng, respectivamente) diluídos em 

solução de sacarose 5%. Após 48 horas, os insetos foram coletados e congelados em 
nitrogênio líquido. Para extração de RNA total, os insetos coletados foram pulverizados em 
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nitrogênio líquido e a extração foi realizada com TRIzol (Invitrogen), de acordo com o 
fabricante. A síntese de cDNA foi realizada com o kit MMLV (Invitrogen) e o primer 
NVdT30(Tabela 2), de acordo com o fabricante.  

4.9. Análise da expressão gênica de AgraChSII por RT-qPCR 
O experimento foi realizado nos mesmos parâmetros de 4.6. do capítulo II. 

5.Resultados 

5.1. Formação do complexo PTD-DRBD:dsRNA 
Sabe-se que as células do intestino de coleópteros são capazes de internalizar apenas 

dsRNAs longos, entre 60 e 200 nucleotídeos (Bolognesi et al, 2012). Contudo, o complexo 

PTD-DRBD:dsRNA foi apenas validado com pequenos RNAs, visando terapia gênica (Eguchi 
et al, 2009; Eguchi et al, 2010). Foi feito um ensaio EMSA (electrophoretic shift mobility assay) 
para determinar se PTD-DRBD é capaz de se ligar a longos dsRNAs, visando o controle de 

insetos-praga, mais especificamente, do coleóptero bicudo-do-algodoeiro. O ensaio foi 
realizado usando PTD-DRBD purificado de E. coli e dsRNA de aproximadamente 150 e 200 
pares de base (Figura 16). O complexo proteína-dsRNA diminuiu na medida em que a 

concentração de PTD-DRBD aumentou. O mesmo resultado foi obtido tanto para o dsRNA de 
150 pares de base, quanto para o de 200 pares de base, indicando que PTD-DRBD não é 
sequência específico. Foi observado que em baixas razões molares, de aproximadamente 3:1, 

o complexo ficou retido no poço, sugerindo que PTD-DRBD pode se ligar a mais de uma 
molécula de dsRNA. Estudos anteriores mostraram que as cargas positivas do PTD podem 
fazer com que este forme agregados, também se ligando a moléculas de dsRNA, e precipite 

(Eguchi & Dowdy, 2010). A fim de determinar o efeito do PTD na ligação do complexo PTD-
DRBD ao dsRNA, foi realizado um EMSA com a proteína recombinante PTD-eGFP e com a 
proteína eGFP, que não se liga a dsRNA. O ensaio foi realizado nos mesmos parâmetros 

utilizados para PTD-DRBD. A ligação de PTD-eGFP ao dsRNA apareceu como um leve borrão 
e não foi detectada ligação alguma de eGFP ao dsRNA. Esses dados indicam que DRBD é o 
principal agente a se ligar ao dsRNA, mas que PTD também contribui para essa ligação e 

formação do complexo. Assim sendo, os resultados indicam que PTD-DRBD se liga a longos 
dsRNAs, de maneira dose dependente e sequência inespecífica.  
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Figura 16. Análise da degradação do dsRNA em complexo com diferentes proteínas recombinantes. O EMSA foi 
realizado com diferentes concentrações de dsRNA/proteína (eGFP, PTD-eGFP e PTD-DRBD). A concentração do 
dsRNA foi constante (200 ng), enquanto a concentração de proteínas variou de 25 nM a 225 nM. 

5.2. Estabilidade do complexo PTD-DRBD:dsRNA 
O complexo PTD-DRBD:dsRNA precisa ser estável, uma vez que este será exposto a 

nucleases presentes no intestino do bicudo-do-algodoeiro. Assim sendo, especula-se que PTD-

DRBD seja capaz de proteger o dsRNA da degradação de nucleases intestinais. Sabe-se que o 
bicudo-do-algodoeiro possui nucleases presentes em seu conteúdo intestinal (Garcia et al, 
2017) e que RNAi não funciona por ingestão (Baum et al, 2007). Para testar a capacidade de 

proteção do PTD-DRBD ao dsRNA contra a ação de nucleases, o complexo foi incubado com 
benzonase, uma nuclease que possui similaridades com as nucleases encontradas no intestino 

do bicudo-do-algodoeiro. Em concentrações maiores de benzonase, o dsRNA só permaneceu 
intacto na presença de PTD-DRBD, mostrando que o peptídeo é capaz de proteger o dsRNA 
de ser degradado. Posteriormente, o complexo PTD-DRBD foi incubado com homogenato 
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intestinal do bicudo-do-algodoeiro e a degradação do dsRNA foi acompanhada ao longo de 20 
minutos. Sem a presença de PTD-DRBD, observa-se a degradação do dsRNA, com um sinal 
muito fraco após 20 minutos. O sinal do dsRNA pode ser detectado após 20 minutos na 

presença de PTD-DRBD, apesar de o sinal ser fraco. Esses dados indicam que PTD-DRBD é 
capaz de diminuir a atividade nucleásica do homogenato intestinal do bicudo-do-algodoeiro. 
(Figura 17).  
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Figura 17. Degradação de dsRNA mediado por nucleases. O dsRNA foi incubado com benzonase, com diluição de 
1 a 1:40 (A), sem e com PTD-DRBD (painel de cima e de baixo, respectivamente). O dsRNA também foi incubado com 
homogenato intestinal do bicudo-do-algodoeiro (B), sem e com PTD-DRBD (painel de cima e de baixo, 
respectivamente). 

5.3. Entrega intracelular realizada por PTD 

A habilidade do PTD de fazer entregas intracelulares foi avaliada por microscopia 
confocal. Os experimentos foram realizados com o intestino médio do bicudo-do-algodoeiro 
dissecado e células em suspensão, tratados com DAPI e FM4-64 e os respectivos tratamentos. 

Primeiramente, o intestino do inseto foi tratado com eGFP, em que se pôde observar uma 
difusão no meio. No tratamento com PTD-eGFP pôde-se observar uma camada se formando 
ao redor da superfície celular e um padrão pontuado. Dentro da célula, o complexo PTD-eGFP 

ficou colocalizado com vesículas de tamanho aproximado de 5 µm. O próximo passo foi avaliar 
como a célula se comportaria na presença de PTD, a fim de estabelecer o tempo necessário 
para sua internalização pela célula. Para tal, PTD-eGFP foi adicionado às células em 

suspensão do intestino do bicudo-do-algodoeiro. Após dois minutos do tratamento (tempo 
necessário para ajustar os parâmetros do microscópio), foi possível identificar PTD-eGFP 
aglomerado na superfície celular e em colocalização com vesículas dentro da célula (Figura 

18).  
A fim de avaliar a internalização do complexo PTD-DRBD:dsRNA, o intestino médio do 

bicudo-do-algodoeiro foi incubado com o complexo PTD-DRBD:dsRNA-Cy3 e com dsRNA-Cy3, 

como controle. No tratamento controle, dsRNA-Cy3 foi detectado no citoplasma com sinal 
difuso e no núcleo, colocalizado com DAPI. No tratamento com PTD-DRBD:dsRNA-Cy3 pôde-
se observar partículas concentradas na superfície da membrana celular, criando uma camada 

de 0.5 a 2.0 µm. As partículas se associaram a extensões da membrana celular e vesículas, 
como observado com PTD-eGFP. Esses dados sugerem que PTD-DRBD é capaz de 
internalizar dsRNA em células do intestino do bicudo-do-algodoeiro, via endocitose (Figura 19). 
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Figura 18. Intestino médio anterior do bicudo-do-algodoeiro e células em suspensão Sf9 tratadas com PTD-
eGFP. O IMA do bicudo-do-algodoeiro foi tratado com o marcador fluorescente FM4-64 (vermelho) e incubado com 
PTD-eGFP e eGFP. (A)  Pode-se observar a formação de uma camada de PTD-eGFP na superfície da membrana 
celular (1), colocalização de PTD-eGFP com FM4-64 (2) e endovesícula (3). (B) Pode-se observar uma modificação na 
membrana plasmática (1) e colocalização de PTD-eGFP com uma endovesícula (2). (C) Células em suspensão Sf9 
foram tratadas com PTD-eGFP, em que as flechas indicam pequenas endovesículas em colocalização com PTD-eGFP. 
OL: overlay (sobreposição), FP: fluorescent protein (proteína fluorescente), Vis: luz visível. 
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Figura 19. Internalização do complexo PTD-DRBD:dsRNA pelas células do intestino do bicudo-do-algodoeiro. O 
IMA do bicudo-do-algodoeiro foi previamente tratado com os marcadores fluorescentes FM4-64 (vermelho) e DAPI 
(azul) antes de ser tratado com o complexo PTD-eGFP:dsRNA-Cy3. Pode-se observar a presença de dsRNA no núcleo 
(1), em colocalização com extensões da membrana celular (2) e em endovesículas (3). DAPI: corante azul para o 
núcleo, Cy3: proteína fluorescente em verde, OL: overlay (sobreposição), Vis-DIC: luz visível por interferência 
diferencial de contraste. 

5.4. Administração oral do complexo PTD-DRBD:dsRNA ao bicudo-do-algodoeiro 
Foi observado que PTD-DRBD é capaz de contribuir positivamente para a entrega do 

dsRNA às células intestinais do bicudo-do-algodoeiro in vitro. Posteriormente, foi avaliado o 

comportamento do complexo in vivo e se este era capaz de causar melhoria no silenciamento 
gênico no inseto. Para esses experimentos, foi utilizado um dsRNA de aproximadamente 200 
pares de base para o gene quitina sintase II do bicudo-do-algodoeiro (AgraChSII), que foi 

validado anteriormente pelo grupo de Interação Molecular Planta-Praga da Embrapa Cenargen 
(Macedo et al, 2017). Insetos adultos foram deixados sem alimentação por 48 horas e, em 
seguida, alimentados com o complexo PTD-DRBD:dsRNA, numa solução de sacarose 5%. O 
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nível da expressão dos transcritos referentes à AgraChSII foi avaliado por RT-qPCR após 48 
horas de alimentação. A expressão de AgraChSII foi aproximadamente 1.5 vezes menor que os 
controles (sacarose 5% e PTD-DRBD). Já a administração do complexo PTD-DRBD:dsRNA 

levou à expressão de AgraChSII seis vezes menor, quando comparado aos controles. Esse 
dado sugere que o dsRNA em complexo com PTD-DRBD aumenta o silenciamento gênico no 
bicudo-do-algodoeiro (Figura 20).  

 

Figura 20. Expressão relativa do gene AgraChSII do bicudo-do-algodoeiro adulto por RT-qPCR após a ingestão 
do complexo PTD-DRBD:dsRNA. O complexo PTD-DRBD:dsRNA foi administrado ao bicudo-do-algodoeiro via oral e 
a análise foi realizada dois dias após o tratamento. O experimento foi realizado em triplicata biológica e triplicata 
técnica. Os genes β-actina e β-tubulina foram utilizados como genes de referência. 

6.Discussão e Conclusão 
Um dos maiores desafios associados ao RNAi aplicado ao controle de insetos-praga é 

a estabilidade do dsRNA no intestino do inseto, que é um ambiente rico em nucleases (Wynant 
et al, 2014; Garcia et al, 2017). No estudo aqui apresentado foi mostrado que o CPP PTD 

fusionado a um domínio de ligação a dsRNA (DRBD) é capaz de contribuir para a melhoria da 
entrega de dsRNA às células  do inseto alvo, por via oral, além de melhorar sua estabilidade no 
ambiente hostil que é o lúmen intestinal do inseto, aumentando sua estabilidade.  

 Estudos anteriores, principalmente relacionados à terapia gênica, mostraram que o 
CPP PTD modificado ou fusionado a outros peptídeos é capaz de entregar biomoléculas às 
células, como, por exemplo: nanopartículas de SiO2@Fe3O4 (Zhao et al, 2016) e de ouro 

(Wang et al, 2017), peptídeos (Chu et al, 2017), DNA (Bahadoran et la, 2016) e siRNAs (Eguchi 
& Dowdy, 2010). Dados recentes do estudo de PTD em insetos de Zhou et al (2016) mostraram 
que o PTD ligado ao hormônio da diapausa de H. armigera, e administrado ao inseto via oral, é 

capaz de persistir no intestino do inseto sem sofrer degradação, inibindo o crescimento da 
larva.  
 Os resultados do presente estudo mostraram que as células do intestino do bicudo-do-

algodoeiro são capazes de internalizar PTD, num espaço de tempo muito curto, num 
mecanismo que parece ser endocitose ou macropinocitose. Alguns modelos sobre como PTD é 
internalizado pelas células foram propostos e o mais aceito é pelo mecanismo de 
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macropinocitose (Gump & Dowdy, 2007). Devido à alta carga positiva do PTD, ocorrem 
interações eletrostáticas com organelas de carga negativa da superfície da membrana celular 
(Figura 21), como lipídeos, fosfolipídeos e proteoglicanos (Erazo-Oliveras et al, 2012; Zhang et 

al, 2012; Kim et al, 2014). O mecanismo de endocitose gera endossomos com diâmetro abaixo 
de 0.2 µm, enquanto macropinocitose gera vesículas com tamanhos variando de 5 a 10 µm. 
Nossos resultados mostraram vesículas de 600 nm a 2 µm, sugerindo que PTD-DRBD pode 

estimular o processo de macropinocitose em células do intestino do bicudo.  

!  
Figura 21. Modelo do mecanismo de entrega oral do dsRNA complexado ao PTD-DRBD ao bicudo-do-
algodoeiro. No intestino médio posterior (IMP), o dsRNA é protegido pelo PTD-DRBD, o que limita sua degradação 

pelas nucleases produzidas no intestino. PTD estimula a endocitose na membrana celular, formando endossomos, 
permitindo que a ribonucleoproteína dsRNA:PTD-DRBD seja endocitada. A maturação do endossomo leva á sua 
acidificação, o que ativa o peptídeo fusogênico. A liberação do dsRNA no citoplasma desencadeia o silenciamento 

gênico pós transcricional (SGPT) do gene de interesse (GOI) de maneira sequência-específica (Gillet et al, 2017). 

 Assim como PTD, existem outros CPPs ricos em arginina que podem ser estudados 
para entrega de biomoléculas, como dsRNAs. Alguns exemplos são: ATF (fator de transcrição 
de antenapedia de Drosophila) e M918 (derivado do supressor de tumor p14ARF) (Chugh et al, 

2010; Li et al, 2015). Na mesma perspectiva, existem supressores virais de silenciamento 
(VSRs - viral silencing suppressor) que atuam como DRBDs, ligando-se a dsRNAs de 
diferentes maneiras, proporcionando novas perspectivas para sua proteção. O VSR mais 

estudado é o P19, proveniente de tombusvirus, que se liga a siRNAs de 21 nucleotídeos (Law 
et al, 2013; Kontra et al, 2016). Alguns trabalhos mostram que a proteína pode ser melhorada 
com fins biotecnológicos, aumentando sua afinidade por siRNAs (Cheng et al, 2011; Danielson 

et al, 2013). Diferentemente de P19, os VSRs 2B e B2, provenientes de Tomato aspermy virus 
e Flock house virus, respectivamente, se ligam tanto a siRNAs quanto a dsRNAs longos (Qi et 
al, 2011; Seo et al, 2012; Choi et al, 2014; Park et al, 2014). Sendo assim, existe uma vasta 
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gama de possibilidades e combinações de CPPs e DRBDs que podem ser utilizadas para a 
proteção do dsRNA para uso em biotecnologia, seja na agricultura ou em terapia gênica.  
 Além de ser capaz de fazer a entrega intracelular de dsRNA, o peptídeo fusogênico 

PTD-DRBD é capaz de liberar o dsRNA, a fim de que este atue na maquinaria do RNAi, 
promovendo o silenciamento gênico. Pode-se pensar na possibilidade de gerar plantas 
transgênicas que expressem PTD-DRBD como ferramenta molecular, visando melhorar a 

entrega e a proteção do dsRNA no controle de insetos-praga.  
 Estudos do presente projeto geraram uma prova de conceito, contribuindo para que 
PTD-DRBD possa ser utilizado no controle do bicudo-do-algodoeiro, uma vez que melhora a 

entrega de dsRNA e sua estabilidade no ambiente intestinal do inseto, promovendo significativo 
silenciamento gênico do gene-alvo. Os dados gerados abriram portas para se pensar no 
desenvolvimento de novos e melhores peptídeos fusogênicos para o mesmo fim. 

7.Perspectivas 
Em futuros estudos tem-se  como uma das perspectivas  de validar a produção de 

PTD-DRBD em plantas de tabaco, por transformação estável, via Agrobacterium tumefaciens, 
e avaliar se a proteína não causará nenhuma alteração fisiológica ou anatômica nas plantas 
transformadas.  
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