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RESUMO

OLIVEIRA, J. V. A., M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2023. Desenho racional
de peptideos inibidores como biopesticidas para anticarsia gemmatalis e spodoptera
frugiperda. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadores: Neilier Rodrigues
da Silva-Junior e Yaremis Beatriz Merifio-Cabrera.

A soja (Glicine max L.) é uma das espécies horticolas mais importantes do mundo e um dos
principais produtos agricolas de exportacdo do Brasil. A producdo de soja é prejudicada pela
predacdo por artropodes-praga como a Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda, pragas
normalmente controladas com o uso de pesticidas quimicos. Esses pesticidas muitas vezes séo
danosos ao solo, corpos hidricos e biodiversidade da &rea ao redor da aplicacdo podendo causar
danos sérios a saude e ao ambiente e, portanto, estdo sendo exploradas alternativas menos
nocivas de controle de pragas. O uso de peptideos com acdo inseticida € uma das alternativas
propostas e a pro-regido de zimogénio tem potencial para a criacdo de inibidores eficazes e
especificos. Tripsinas de A. gemmatalis e S. frugiperda foram modeladas e validadas junto de
tripsina de Bos taurus e Homo sapiens para predicdo de interacdo com inibidores conhecidos e
patenteados. A constante de inibi¢do (Ki) calculada foi comparada com o Ki experimental
registrado na literatura. A partir disso peptideos de tamanhos variando de 5 a 10 aminoacidos
foram desenhados a partir da pro-regido de zimogénio de A. gemmatalis e submetidos as
analises de docking para identificacdo de possiveis inibidores eficazes para controle de insetos-
herbivoros. Os peptideos apresentaram energia de ligacdo e Ki comparaveis a outros inibidores
conhecidos e mostraram preferéncia por se ligar na regido de sitio ativo e sitio de ligacdo das
enzimas. Com isso, conclui-se que sao possiveis inibidores com baixa toxicidade para o meio

ambiente e com grande potencial para uso comercial na agricultura.

Palavras-chave: Inibidores. Bioinformética. Interacdo inseto-planta.



ABSTRACT

OLIVEIRA, J. V. A., M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2023. Rational design of
inhibitors obtained from zymogen sequences to be used in biopesticide formulations
of Anticarsia gemmatalis and Spodoptera frugiperda. Adviser: Maria Goreti de Almeida
Oliveira. Co-advisers: Neilier Rodrigues da Silva-Janior and Yaremis Beatriz Merifio-Cabrera.

Soybean (Glicine max L.) is one of the main crops and exportation products grown in Brazil.
Soybean production is hampered by infestation with plagues such as Anticarsia gemmatalis and
Spodoptera frugiperda, insects commonly controled by the use of chemical pesticides. These
pesticides are often harmful to close by soil, bodies of water and biodiversity, possibly
damaging the environment and population. Therefore, less harful alternatives in pest control
are being explored. The use of peptides with pesticide activity is one of the proposed
alternatives and the pro-region of zimogen has potential for the creation of effective and specific
inhibitors. We obtained trypsin sequences from Anticarsia gemmatalis and Spodoptera
frugiperda and modelled and validated along with trypsin from Bos taurus and Homo sapiens
for interaction prediction with known and patented inhibitors. We calculated inhibition constant
(K1) and compared to experimental Ki registered in literature. From there, we designed peptides
with sizes varying from 5 to 10 aminoacids using A. gemmatalis zimogen pro-region as
template and submited them to molecular docking analyses for identification of possible
inhibitors to control infesting insects. The peptides have shown binding energy and Ki
comparable to existing inhibitors and preference to binding with the active sites and binding
sites of the enzyme. Thus, we conclude that the designed peptides are possible inhibitors with

low toxicity to the environment and with great potential for use in agriculture.

Keywords: Inhibitors. Bioinformatics. Plant-insect interaction.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glicine max L.) € uma das espécies horticolas mais importantes do mundo, sendo
produzida mundialmente e tendo o Brasil como um dos maiores produtores e exportadores da
planta (FAOSTAT, 2020). No Brasil a exportagdo da soja em todas as suas formas gerou um
valor de US$ 60.927 bilhdes, sendo os maiores produtores os estados Mato Grosso, Parand, Rio
Grande do Sul e Goias com mais de 50% da producao total do pais (Embrapa, 2023). A soja é
utilizada na alimentacdo de humanos, sendo uma boa fonte de proteina para pessoas alérgicas
a leite e é usada na alimentacao animal como fonte de lisina e gordura (Singh et al, 2008; Willis,
2003). O ataque por insetos € um dos principais fatores que podem prejudicar a qualidade dos

grdos produzidos (Corréa-Ferreira & de Azevedo, 2002; Turnipseed & Kogan, 1976).

Os principais artropodes-herbivoros que atacam a soja s@o percevejos e lagartas. Espécies
como o0 percevejo-verde-da-soja (Nezara viridula), o percevejo-marrom-da-soja (Euchistus
eros), a lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) e a lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda) causam danos as folhas e aos grdos resultando em perdas econdmicas de qualidade
e quantidade colhida (Corréa-Ferreira & de Azevedo, 2002; Cruz et al, 1999; Ongaratto et al,
2021). O controle dessas pragas é feito principalmente por meio do uso de pesticidas quimicos.
O uso desses pesticidas pode ter efeito nocivo no solo, na 4gua, na biodiversidade do ambiente

onde ele é usado e até em humanos aos quais 0s produtos sdo destinados (Mahmood et al, 2016).

O uso de peptideos tem sido considerado como uma alternativa menos nociva no controle
de pragas em plantacdes. Peptideos pouco tdxicos com propriedades antimicrobianas e
inibidores espécie-especificos para enzimas essenciais de artropodes-praga se provam uma
forma eficaz de controle com impacto negativo reduzido no ambiente (Montesinos & Bardaji,
2008; Whetstone & Hammock, 2007). O grupo de enzimas escolhidos para inibicdo em insetos,
sdo costumeiramente enzimas digestivas, cuja inatividade e reposicdo gera baixa absor¢édo e
esgotamento de nutrientes (Hemmati et al, 2021a). Os peptideos em questdo podem ser obtidos
de outros organismos ou desenhados para inibicdo especifica de cada espécie (Gressel, 2022;
Jitonmon et al, 2012).

Técnicas modernas de bioinformatica permitem o desenho de inibidores altamente
especificos para enzimas alvo usando como base desde outros inibidores até a propria enzima-
alvo. Exemplo disso s@o os inibidores criados por Jitonmon et al (2012) e Hemmati et al
(2021a), para controle de Plutella xylostella e Spodoptera frugiperda respectivamente. Os

inibidores em questdo, ambos produzidos a partir da pro-regido de tripsinas de seus respectivos



organismos modelo, se mostraram promissores na inibicdo espécie-especifica de enzimas
digestivas. A pro-regido de enzimas digestivas € um possivel modelo para producdo de
inibidores. Ela é localizada na regido N-terminal do zimogénio, atua na inibi¢do da atividade
enzimatica e precisa ser clivada para ativacdo da enzima madura (Baker et al, 1992). Este
projeto propde a criagdo de um inibidor peptidico a partir da pro-regido de tripsinas digestivas
de Anticarsia gemmatalis e avaliar por predi¢do bioinformatica a sua eficécia.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ASOJA COMO PRODUTO DE EXPORTACAO

A soja (Glicine max L.) é uma das espécies horticolas mais importantes do mundo. O gréo
é uma grande fonte de proteina contendo todos os aminoacidos essenciais para humanos além
de prover lipideos, carboidratos, saponinas e isoflavonas que ajudam na prevencdo do cancer.
A presenca de soja na dieta ajuda no tratamento de doenca renal cronica, doenga cardiovascular,
ajuda a prevenir a diabetes tipo 2 e o cancer (O’keefe et al, 2015) e também é utilizada na
alimentacdo de animais como suplemento proteico (Singh et al, 2008). Esta horticola é
amplamente cultivada no mundo com os quatro maiores produtores sendo Brasil, Estados
Unidos, China e Argentina. Os Estados Unidos foram os maiores produtores de soja desde 1950,
porém em 2018 a producdo de soja no Brasil em toneladas ultrapassou a dos EUA (FAOSTAT,
2020; Pagano & Miransari, 2016).

No Brasil a producdo de soja é concentrada em quatro estados. O levantamento de junho de
2023 mostra que o Brasil produziu 154.566,3 milhdes de toneladas de soja. Mais de 50% dessa
producdo vem dos estados Mato Grosso (29,5%), Parana (14,4%), Rio Grande do Sul (8,4%) e
Goiéas (11,4%). No ano de 2022 a exportacdo de soja equivaleu um total de US$ 60.927 bilhdes
(Embrapa, 2023). Em 2022 a exportacdo de soja representou 27% do PIB do agronegécio
nacional e gerou 2,05 milhdes de empregos mostrando um grande aumento dos ultimos anos
(CEPEA, 2023). Um dos fatores que prejudica o cultivo da soja é o ataque de artropodes-praga.
A presenca de insetos como a lagarta-da-soja e a lagarta-do-cartucho reduzem a qualidade e
quantidade de gréaos colhidos resultando em perdas econdmicas (Cruz et al, 1999; Ongaratto et
al, 2021).

2.2. PRAGAS DA SOJA



A lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae)) é a
principal espécie causadora de desfolha em cultivos de soja, podendo causar até 100% de perda
das folhas (Merifio-Cabrera et al, 2020). E um inseto mastigador que injeta toxinas na planta
enquanto se alimenta das folhas, peciolos e haste da planta. O desfolhamento que lagarta causa
compromete o enchimento das vagens da soja devido a redugéo da area fotossintética (Moscardi
& Souza, 2002). Os danos econdmicos fazem com que o controle desse inseto seja essencial

para as lavouras (Silva, Costa & Boss, 2003).

A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)) € outra espécie de
artrépode-praga mastigador que causa grandes danos a planta. As lagartas de S. frugiperda
comecam a consumir a planta assim que eclodem de seus ovos, causando desfolha e podendo
até destrui completamente pequenas plantas em instares avancados (Cruz et al, 1999). Esse
inseto esta presente no Brasil, Argentina, norte da América do Sul, a totalidade da Ameérica
central, México e sul dos EUA, causando danos a plantac6es de todos os tipos como tomate,
batatas, cana-de-acgucar, arroz e milho (Andrews, 1980). A principal forma de controle da S.
frugiperda séo os pesticidas quimicos e seu uso indevido pode gerar danos ao meio ambiente
(Paredes-Sanches et al, 2021).

2.3. CONTROLE DAS PRAGAS DA SOJA E SEUS DANOS

A principal forma de controle dos artrépodes-praga no Brasil envolve o uso de pesticidas
quimicos (Silva et al, 2014; Paredes-Sanches et al, 2021; Guedes et al, 2012). O uso de
pesticidas quimicos gera problemas ambientais e para a salde humana. As substancias podem
ser absorvidas pelas plantas, contaminar a agua, ser absorvida por contato e se acumular em
tecido lipidico. Esse acumulo gera sintomas dermatolégicos, gastrointestinais, respiratorios,
reprodutivos, enddcrinos, neuroldgicos e carcinogénicos (Rani et al, 2021; Nicolopoulou-
Stamati et al, 2016). O uso indevido destes pesticidas pode ainda selecionar individuos
resistentes nos grupos de insetos que tentam exterminar, tornando as substancias menos eficazes
(Hawkins et al, 2019). Atualmente um namero consideravel de pesticidas comprovadamente
danosos a satude humana séo permitidos e usados largamente em territorio brasileiro (da Silva
et al, 2020).

Os danos causados pelos pesticidas a saide humana e meio ambiente geram a necessidade
de alternativas. Biopesticidas sdo produtos naturais de organismos vivos diversos que limitam
ou reduzem populagdes de praga. Sao mais especificos que os pesticidas quimicos reduzindo

0s danos causados a outros organismos como mamiferos e passaros (Samada & Tambunan,
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2020). Podem ser desde produtos naturais extraidos diretamente, produtos sintéticos derivados
de compostos naturais até organismos de biocontrole (Seiber et al, 2014).

2.4. EXEMPLOS DE BIOPESTICIDAS

Peptideos com acdo inseticida sdo exemplos de biopesticidas. A especificidade dos
peptideos permite com que eles ajam de forma eficaz sem causar danos colaterais, como um
peptideo extraido de veneno da aranha Hadronyche versuta fusionado a um carreador que tem
acdo inseticida contra as ordens Lepidoptra, Coleoptera, Diptera e Hemiptera mas ndo causa
dano a abelhas polinizadoras (Nakasu et al, 2014; Sukiran et al, 2021). Outros peptideos tém
acao bacteriolitica, tratando fitopatologias de forma mais eficaz, ou tem meios de entrega
eficientes. Esses peptideos podem ser desenhados de novo, de forma a conseguir o melhor
biopesticida com o uso de técnicas bioinformaticas e bancos de dados (Badosa et al, 2022;
Hughes, Dowd & Johnson, 2012).

Outros exemplos incluem Huang et al (2021) que identificou e testou um peptideo capaz de
conter infecgcBes de huanglongbing e induzir imunidade inata em arvores do género Citrus.
Sukiran et al (2022), através da fusdo de um peptideo recombinante de veneno de aranha com
uma lectina da planta Galanthus nivalis melhorou a acéo inseticida do peptideo contra afideos
sem prejudicar a estabilidade termo-quimica e a resisténcia a proteélise que permite que o
produto seja aplicado na forma de um spray foliar.

Peptideos inibidores especificos ja foram obtidos usando fragmentos reguladores
especificos dos organismos alvo (Jintonmon et al, 2012; Hemmati et al, 2021a; Hemmati et al,
2021b). A pro-regido do zimogénio é a regido responsavel pela inibicao da atividade triptica e
precisa ser clivada para a ativacdo da tripsina. Essa inibi¢do permite que a atividade proteolitica
esteja localizada e bem controlada, impedindo eventos celulares indesejados (Lazure, 2002).
Dada a funcéo fisiolégica de inibicdo, a pro-regido do zimogénio se tornou alvo de estudos para
construcdo de inibidores especificos para o controle de pragas (Taylor & Lee, 1997).

Fruto desses estudos séo os experimentos de Jintonmon et al (2012) e Hemmati et al (20213;
2021b) que foram capazes de gerar peptideos inibidores baseados em pro-regido de tripsina de
diferentes artropodes-praga usando técnicas de bioinformatica baseadas em predicdo de
estrutura e ligacdo entre enzimas e possiveis inibidores. Os peptideos gerados apresentaram
bons pardmetros e fortes evidencias de inibi¢do indicando que seriam bons candidatos a uso na
agricultura apesar de nenhum dos trabalhos ter realizado confirmag&o in vitro ou in vivo da

eficacia dos peptideos.
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2.5. BIOINFORMATICA E A SIMULACAO DE INTERACOES

A bioinformética € um conjunto de ferramentas relativamente novos e em constante
desenvolvimento que auxiliam a pesquisa biologica ao tratar, de maneira eficaz, uma grande
quantidade de dados (Li, Y. etal, 2019). Vérios estudos em proteinas utilizam da bioinformatica
para realizar ou simular diversos processos que seriam custosos e demorados como auxiliar na
determinacédo de parametros para experimentos em bancada (Kirkwood et al, 2015) ou prever
estruturas complexas para escolha de uma molécula de interesse académico ou econdmico
(Murumkar et al, 2023).

O docking molecular é uma técnica de predicdo e simulacdo de uma interacdo entre duas
ou mais moléculas que prevé o tipo, posicdo e os residuos que interagem entre as moléculas,
assim como a afinidade da ligacdo (Fan, Fu & Zhang, 2019). O docking molecular tem sido
muito utilizado no desenvolvimento de medicamentos com alvos especificos, modificacdo de
proteinas no intuito de melhorar desempenho e criacdo de moléculas de interesse econémico
(de Almeida Barros et al, 2021; Torres et al, 2019; Li, K. et al, 2019).

No momento existem 3 tipos de docking molecular: o rigido, o rigido-flexivel e o flexivel
(Fan, Fu & Zhang, 2019). O docking rigido apenas muda as posi¢es da molécula e do ligante
mantendo ambas as estruturas rigidas. Essa técnica exige baixo poder computacional e é
aplicavel principalmente para docking entre moléculas grandes. O docking rigido-flexivel
mantem a estrutura do receptor rigida mas deixa flexivel a estrutura do ligante numa tentativa
de conseguir um resultado um pouco mais préximo do real. Exige um pouco mais de poder
computacional e é o tipo de docking mais utilizado. O docking flexivel flexibiliza tanto receptor
quanto ligante para obter um resultado muito mais preciso, porém exige grande poder

computacional e demando muito tempo de calculo (Agarwal & Mehrotra, 2016).

O docking rigido-flexivel é o mais utilizado para trabalho com grande nimero de moléculas
pequenas. Design, descoberta e melhoramento de peptideos sdo parte importante do
desenvolvimento de medicamento e biocompostos (Kan, Guo & Wang, 2012). A necessidade
de maior poder computacional torna o docking flexivel mais lento, de forma que estudos com
grande numero de ligantes sejam preferiveis de se realizar com um método mais rapido
(Larsson, Hess & Lindahl, 2011).

3. JUSTIFICATIVA



12

Os danos que pesticidas quimicos causam ao solo, corpos hidricos e a biodiversidade fazem
com que seja necessaria a criacdo de alternativas menos nocivas ao meio ambiente (Mahmood
et al, 2016; Samada & Tambunan, 2020). Peptideos com acéo inseticida séo considerados uma
alternativa viavel por agirem de forma eficaz no combate aos herbivoros-praga em plantacdes
(Sukiran et al, 2022). O desenho racional de peptideos inibidores permite a criacdo de
compostos com acdo inseticida que sejam altamente especificos e ndo sejam danosos ao solo
ou agua proximos do local de aplicacdo (Jintonmon et al, 2012; Hemmati et al, 2021a) sendo

0s primeiros peptideos desenhados usando a regido aminoterminal do zimogénio.

4. OBJETIVOS GERAIS

Este projeto visa o0 desenho de um ou mais peptideos com acdo inibidora contra enzimas
digestivas de Anticarsia gemmatalis, outras pragas comuns da soja e possiveis contatos através

de anélises bioinformatica.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modelar por homologia enzimas tripsina ou tripsina-like das espécies Anticarsia
gemmatalis e Spodoptera frugiperda utilizando como base sequéncias do transcriptoma
dessas espécies.

e Validar os modelos criados usando programas que verificam as propriedades fisico-
quimicas e estruturais dos residuos e ligacdes presentes.

e Predizer interacfes enzima-inibidor usando técnicas de docking molecular, e calculos
tedricos de propriedades cinéticas.

e Desenhar peptideos de 5 a 10 aminoacidos baseados na pro-regido de tripsina de
Anticarsia gemmatalis e modela-los apropriadamente.

e Selecionar através de docking e calculos tedricos os melhores inibidores para controle

de herbivoro-praga.

6. METODOLOGIA

6.1. ANALISE DE SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
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Foram selecionadas e modeladas enzimas de espécies relevantes ao cultivo da soja.
Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda séo pragas comuns e Bos taurus e Homo
sapiens sdo possiveis consumidores da soja que podem, porventura, vir a ter contato com 0s
inibidores propostos. As sequéncias de aminoacidos de enzimas nédo cristalizadas utilizadas
foram obtidas da plataforma NCBI (Sayers et al, 2019; Pruitt et al, 2012). Sequéncias de
amino&cidos de enzimas ja cristalizadas foram obtidas de suas respectivas paginas no Protein
Data Bank (PDB) (Berman et al, 2000). As multiplas sequéncias foram alinhadas usando o

programa Clustal Omega (Sievers & Higgins, 2014).
6.2. DESENHO DO PEPTIDEO

A pro-regido de tripsina tem forte acdo inibidora no seu papel de controle fisiologico da
proteolise (Baker et al, 1992; Jintonmon et al, 2012). Peptideos de tamanhos variando de 5 a
10 aminoécidos foram feitos a partir da pro-regido de tripsina de Anticarsia gemmatalis e
modelados por homologia usando o programa PEP-FOLD3 (Lamiable et al, 2016). Fragmentos
qgue ndo apresentaram um homologo aceitavel para modelagem foram descartados. Foram
considerados inviaveis fragmentos cujo melhor pareamento tenha menos que 80% de identidade
e/ou semelhanga.

6.3. MODELAGEM E VALIDACAO DAS ENZIMAS

As enzimas que ndo possuem estrutura cristalizada tiveram suas estruturas modeladas por
homologia usando o programa Phyre2 (Kelley et al, 2015). As estruturas usadas como modelo
para cada sequéncia foram anotadas para auxiliar na validagdo. Os modelos produzidos foram
validados através de diversos programas de andlise estrutural.

O programa ERRAT faz distribuicbes ndo-aleatérias de atomos no modelo e diferencia
estatisticamente as distribuicdes corretas das aleatdrias geradas por erros de modelagem. Para
esse teste é tido como aceitavel um score acima de 50, indicando um modelo de alta qualidade
(Colovos & Yeates, 1993).

VERIFY-3D avalia a compatibilidade de um modelo com a sua sequéncia de aminoacidos.
A estrutura tridimensional é julgada com base no ambiente de cada aminoacido e um score de
cada residuo por sua coordenada atdmica (Eisenberg et al, 1997). O programa produz um valor
de score para cada residuo com base nessa analise. Modelos com ao menos 80% dos residuos

com score acima de 0,2 séo considerados de alta qualidade.
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O Procheck verifica a estereoquimica de uma estrutura proteica analisando a distribuicéo
dos angulos Psi e Phi no grafico de Ramachandran. A presenca de mais de 90% dos angulos

em regides permitidas incida um bom modelo (Laskowski et al, 1993).

O programa WHATCHECK checa a estrutura submetida para erros gerais, variando desde
simetria inconsistente até erros em dimenséo celular e comprimento de ligacdo além de outros
parametros (Hooft et al, 1996). Varios resultados sdo dados nessa analise mas considera-se que
se uma estrutura tem os residuos bem empacotados com um score acima de -5 ela é considerada
confidvel. Além dos modelos preditos, a triagem de validacdo foi realizada nas estruturas
cristalizadas utilizadas como molde para a modelagem. Se em determinado teste o modelo
recebeu uma pontuacdo igual ou melhor que o molde, mesmo que abaixo dos parametros

padrdes dos testes, foi considerado um modelo de boa qualidade.
6.4. DOCKING MOLECULAR

As interacBes proteina-proteina e proteina-peptideo das enzimas com os inibidores
escolhidos foram avalias através de docking molecular com os programas PyRx e AutoDock
Vina (Dallakayan & Olson, 2015; Trott & Olson, 2010). Foram utilizadas as condi¢Ges padrdo
para os dockings sempre que possivel. Foram selecionados modelos de docking onde o peptideo
esteja ligando no sitio ativo das enzimas ou proximo deles. Para a analise dos peptideos
desenhados, foi considerado que quanto menor o nimero de aminoacidos e a energia de ligacao,
melhor o peptideo. O tamanho dos peptideos é um fator importante por estar diretamente
relacionado com o custo de producdo do peptideo. Além dos peptideos desenhados foram feitos
dockings com os peptideos inibidores gorel e gore2, desenvolvidos pelo Laboratério de
Enzimologia e Bioquimica Proteinas e Peptideos da Universidade Federal de Vicosa, e 0s
inibidores proteicos BPTI (Inibidor de Tripsina Pancreatico Bovino) e SKTI (Inibidor Tipo-
Kunitz da Soja), ambos amplamente comercializados, para compara¢do e na comprovacao da
relacdo entre as predi¢des por docking e os resultados calculados. Os resultados dos dockings
foram analisados no programa Pymol para identificacdo dos residuos que estdo interagindo

entre as moléculas.

7. RESULTADOS

7.1. ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS
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Foi feito um alinhamento mdaltiplo de sequéncias com as sequéncias de tripsina dos
organismos escolhidos (Fig. 1). Quando comparadas com a sequéncia de tripsina de B. taurus
as tripsinas de A. gemmatalis, S. frugiperda e H. sapiens apresentaram 30,8%, 38,8% e 74,9%
de identidade respectivamente. As sequéncias de S. frugiperda e A. gemmatalis apresentaram
30% de identidade entre si. As regifes referentes aos sitios de ligagdo S4 — S3” se apresentaram

conservadas em todas as sequéncias assim como 0s residuos essenciais para hidroélise triptica.

Anticarsia_gemmatalis
Spodoptera_
Homo_sapiens_7QE9_1
Bos_taurus_1TPA_1

MMFKVLLLLVIVQCIICDMGDDNPIESTKELDYTVLAGEAEIHKGDILNFLNQSHVREQY 60
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, %)
____________________________________________________________ %)

A

77777777777777777777777777777777777777777777777777 MVGIADVRSS 10
KTLYNNLLSKLMDVTKRTASRRVEVTPAEPVVPGSTRRIVSGRNTSIAAVPHQVSLRERT 120
ffffffffffffffffffffffffffffffffffffff TVGGYNCEENSVPYQVSLN-SG 21
-------------------------------------- IVGGYTCGANTVPYQVSLN-SG 21

Anticarsia_gemmatalis
Spodoptera_
Homo_sapiens_7QE9_1
Bos_taurus_1TPA_1

*

Anticarsia_gemmatalis RMTCGGVILSPWYVUSAAHCFVNESPLNYAVIVGEHDVTAGDSPATQAYRISSFRSHPWF 70
Spodoptera_ YPLCGGYVWTGIWLYTAAHC| LRARASELSVRLGSSWK - - -T-HGGEMYDVKECYVHPRY 176
Homo_sapiens_7QE9_1 YHF CGGYL INEQWVYSAGHCYKSR - - - -IQVRLGEHNIEVLE-GNEQFINAAKIIRHPQY 76
Bos_taurus_1TPA_1 YHF CGGYL INSQWVYSAAHCYKSG- - - -IQVRLGEDNINVVE -GNEQFISASKSIVHPSY 76
Anticarsia_gemmatalis TETHYDEgESIVTVSNAIVYSDRVGPVCLPF<FANSDLAGARVTMLGE SNT 130
Spodoptera_ VSKTKTNDIGLVRLYSPLRFSSRVLPIRLVAREAR -LPANEPATIVSGWGEK]LK ATY 235
Homo_sapiens_7QE9_1 DRKTLNNDIMLIKLSSRAVINARVSTISLPTAP---PATGTKCLISGWENITA YPD 133
Bos_taurus_1TPA_1

NSNTLNNDIMLIKLKSAASLNSRVASISLPTSC---ASAGTQCLISGWLNITK YPD 133

Anticarsia_gemmatalis L-QKVDVDVITQGVCRSQ- - -EPSITD-RHMCT - - - FTPGKPACQVDSEGPVLYTDPSNG 182
Spodoptera_ L-QSSTIKTIAMKLCRRSGLDRKAIDPASMFCAGSFSQASPPACQGDSEGPIVYEGVL-- 292
Homo_sapiens_7QE9_1 ELQCLDAPVLSQAKCEAS - - - YPGKITSNMFCVGF - LEGGKDSCQGDARGPVVCNGQL-- 187
Bos_taurus_1TPA_1 VLKCLKAPILSDSSCKSA- - - YPGQITSNMFCAGY -LEGGKPSCQGDS[EGPVVCSGKL -~ 187
Anticarsia_gemmatalis RLYSVGIIFYGRFCRSG-YPGIMTRVTSL - - LNWIQQNTPGANYCNV - - 226
Spodoptera_ - - - - TGV WGLGCRRGNFPGVY[TRLSYPL TYDWVHGHI TKKIENNTVL 337
Homo_sapiens_7QE9_1 - - - -QGVVSWGDGCRQKNKIPGVY[TKVYNY - - VKWIKNTIAANS - - - - - - 224
Bos_taurus_1TPA_1 - - - ~QGIVEWGSGCRQKNKPGVY[TKVCNY - -VSWIKQTTASN- - - - - - - 223

Fig 1. Alinhamento multiplo de sequéncias. As sequéncias utilizadas sdo de Homo sapiens (PDB: 7QE9), Bos taurus (PDB:1TPA), Anticarsia
gemmatalis (Sequéncia em processo de publicagdo, como transcrito) e Spodoptera frugiperda (Sequéncia em processo de publicagdo, como
transcrito). Na imagem o inicio da enzima clivada e ativa é marcado pela seta (), os subsitios enzimaticos S4-S3’ estio marcados com
quadrados cobrindo a regido do subsitio. Os residuos ativos da estdo marcados com uma estrela acima da linha das sequéncias. Alinhamento
multiplo feito usando a plataforma Clustal Omega nos parametros padroes.

7.2. MODELAGEM E VALIDACAO

As estruturas tridimensionais das tripsinas de A. gemmatalis e S. frugiperda foram feitas
com base nas proteinas de maior identidade do banco de dados PDB, calculadas pelo proprio
Phyre2. Para A. gemmatalis foi utilizada a estrutura com cddigo PDB:4003 e para S. frugiperda
foi utilizada a estrutura com codigo PDB:1Z8G.
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A qualidade das estruturas criadas foi verificada pelos programas ERRAT, VERIFY 3D,
PROCHECK e WHATCHECK (Tabela 1). O gréfico de Ramachandran predito pelo
PROCHECK mostra que, para a estrutura gerada de A. gemmatalis, 73,5% dos residuos de
aminoéacido estdo localizados nas regides mais favoraveis e 21,4% estdo localizados em regides
adicionais permitidas (Fig. 2a). Para a estrutura gerada de S. frugiperda 74,6% dos residuos
estdo em regides mais favoraveis e 21,4% estdo localizadas em regides adicionais permitidas
(Fig. 2b). Na estrutura de A. gemmatalis nenhum residuo estava em regido ndo-permitida e na
estrutura de S. frugiperda apenas 1 residuo (0,5%) foi modelado em regido nao-permitida. A
qualidade das interagcdes ndo-covalentes das estruturas também foi checada usando a ferramenta
ERRAT (Tabela 1). As estruturas de A. gemmatalis e S. frugiperda apresentaram 58,49% e
53,81% de qualidade geral respectivamente. A ferramenta VERIFY-3D mostrou que ambas as
estruturas criadas tinham acima de 80% dos residuos com score acima de 0,2 (Tabela 1). Por
fim, ambas as estruturas apresentaram um menor ou igual nimero de residuos com scores
abaixo de -5 quando comparados a seus moldes na ferramenta WHATCHECK (Tabela 1), com
a enzima de A. gemmatalis apresentando 12 residuos com empacotamento anormal, enquanto
seu molde apresentou 32 e a enzima de S. frugiperda apresentando 13 residuos com
empacotamento anormal, 0 mesmo que seu molde. As tripsinas modeladas de A. gemmatalis e
S. frugiperda foram consideradas adequadas para prosseguir com os testes de docking

molecular.

Tabela 1. Validacdo das estruturas geradas por Phyre2 e seus moldes. O programa ERRAT verifica a qualidade das interagdes ndo covalentes,
sendo que acima de 50% dos residuos com bom score classifica uma estrutura de qualidade. O programa VERIFY-3D avalia a estrutura
tridimensional dos residuos em relacdo ao ambiente em que eles se encontrar, acusando boa qualidade se ao menos 80% dos residuos
apresentarem um score acima de 0,2. Procheck inspeciona a distribuicdo dos angulos Phi/Psi no grafico de Ramachandran, sendo que acima
de 90% dos residuos em regifes permitidas caracteriza estrutura de boa qualidade. WHATCHECK checa a estrutura por erros gerais como
simetria inconsistente e empacotamento anormal de residuos. A avaliacdo de qualidade do WHATCHECK foi feita por comparagdo com o

molde.

ERRAT (%) VERIFY 3D (%) | PROCHECK WHATCHECK

A. gemmatalis 58,49 94,14 96,7 12
S. frugiperda 53,81 88,11 96 13
A. gemmatalis molde 77,2 83,74 97,2 32

S. frugiperda molde 99,15 100 99,7 13
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Fig 2. Validacdo das estruturas de A. gemmatalis e S. frugiperda pela ferramenta PROCHECK. Grafico de Ramachandran da enzima modelada
de A. gemmatalis, com 73,5% dos residuos em regides mais favoraveis, 23,2% em regides adicionais permitidas, 3,2% em regides
generosamente permitidas e 0,0% em regides ndo permitidas (a). Grafico de Ramachandran da enzima modelada de S. frugiperda, com 74,6%
dos residuos em regides mais favoraveis, 21,4% em regides adicionais permitidas, 3,5% em regides generosamente permitidas e 0,5% em
regiGes ndo permitidas (b).

7.3. DOCKING MOLECULAR

O docking proteina-proteina entre as enzimas modeladas e os inibidores proteicos BPTI e
SKTI foi feito na plataforma HADDOCK 2.4 e o resultado convertido em energia de ligagéo e
constante de dissociacdo pela ferramenta PRODIGY . Os resultados séo apresentados na Tabela
2 com a energia de ligacdo em Kcal/mol e a constante de dissocia¢do (Kd) em mol. Para a
tripsina de B.taurus a energia livre obtida foi de -17,1 e -16,7 kcal/mol e Kd de 0,29 nM e 0,57
nM para BPTI e SKTI respectivamente. A tripsina de A. gemmatalis apresentou energia livre
de -14,5 e -10,6 kcal/mol e Kd de 8,63 pM e 1,86 nM. Para a tripsina S. frugiperda foram
encontrados energia livre de -11 e -16 Kcal/mol e Kd de 8,6 nM e 1,8 pM respectivamente. Por
fim, para a tripsina de H. sapiens foram obtidos os valores de energia livre de -14,6 e -15,4
Kcal/mol e Kd de 19,8 pM e 5,1 pM.

Tabela 2. Docking molecular entre as tripsinas de Bos taurus, Anticarsia gemmatalis, Spodoptera frugiperda e Homo sapiens. Docking
realizado na plataforma HADDOCK 2.4, usando as configurag@es padrdes e selecionando a enzima toda a estrutura da molécula e do ligante

para andlise. Resultados convertidos em energia de ligagao e Ki tedrico pela plataforma PRODIGY nas configuragdes padroes.



Enzimas |Inibidores |energia deligagio (kcal/mol) | Ki tedrico (mol)
. BPTI -17,1 2,91289E-13
Bovina
SKTI -16,7 5,72212E-13
. . |BPTI -14,5 2,34603E-11
Anticarsia
SKTI -10,6 1,69569E-08
BPTI -11,0] 8,63207E-09
Spodoptera
SKTI -16,0 1,86515E-12
BPTI -14,6 1,98164E-11
Humana
SKTI -15,4| 5,13525E-12
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O docking proteina-peptideo entre as tripsinas modeladas e os inibidores registrados pelo
Laboratorio de Enzimologia e Bioquimica de Proteinas e Peptideos da UFV, gorel e gore2
foram feitos pela ferramenta PyRx e a constante inibitéria (Ki) foi obtida pela equacdo AG =
RTInKi. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3. Todos dockings enzima-peptideo
apresentaram Ki na ordem de pM com o menor sendo da inibicdo de tripsina de A. gemmatalis
por gorel com 255,8 UM e a maior sendo a inibi¢do de tripsina de H. sapiens por gore2 com
7,38 UM.

Tabela 3. Docking molecular entre as enzimas de B. taurus, A. gemmatalis, S. frugiperda e H. sapiens com os inibidores peptidicos gorel e
gore2, criados pelo Laboratério de Enzimologia e Bioguimica de Proteinas e Peptideos da Universidade Federal de Vigosa. Andlise feita pelo
programa PyRx e Autodock Vina, usando as configuracdes padrdes de analise e selecionando toda a extensdo da molécula para ser analisada.

Ki determinado matematicamente a partir da energia de ligagdo.

Enzimas Inibidores |energia de ligagio (kcal/mol) | Ki tedrico (mol)
. gorel -6,2 2,85037E-05
Bovina
gore2 -6,8 1,03527E-05
. . |gorel -5,2| 0,000154164
Anticarsia
gore2 -5,6 7,84783E-05
gorel -6,1 3,3745E-05
Spodoptera
gore2 -6,7 1,22563E-05
gorel -5,7 6,6289E-05
Humana
gore2 -7\ 7,38647E-06

7.4. DESIGN DE PEPTIDEOS

Usando como base a pro-regido de tripsina de A. gemmatalis, foram desenhados 8
decapeptideos para serem testados como inibidores. Os peptideos foram nomeados Pepl-8 e
modelados no programa PEP-FOLD3. Foram feitos dockings dos peptideos modelados com as
quatro tripsinas selecionadas usando o programa PyRx e, a partir dos dados de energia livre
obtidos, foram calculadas as constantes inibitérias usando a mesma equacdo citada
anteriormente. Os peptideos Pep2 e Pep6 foram considerados os melhores peptideos com Ki’s

idénticos de 8,7 UM para a tripsina de A. gemmatalis e 2,6 uM e 0,69 UM respectivamente para
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tripsina de S. frugiperda. A partir dessas sequéncias foram desenhados 3 octapeptideos
nomeados Pep9-11. O peptideo Pepll com Ki de 8,7 uM e 5,2 pM para tripsinas de A.
gemmatalis e S. frugiperda respectivamente foi selecionado para continuar o processo de
encurtamento. A partir disso foram desenhados 4 pentapeptideos nomeados Pepl2-15 e
analisados por docking. Os valores de energia livre e constantes inibitdrias sdo apresentados na
Tabela 4. Os dockings com os pentapeptideos foram analisados usando o programa Pymol para
identificacdo de residuos onde ha interacdo. O Pepl4 apresentou energia de ligacdo de -7,4 e -
7,5 kcal/mol para as tripsinas de A. gemmatalis e S. frugiperda respectivamente e Ki de 3,7 uM
e 3,1 uM. Foram identificadas interages do peptideo com os residuos His®, GIn'%, Gly'*® e
Ser?® parte do sitio ativo e de ligagdo da tripsina. Os peptideos Pep12-15 ligaram-se todos na
mesma regido da tripsina (Fig. 3).

Tabela 4. Docking molecular entre as enzimas escolhidas e os peptideos desenhados a partir de pro-regizio de A. gemmatalis. Peptideos 1-8
possuem 10 residuos, 9-11 possuem 8 residuos e 12-15 possuem 5 residuos de aminoacidos. Os melhores peptideos de cada tamanho foram

usados no desenvolvimento dos peptideos menores. Anélise feita nos programas PyRx e Autodock Vina usando as configurages padrdo e

selecionando toda a extensdo da molécula para ser analisada.

Enzimas Bovina Anticarsia Spodoptera Humana

Peptideos |N2 de aa |Energia de Ligagdo Ki tedrico Energia de Ligagdo Ki tedrico Energia de Ligagdo Ki tedrico Energia de Ligagdo Ki tedrico

Pepl 10 -6 3,99501E-05 -4,9 0,000255803 -6,9 8,7447E-06 -6,4 2,03369E-05
Pep2 10| -7.3 4,45157E-06 -6,9 8,7447E-06 -7,6 2,6828E-06 -8,1 1,15358E-06
Pep3 10 -7,3 4,45157E-06 -6 3,99501E-05 -7,3 4,45157E-06 -7,2 5,27012E-06
Pep4 10 -6,9 8,7447E-06 -6,5 1,71782E-05 -6,8 1,03527E-05 -7,5 3,17612E-06
Pep5 10 -6,2 2,85037E-05 -6,3 2,40765E-05 -7,1 6,2392E-06 -7 7,38647E-06
Pep6 10| -6,2 2,85037E-05 -6,9 8,7447E-06 -8,4 6,95223E-07 -6,5 1,71782E-05
Pep7 10 -7,9 1,61683E-06 -6,6 1,45101E-05 -7,7 2,26611E-06 -7,6 2,6828E-06
Pep8 10| -7,4 3,76015E-06 -6,3 2,40765E-05 -6,9 8,7447E-06 -7,8 1,91414E-06
Pep9 8 -7,4 3,76015E-06 -5,6 7,84783E-05 -7,5 3,17612E-06 -7,1 6,2392E-06
Pepl10 8 -7,7 2,26611E-06 -6,6 1,45101E-05 -7,7 2,26611E-06 -7,5 3,17612E-06
Pepll 8 -7,3 4,45157E-06 -6,9 8,7447E-06 -7,2 5,27012E-06 -7,2 5,27012E-06
Pepl12 5 -6,9 8,7447E-06 -6,8 1,03527E-05 -6 3,99501E-05 -75 3,17612E-06
Pep13 5 -7,2 5,27012E-06 -6,6 1,45101E-05 -7,4 3,76015E-06 -7,7 2,26611E-06
Pepl4 5 -7,4 3,76015E-06 -7,4 3,76015E-06 -7,5 3,17612E-06 -8,2 9,74407E-07
Pepl5 5 -7,7 2,26611E-06 -7 7,38647E-06 -7,8 1,91414E-06 -7,5 3,17612E-06
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Fig 3. Docking molecular entre tripsina de B. taurus e peptideos inibidores Pep12 (a), Pepl3 (b), Pepl4 (c) e Pepl5 (d). Os peptideos se

posicionaram de maneira semelhante de forma a interagir com o sitio de ligag&o de substrato e os sitios ativos His® e Ser?®.

8. DISCUSSAO

Todas as sequencias analisadas apresentaram conservados os residuos dos sitios de ligagdo
de substrato Asp!®, Ser'®® GIn'®” e Gly'*® e residuos ativos His®, Asp'®’ e Ser?® necessarios
para a catalise enzimatica. Além disso, foram identificados em todas as tripsinas as sub-regides
S4-S3’ que auxiliam na ligagdo e catalise do substrato (Marana et al, 2002; Hanish et al, 1987).
A conservacdo dos residuos cataliticos indica que as sequéncias catalisam a mesma reacéo e,
portanto, sdo tripsinas (Ribeiro et al, 2020). No entanto a baixa homologia (30,8 e 38,8%)
mostra que existem diferencas estruturais marcantes entre as tripsinas dos herbivoros-praga e

dos mamiferos que pode contribuir para a especificidade dos inibidores (Hemmati et al, 2021a).

A modelagem pela ferramenta Phyre2 gerou estruturas viaveis para analise bioinformatica.
Estruturas cujos scores foram abaixo da nota de corte de cada uma das ferramentas de validacéo
utilizadas tiveram seus scores comparados com 0s scores das enzimas molde, cuja estrutura

pode ser considerada de qualidade se forem identificadas por cristalizacdo de raio-X ou
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espectroscopia de RMN (Kim et al, 2011). As estruturas utilizadas foram consideradas
adequadas para uso. O grafico de Ramachandran mostrou que 96,7% dos residuos da tripsina
de A. gemmatalis estavam em regides permitidas sendo que 73,5% estavam nas regifes mais
favoraveis e 96% dos residuos da tripsina de S. frugiperda estavam localizados em regides
permitidas com 74,6% em regies mais favoraveis. Dessa forma, com mais de 90% dos residuos
em regides permitidas, as estruturas foram consideradas validas para as analises bioinformaticas
(Laskowski et al, 1993). A qualidade das interagdes ndo-covalentes foi verificada pela
ferramenta ERRAT, que considera score acima de 50% como de boa qualidade (Colovos &
Yeates, 1993). Ambas as estruturas geradas apresentaram boa qualidade com score de 58,49%
para A. gemmatalis e 53,81% para S. frugiperda. A estrutura tridimensional e a compatibilidade
do modelo foram julgadas pela ferramenta VERIFY-3D e ambas as estruturas apresentaram
acima de 80% dos residuos com score acima de 0,2, caracterizando uma estrutura de boa
qualidade. Por ultimo, ambas as estruturas foram consideradas validas pela ferramenta
WHATCHECK, por apresentarem menos residuos com empacotamento anormal que seus
moldes (Hooft et al, 1996). Ambas as estruturas foram consideradas validas em todos os
métodos de validacdo utilizados, indicando que os modelos criados foram adequados para 0 uso

em bioinformaética.

Os valores de Ki calculados pela energia de ligacdo obtida pelo docking ndo foram
condizentes com a literatura. Foi calculado para tripsina bovina e os inibidores BPTI e SKTI os
valores de Ki 0,29 pM e 0,57 pM, enquanto na literatura os valores conhecidos séo de 2,6 nM
e 1,67 uM (Xu et al, 2020; Yang et al, 2008). O BPTI comercializado pela Sigma-Aldrich
(Sigma-Aldrich:A6106) é reportado ter um Ki de 0,06 pM, que foi mais préximo do calculado,
mas quase 5 vezes menor. Para as enzimas de A. gemmatalis os valores de Ki calculados para
BPTI e SKTI foram 23,4 pM e 16,9 nM, enquanto os encontrados na literatura foram de 0,5 nM
e 2,5 nM respectivamente (Patarroyo-Vargas et al, 2020; de Almeida Barros et al, 2022). Entre
o0s inibidores gorel e gore2 e a tripsina de A. gemmatalis foram calculados Ki de 0,15 mM e
78,4 UM respectivamente, enquanto, na literatura, os valores encontrados foram de 0,49 mM e
0,1 mM (de Almeida Barros et al, 2021). A diferenca entre os valores calculados e os obtidos
experimentalmente na literatura pode ser devido a diferencas em condi¢cdes de temperatura e
pH experimental e simulados, porém nao foi possivel observar nenhum tipo de padrdo na
variacdo. A menor discrepancia entre os valores calculados e os da literatura para o gorel e

gore2 em relagdo ao docking de proteinas pode ser indicio de que os dockings de peptideos
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geram resultados mais proximos do real, mas testes adicionais, como cinética de inibicao in

vitro, seriam necessarios para confirmagé&o.

Os peptideos desenhados foram todos modelados por homologia, e s6 foram escolhidos
moldes com alta identidade e/ou semelhanca. Mesmo o0s modelos com maior nimero de
residuos ja apresentam resultados e potencial de inibicdo semelhantes ao gorel e gore2 com
Pepl-8 apresentando Ki na faixa de 0,15 mM até 8,7 uM. Foram considerados melhores os
peptideos com menor energia de ligacdo e menor nimero de aminoacidos por apresentarem
melhor custo-beneficio na producdo. A reducdo de sequéncia de 10 aminoacidos para 8 e até
mesmo 5 aminoacidos apresentou uma melhora na energia de ligacdo, de forma que os melhores
inibidores foram Pepl12-15, com Ki variando de 14,5 uM até 3,76 uM. Usando métodos
similares, Hemmati et al (2021a) desenharam peptideos inibidores de tripsina de Spodoptera
frugiperda com valores de Ki calculados entre 0,39 M e 0,77 nM evidenciando a eficicia do
método e a competitividade dos inibidores encontrados.

Diferentes peptideos se ligaram preferencialmente a uma mesma regido de cada enzima
testada. A analise dos pentapeptideos mostrou interagdes com os residuos His®®, GIn'%’, Gly!®®
e Ser’?®, todos residuos necessarios para a catalise da reagdo enzima-substrato como
identificadas pelo banco de dados UniProt. Inibidores enzimaticos costumam agir pelo blogueio
ou distorcao do sitio ativo da enzima (Kalman, 1981), dando fortes indicios da capacidade
inibitéria dos peptideos. Por ser uma enzima proteolitica, a interacdo dos peptideos com o sitio
de ligacdo de substrato e sitio ativo da enzima pode ser uma indicacdo de que o peptideo pode
estar agindo como substrato ao invés de inibidor. Tripsinas, de maneira geral, fazem a hidrélise
da ligacdo peptidica entre o grupo carboxil de uma arginina ou lisina e 0 grupo amino do
aminoacido seguinte (Simpson, 2006). Os pentapeptideos Pep12-15 ndo apresentam em sua
estrutura nenhuma lisina ou arginina além de apresentar um residuo de Prolina que costuma
dificultar a reacdo de hidrdlise, reforcando a possibilidade dos peptideos agirem como

inibidores eficazes.

9. CONCLUSAO

Esse estudo verificou a possibilidade e eficiéncia da criacdo de biopesticidas baseados em
sequéncias proprias do organismo alvo na tentativa de reduzir o uso de pesticidas convencionais
e minimizar o impacto destes no meio ambiente. O uso de técnicas de bioinformatica se mostrou

um método eficiente e barato de testar multiplas possibilidades de moléculas e identificar as
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melhores para experimentos posteriores. Foram desenhados 15 peptideos com propriedade
inibitoria teodrica similar ou melhor que outros peptideos inibidores ja conhecidos e testados in
vitro e in vivo e com bom custo beneficio quando comparado com inibidores proteicos maiores.
Os quatro menores peptideos nomeados Pep12-15 foram considerados 0s mais promissores para
testes complementares futuros, tanto em bioinformatica quanto in vitro e in vivo. A semelhanca
entre os valores tedricos de energia de ligacdo e constante inibitoria da ligacdo entre o0s
peptideos inibidores e as tripsinas dos herbivoros-praga e as de humano e boi dédo indicios de
promiscuidade na inibicdo que pode ser um fator limitante no uso dos peptideos na agronomia,
mas que podem ser contornados adotando métodos de aplicacdo adequados. Em conclusédo, o
estudo obteve sucesso em desenhar peptideos inibidores de interesse econdmico e bom custo-

beneficio para o controle de pragas da soja na agricultura.
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11. APENDICE A - IMAGENS COMPLEMENTARES
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Fig 5. Docking molecular entre tripsina de S. frugiperda e os peptideos Pepl-15 (a-0) e gorel (p) e gore2 (q). as imagens do docking

evidenciam que todos os peptideos se ligam préximos da mesma regido da enzima.
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