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RESUMO 
 

Barros, Rafael de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, maio de 2022. 
Defesa bioquímica de plantas às pragas agrícolas: desenho racional de 
inibidores de proteases peptídicos a serem utilizados nas formulações 
biopesticidas. Orientador: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadora: Yaremis 
Meriño Cabrera. 
 

Os danos causados por insetos lepidópteros reduzem o rendimento e a qualidade das 

lavouras de soja devido à desfolha, impactando negativamente os lucros da 

agricultura. Para controlar essas pragas, muitos produtores de soja recorrem a 

grandes quantidades de agrotóxicos sintéticos e cultivares transgênicos contendo 

toxinas Bt. Os agrotóxicos sintéticos comumente utilizados, além de refratários, 

impactando negativamente o meio ambiente, muitas vezes estão relacionados a 

problemas de saúde humana. Além disso, a pressão seletiva em herbívoros causada 

pelo uso de um modo de ação único, como proteínas tóxicas de cultivares Bt 

transgênicas, gera pragas resistentes. Por isso, a busca por compostos biológicos 

ecologicamente corretos, com diferentes modos de ação e efeitos semelhantes aos 

dos agrotóxicos convencionais, tem ganhado atenção em todo o mundo devido ao seu 

apelo sustentável. Os inibidores de protease (IPs) fazem parte da defesa natural das 

plantas contra herbívoros e aparecem como um potencial agente de controle para 

complementar, ou mesmo substituir, os atuais agrotóxicos convencionais. Essas 

moléculas se ligam a proteases que clivam as proteínas da dieta em aminoácidos 

livres, prejudicando o ciclo de vida e a reprodução dos insetos. No entanto, devido à 

coevolução com as plantas, os herbívoros desenvolveram adaptações para retardar 

os efeitos dos IPs naturais, reduzindo sua eficácia no campo. Neste trabalho, 

primeiramente, foram avaliados os efeitos de dois inibidores de proteases peptídicos 

(GORE1 e GORE2) desenhados a partir de substratos tripeptídicos de tripsina-like 

contra Anticarsia gemmatalis através de estudos de docking e dinâmica molecular, 

ensaios enzimáticos in vitro e in vivo e testes biológicos. Posteriormente, foram 

avaliados os efeitos diferenciais de dois inibidores de proteases BPTI (Bovine 

pancreatic trypsin inhibitor) – non-host PI e SKTI (Soybean kunitz trypsin inhibitor) – 

host PI – nas respostas adaptativos e no ciclo de vida de Anticarsia gemmatalis. Além 

disso, foram realizados ensaios computacionais de dinâmica molecular proteína-

proteína a fim de identificar os sítios reativos destas duas moléculas, visando o 



 
 

desenho de outros novos peptídeos inibidores de proteases. Os inibidores peptídicos 

são potenciais candidatos para o manejo de insetos lepidópteros. A otimização dessas 

moléculas, por meio de modificações químicas estruturais, e a formulação de 

biopesticidas contendo uma variedade de peptídeos, com diferentes modos de ligação 

a serino-proteases, poderia viabilizar o uso desse tipo de moléculas na agricultura. 
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Docking molecular  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 
 

Barros, Rafael de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, May, 2022. 
Biochemical defense of plants against agricultural pests: rational design of 
peptide protease inhibitors to be used in biopesticide formulations. Adviser: 
Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-adviser: Yaremis Meriño Cabrera. 
 

The damage caused by lepidopteran insects reduces the yield and quality of soybean 

crops due to defoliation, negatively impacting agricultural profits. To control these 

pests, many soybean farmers resort to large amounts of synthetic pesticides and 

transgenic cultivars containing Bt toxins. Commonly used synthetic pesticides, in 

addition to being refractory, negatively impacting the environment, are often related to 

human health problems. Furthermore, selective pressure on herbivores caused by the 

use of a unique mode of action, such as toxic proteins from transgenic Bt cultivars, 

generates resistant pests. Therefore, the search for ecologically correct biological 

compounds, with different modes of action and effects similar to those of conventional 

pesticides, has gained attention worldwide due to its sustainable appeal. Protease 

inhibitors (PIs) are part of the natural defense of plants against herbivores and appear 

as a potential control agent to complement, or even replace, current conventional 

pesticides. These molecules bind to proteases that cleave dietary proteins into free 

amino acids, disrupting the life cycle and reproduction of insects. However, due to 

coevolution with plants, herbivores have developed adaptations to delay the effects of 

natural IPs, reducing their effectiveness in the field. In this work, we first evaluated the 

effects of two peptide protease inhibitors (GORE1 and GORE2) designed from trypsin-

like tripeptide substrates against Anticarsia gemmatalis through docking and molecular 

dynamics studies, in vitro and in vivo enzymatic assays and biological tests. 

Subsequently, the differential effects of two protease inhibitors BPTI (Bovine 

pancreatic trypsin inhibitor) – non-host PI and SKTI (Soybean kunitz trypsin inhibitor) 

– host PI – on the adaptive responses and life cycle of Anticarsia gemmatalis were 

evaluated. Furthermore, computational assays of protein-protein molecular dynamics 

were performed in order to identify the reactive sites of these two molecules, aiming at 

the design of other new protease inhibitor peptides. Peptide inhibitors are potential 

candidates for the management of lepidopteran insects. The optimization of these 

molecules, through chemical structural modifications, and the formulation of 



 
 

biopesticides containing a variety of peptides, with different modes of binding to serine 

proteases, could enable the use of this type of molecules in agriculture. 

 

 

Keywords: Velvet bean caterpillar. Peptides. Protein inhibitors. Serine-proteases. 
Molecular docking 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

A soja, Glycine max (L.) Merril (Fabaceae: Phaseoleae), é uma importante 

commodity mundial, sendo utilizada principalmente para a produção de alimentos e 

biodiesel. Atualmente, o Brasil se destaca como o maior produtor de soja no mundo. 

Até dezembro de 2021, as estimativas indicam que o Brasil plantou aproximadamente 

31% da soja mundial, além de apresentar uma produtividade média 21,5% superior à 

média global (USDA, 2022). No entanto, mesmo atingindo recordes mundiais, há 

espaços para crescimento na sojicultura brasileira, tanto há nível de produtividade 

quanto em sustentabilidade. A título de exemplificação, entre 2019 e 2020, o país 

aprovou o uso de 475 novos pesticidas, sendo que apenas 8% destes são “biológicos” 

(BRAGA et al., 2020). Assim, ainda há um vasto campo para a exploração cientifica 

de novos compostos pesticidas ambientalmente seguros, capazes, ainda, de conciliar 

características de eficácia e eficiência equiparáveis aos produtos químicos sem 

derivativos biológicos. 

Os métodos de controle de pragas convencionalmente utilizados no manejo 

de insetos lepidópteros na soja são constantemente desafiados por herbívoros 

resistentes, problemas relacionados à saúde e questões ambientais. Neste sentido, 

moléculas naturais, ambientalmente seguras, com novos modos de ação, precisam 

ser prospectadas e avaliadas para complementar, ou até mesmo substituir, os 

produtos químicos atuais utilizados no manejo de pragas (UMETSU; SHIRAI, 2020). 

Os inibidores de proteases proteicos são moléculas promissoras para o 

melhoramento de culturas e manejo de herbívoros. Estas moléculas interagem com 

proteases e inibem sua atividade, podendo afetar a disponibilidade de aminoácidos 

livres para o desenvolvimento do inseto. No entanto, a redução do crescimento e da 

sobrevivência alcançada por estas moléculas raramente é suficiente para reduzir os 

danos dos insetos no campo (A. GATEHOUSE, 2011). Isso deve ao fato de que os 

herbívoros desenvolveram estratégias para contornar os efeitos tóxicos dessas 

moléculas ao longo da evolução. Dentre os mecanismos empregados por herbívoros, 

destacam-se a expressão de protease insensíveis, superprodução de proteases e 

clivagem/inativação do inibidor (SINGH et al., 2020; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). 

Neste sentido, inibidores de proteases de não-hospedeiros têm sido testados contra 

herbívoros, devido a não possuírem associação próxima com os alvos durante a 

evolução. 
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Por exemplo, inibidores de protease peptídicos contra insetos lepidópteros, 

desenvolvidos a partir de loops reativos de inibidores de proteases, identificados via 

docking molecular apresentaram resultados promissores (MERIÑO-CABRERA et al., 

2020; SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019). Nestes trabalhos, mesmo após a separação 

dos loops reativos da estrutura 3D dos inibidores de proteases de não-hospedeiros, 

os inibidores peptídicos reduziram a sobrevivência e afetaram parâmetros biológicos 

importantes de Anticarsia gemmatalis, Spodoptera cosmioides e Helicoverpa 

armigera.  

Moléculas menores, racionalmente desenhadas, baseadas em resultados de 

cinética enzimática e bioinformática podem auxiliar no desenvolvimento de moléculas 

capazes de compor formulações biopesticidas. Inibidores de proteases peptídicos são 

mais estáveis e, portanto, menos propensos à inativação por clivagem proteolítica e 

perca do sítio reativo. Além disso, peptídeos inibidores podem ser utilizados para gerar 

proteínas tandem. Proteínas em tandem, contendo sítio de clivagem para proteases, 

possivelmente produzem um aumento na concentração molar de peptídeos inibidores 

no lúmen do intestino de insetos. 

Sendo assim, na primeira parte deste trabalho, utilizamos uma abordagem 

para desenvolver inibidores de proteases pequenos com base em substratos 

tripeptídicos cuja as afinidades foram determinadas em trabalhos anteriores. Para 

isso, os peptídeos foram sintetizados sem o sítio de clivagem -C terminal de 

arginina/lisina presentes na posição P1. Os peptídeos gerados então foram avaliados 

por análises in silico, in vitro e in vivo. No segundo capítulo deste trabalho, 

comparamos os efeitos de inibidor proteico extraído do pâncreas de bovinos (BPTI) – 

non-host – com o inibidor proteico extraído de soja (SKTI) – host - na Anticarsia 

gemmatalis e vimos que os sítios reativos destes com tripsinas-like deste inseto 

apresentam potencial para gerar outros inibidores de proteases peptídicos. A 

prospecção de inibidores de proteases peptídicos pode auxiliar no desenvolvimento 

de um biopesticida de campo formulado à base de diversos peptídeos inibidores 

estáveis. 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar peptídeos e inibidores de proteases quanto ao potencial inseticida para 

futura composição de formulações biopesticidas e cultivares transgênicos a serem 

empregados no controle de insetos lepidópteros.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

Capítulo I  

ARTIGO I: Determinar a atividade inibitória dos peptídeos (GORE1 e GORE2) 

projetados com base em substratos de serino-proteases sobre as enzimas tripsina-

like de Anticarsia gemmatalis mediante docking molecular, cinética enzimática e 

ensaio de sobrevivência. 

 

ARTIGO II: Avaliar o comportamento dinâmico de GORE1 e GORE2 em 

solução com tripsinas-like e avaliar o potencial inibitório in vivo destas moléculas.  

 

Capítulo II 

ARTIGO I: Analisar por abordagens in silico, in vitro e in vivo a viabilidade de 

utilização da proteína inibitória extraída de mamíferos (BPTI) como potencial inibidor 

de tripsinas-like de Anticarsia gemmatalis, comparando as respostas com o inibidor 

de soja (SKTI).  

 

ARTIGO II: Avaliar as interações entre pentapeptídeos desenhados com base 

em RCLs (Reactive center loops) e tripsinas-like alcalinas de insetos lepidópteras, 

através de docking molecular e cinética enzimática.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 

3.1. A soja e os insetos lepidópteros 

A soja, Glycine Max, é uma das principais commodities mundiais, sendo 

empregada na alimentação humana e animal. No entanto, este grão apresenta várias 

outras utilidades. Por exemplo, atualmente, devido aos elevados níveis de 

produtividade e produção de soja nos países produtores deste grão, o óleo de soja 

tem sido utilizado para a produção de biodiesel. O biodiesel é um combustível 

renovável e, portanto, têm contribuído para a sustentabilidade, reduzindo a emissão 

de gases poluentes no meio ambiente (MEDIC; ATKINSON; HURBURGH, 2014). 

A soja pode ser atacada por inúmeras espécies de lepidópteros, incluindo 

Anticarsia gemmatalis (Hübner) (Lepidoptera: Erebidae), Chrysodeixis includens 

(Walker), Helicoverpa armigera (Hübner) e Spodoptera spp. (Lepidoptera: Noctuidae) 

(MACHADO et al., 2022). A fase larval destes insetos, se não controlada, pode causar 

completa desfolha das plantas de soja, causando enormes prejuízos econômicos ao 

produtor devido à redução de produtividade e qualidade dos grãos.  

Atualmente, o controle de espécies lepidópteras na soja conta com cultivares 

transgênicas que expressam proteínas entomotóxicas de Bacillus thurigiensis (toxina 

Bt) e uma ampla variedade de inseticidas, em sua maioria, sintéticos (Bueno et al., 

2021). A tecnologia Bt é ameaçada devido a evolução de resistência pelas pragas e o 

aparecimento de pragas secundárias, resistentes as toxinas (TABASHNIK; 

CARRIÈRE, 2017). Por exemplo, áreas plantadas com cultivares contendo a toxina 

Cry1Ac, amplamente utilizada nos cultivares transgênicos, têm sofrido mais danos de 

pragas anteriormente secundárias, como Rachiplusia nu (Guenée) and Crocidosema 

aporema (Walsingham) (HORIKOSHI et al., 2021).  Estratégias de controle 

calendarizadas, que não levam em consideração as práticas de Manejo Integrado de 

Pragas (MIP), causam enorme pressão de seleção nestes insetos e acelera o 

processo de perda das tecnologias atuais (Bueno et al., 2021). 

 

3.2. Proteases digestivas e insetos lepidópteros 

Plantas apresentam baixos conteúdos de proteínas e por este motivo, a 

digestão de proteínas por insetos fitófagos deve ser muito eficiente, sendo crucial para 

a o desenvolvimento, crescimento e reprodução destes organismos (NAPOLEÃO et 
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al., 2019). Sendo assim, os insetos contam com uma ampla variedade de enzimas 

digestivas, que são produzidas nas células epiteliais e secretadas no lúmen do 

intestino médio, entrando em contato com o bolo alimentar (HOLTOF et al., 2019). 

Proteases pertencem a um grupo de enzimas que catalisam a quebram de 

proteínas em peptídeos menores e/ou aminoácidos livres. As enzimas proteases são 

organizadas de acordo com sua função, estrutura primária e natureza do sítio ativo. 

As principais classes de proteases presentes em insetos herbívoros são serina, 

treonina, cisteína, aspártico e metalo proteases (TERRA; FERREIRA, 1994). Larvas 

de insetos lepidópteros têm aproximadamente 95% de sua atividade proteolítica 

realizada por serino-proteases. Uma serino-protease típica tem uma tríade catalítica 

que consiste em Histidina, Aspartato e Serina no sítio ativo. O grupo hidroxila de um 

resíduo de Ser atua como o nucleófilo que ataca a ligação peptídica e um His atua 

como doador de prótons (HEDSTROM, 2002). 

Analisando-se extratos de intestino médio de 12 espécies lepidópteros, 

constatou-se que a maioria das espécies utiliza um sistema digestivo baseado em 

serino-proteases do tipo tripsina-like e elastase-like, e outros dependem amplamente 

de quimotripsinas-like (CHRISTELLER et al., 1992). As enzimas do tipo tripsina-like 

apresentam as maiores eficiências catalíticas entre as serino-proteases nos últimos 

ínstares larvais (ou seja, quarto, quinto e sexto) de A. gemmatalis, onde ocorre 90% 

da alimentação do inseto (BOLDT; BIEVER; IGNOFFO, 1975; SILVA JÚNIOR et al., 

2020). 

 

3.3. Inibidores de proteases como potenciais biopesticidas 

Inibidores de protease desempenham um papel crítico na defesa direta de 

plantas contra herbívoros e são produzidos sob demanda mediante ao ataque destes 

organismos (BROADWAY et al., 1986; FAUSTINO et al., 2021; KALLURE et al., 2022).  

Inibidores de proteases interagem e inibem a atividade de proteases, enzimas que 

promovem a clivagem de proteínas, transformando-as em aminoácidos livres ou 

polipeptídios menores. A inibição da atividade proteolítica afeta a disponibilidade de 

aminoácidos livres para que o inseto se desenvolva, cresça e reproduza (JAMAL et 

al., 2013).  

Diversos trabalhos demonstraram os efeitos tóxicos de inibidores de 

proteases para herbívoros expostos cronicamente a estas moléculas, via cultivares 
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transgênicos e dietas artificiais (JADHAV et al., 2016; MENDONÇA et al., 2020; 

MERIÑO‐CABRERA et al., 2019a; PANDEY et al., 2021). No entanto, os herbívoros 

desenvolveram estratégias para superar o efeito de inibidores de proteases, devido a 

coevolução com suas plantas hospedeiras. Por este motivo, insetos herbívoros 

desenvolveram diversos mecanismos para contrapor os efeitos tóxicos de metabólitos 

e proteínas anti-herbivoria produzidos por plantas, que incluem a reprogramação no 

set de proteases presente no intestino dos insetos. Por exemplo, para contornar os 

efeitos tóxicos de inibidores de proteases, destacam-se a expressão de proteases 

insensíveis, o aumento na síntese da protease alvo e a inativação molecular por 

proteólise endógena, dentro do intestino médio (SINGH et al., 2020; ZHU-SALZMAN; 

ZENG, 2015). 

Devido aos complexos mecanismos de adaptação a inibidores de proteases, 

para se obter resultados práticos relevantes no controle de insetos, se faz necessário 

a exposição crônica e altas concentrações molares. Por este motivo, a redução na 

performance de herbívoros expostos à inibidores de proteases, demonstradas pela 

redução de crescimento e aumento da mortalidade, raramente são suficientes para 

reduzir danos às culturas a um nível comercialmente aceito (A. GATEHOUSE, 2011). 

Sendo assim, para que a utilização de inibidores de proteases se torne uma realidade 

para a agricultura, as limitações associadas aos mecanismos adaptativos dos 

herbívoros, precisam ser superadas. 

No sentido de adaptação de herbívoros à inibidores de proteases, organismos 

não hospedeiros, apresentam-se como potencial fonte destas moléculas, tendo em 

vista que os insetos não foram expostos aos inibidores destes organismos. A título de 

exemplificação, larvas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) expostas à 

inibidores de proteases de plantas hospedeiras, apresentaram uma taxa de 

crescimento média 2,5 vezes maior do que quando expostas à inibidores de plantas 

não-hospedeiras (PARDE; SHARMA; KACHOLE, 2010). O gafanhoto-do-deserto, 

Schistocerca gregaria (Orthopera: Acrididae), apresentou maior redução de 

crescimento quando expostos à uma mistura de inibidores pacifastin-like, de origem 

não vegetal, do que quando expostos à inibidores de origem vegetal (SPIT et al., 

2012). Além disso, recentemente, novos inibidores de proteases peptídicos altamente 

estáveis, têm sido racionalmente desenhados com base em regiões reativas de 

inibidores de proteases proteicos.  Nestes trabalhos, loops reativos de serpins (i.e., 

inibidores de serino-proteases), foram capazes de reduzir a sobrevivência, e afetar 



18 
 

parâmetros biológicos importantes de insetos lepidópteras (MERIÑO-CABRERA et al., 

2020; SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019). 

 

3.4. Peptídeos 

Peptídeos são fragmentos proteicos que afetam funções biológicas. Em 

sistemas fisiológicos, peptídeos atuam como sinalizadores e moduladores de vias 

metabólicas, e por isso, são importantes na manutenção da vida da forma como 

conhecemos (ELLERT-MIKLASZEWSKA; POLESZAK; KAMINSKA, 2017). 

Recentemente, estas moléculas vêm ganhando atenção devido à diversidade 

estrutural e flexibilidade, sendo utilizados para controlar interações específicas com 

seus alvos. 

Diversos peptídeos já foram caracterizados quanto ao seu potencial 

biotecnológico, que incluem desde aplicações terapêuticas na medicina, a aplicações 

na agricultura. Peptídeos pequenos apresentam diversas vantagens em relação a 

seus análogos maiores, que incluem: síntese mais econômica tanto em pequena 

quanto em grande escala, ampla diversidade química, fácil modificação, alta 

bioatividade, absorvibilidade, acessibilidade, funcionalização ajustável, alta 

seletividade e especificidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade, alta 

segurança, baixa toxicidade. No entanto, estas moléculas também apresentam alguns 

pontos negativos que envolvem baixa estabilidade in vivo, devido à ação de proteases, 

impermeabilidade de membranas seletivas, que dificultam sua chega aos alvos 

(APOSTOLOPOULOS et al., 2021). 

No entanto, a facilidade de se modificar moléculas peptidicas, pode auxiliar na 

superação de pontos negativos destas moléculas. Modificações estruturais podem 

levar à melhoria de suas propriedades físico-químicas. Modificações simples resultam 

em maior estabilidade geral. Modificações em peptídeos que visam a melhora de 

estabilidade envolvem o uso de peptídeos contendo dupla ligação e ciclização. Estas 

modificações podem reduzir a flexibilidade do esqueleto peptídico e, 

consequentemente, diminui a possibilidade de serem clivados por proteases (LEE et 

al., 2019). Além disso, variações no comprimento da sequência e cadeias laterais, 

modificação do esqueleto peptídico, amidação C-terminal, acetilação N-terminal, 

adição de estabilizantes (açúcares, sais, heparina) e agentes quelantes, por exemplo, 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), conjugações com grandes polímeros 
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biocompatíveis, como polietilenoglicol (PEG), ou ácidos graxos podem ser aplicados 

(HAGGAG, 2018). 

No contexto de controle de insetos pragas, diversos trabalhos foram 

desenvolvidos a fim de prospectar peptídeos para compor formulações biopesticidas, 

devido ao elevado apelo sustentável deste tipo de molécular. Saikhedkar et al., 2018 

testaram tripeptídeos desenhados com base no sítio reativo de inibidores de proteases 

de plantas não hospedeiras contra Helicoverpa armigera. Pequenas concentrações 

dos tripeptídeos, de 100 a 200 ppm, foram capazes de reduzir a atividade de serino-

proteases e diminuir o fitness de larvas, que apresentaram menor peso e formaram 

adultos defeituosos. Os mesmo peptídeos que apresentam atividade anti-inseto foram 

posteriormente ciclizados por Saikhedkar et al., 2019 e discos foliares foram 

mergulhados (leaf-dip assay) em soluções de 10 μM contendo os peptídeos. Neste 

ensaio, foram observados menor consumo foliar, diminuição do crescimento, 

parâmetros de digestibilidade e sobrevivência de larvas de Spodoptera litura e 

Helicoverpa armigera. Mais recentemente, um trabalho do grupo de pesquisa do 

laboratório de “Enzimologia e Bioquímica de Proteínas e Peptídeos” também 

demonstrou resultados promissores de peptídeos inibidores de proteases no controle 

de Spodoptera cosmioides. Neste trabalho, dois peptídeos desenhados com base no 

sítio reativo dos inibidores não hospedeiros de Inga laurina trypsin inhibitor (ILTI) e 

Adenanthera pavonina trypsin inhibitor (APTI) reduziram a sobrevivência em 50% a 

sobrevivência de larvas de Spodoptera cosmioides após exposição crônica às 

moléculas (MERIÑO-CABRERA et al., 2020). 

 

3.5. BPTI (Bovine pancreatic trypsin inhibitor) e SKTI (Soybean Kunitz Trypsin 
Inhibitor) 

A aprotinina é um inibidor de protease de 58 resíduos altamente estável, que 

contém três ligações dissulfeto. A aprotinina reage rapidamente com serino-proteases 

para formar complexos estáveis, inibindo assim as atividades das enzimas 

(BORJIGIN; NATHANS, 1993). A aprotinina é um membro clássico da família de 

proteínas dos inibidores de serino-protease do tipo Kunitz. Suas funções fisiológicas 

incluem a inibição protetora da principal enzima digestiva, tripsina quando são 

produzidas pequenas quantidades, pela clivagem do precursor do tripsinogênio 

durante o armazenamento no pâncreas (DAVIS; WHITTINGTON, 1995). A aprotinina 
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foi usada como um medicamento administrado por injeção para reduzir o sangramento 

durante cirurgias complexas, como cirurgias cardíacas e hepáticas. A droga foi 

temporariamente retirada em todo o mundo em 2007, depois que estudos sugeriram 

que seu uso, em casos cirúrgicos, aumentava o risco de complicações ou morte 

(BENNETT-GUERRERO et al., 2010). 

O SKTI é um inibidor de protease proteico de enzimas tripsinas-like, presentes 

em altas concentrações nas sementes de soja e induzíveis nas folhas atacadas por 

insetos herbívoros (FAUSTINO et al., 2021). A proteína inibitória contém de 170 a 220 

resíduos de aminoácidos e uma ou duas ligações dissulfeto intra-cadeia, que 

conferem estabilidade a molécula (ROYCHAUDHURI et al., 2003).  

Os inibidores de serino-proteases requerem uma estrutura tridimensional 

específica para que inibam as proteases. Estas moléculas se ligam fortemente às 

proteases, bloqueando seu sítio ativo e formando instantaneamente um complexo 

altamente estável, interrompendo a digestão de certas proteínas. Neste sentido, o 

contato entre o sítio ativo dos inibidores de proteases com o sítio ativo das proteases 

alvo, são frequentemente relacionados à estrutura tridimensional. A dependência de 

inibidores de proteases naturais de sua estrutura tridimensional, é uma característica 

explorada por herbívoros para a inativação destes dentro do intestino médio (SINGH 

et al., 2020).  

 

3.6. Modelagem molecular, docking e dinâmica molecular 

A caracterização estrutural de sequências proteicas de interesse, 

prospectadas por técnicas como proteômica, genômica e transcriptômica podem ser 

preditas rapidamente por homologia. Na modelagem por homologia, a sequência alvo 

é predita de acordo com sua similaridade a uma proteína de estrutura conhecida 

(WATERHOUSE et al., 2018). Proteínas com estruturas conhecidas, geralmente, se 

encontram no PDB (Protein Data Bank) e foram determinadas por técnicas como 

cristalografia por raios-X e ressonância magnética nuclear. Estas técnicas, demandam 

elevado conhecimento e habilidade, além de demandar muito tempo. Por este motivo, 

vários pesquisadores das ciências da vida, recorrem à modelagem molecular para 

solucionar rapidamente, grandes quantidades de sequências de proteínas obtidas por 

técnicas ômicas. 
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 A modelagem por homologia é possível graças à evolução de proteínas, 

que obedecem algumas regras como: sequências de aminoácidos semelhantes, 

resultam em estruturas 3D semelhantes; proteínas homólogas possuem regiões 

conservadas, que podem ser identificadas por alinhamento de sequências, as 

proteínas se agrupam em número limitado de famílias tridimensionais, possibilitando 

modelar as proteínas se já houver pelo menos um membro da família que já possui 

estrutura 3D determinada experimentalmente (WATERHOUSE et al., 2018). 

Estruturas proteicas modeladas e/ou determinadas experimentalmente, 

podem ser utilizadas para compreender os mecanismos de reconhecimento molecular 

proteína-ligante in silico. O processo de docking envolve duas etapas básicas: 

previsão da conformação do ligante, bem como sua posição e orientação dentro dos 

sítios do receptor e avaliação da afinidade de ligação. Para isso, diversos algoritmos 

foram desenvolvidos, como por exemplo o CLUSPRO. Este servidor realiza o docking 

de corpo rígido e gera 109 complexos, realizando movimentos de rotação e translação 

de uma proteína (“ligante”) em relação a outra (“receptor”, mantido fixo) (KOZAKOV 

et al., 2017). A obtenção de uma descrição acurada e automatizada das interações 

entre moléculas, permite a redução de tempo e dos custos envolvidos no desenho 

racional de novas moléculas com potencial biotecnológico (DÍAZ et al., 2020). 

A capacidade computacional atual, permitiu o desenvolvimento de 

ferramentas complementares ao docking molecular que possibilitam uma predição 

mais acurada das ligações entre ligante-receptor. Embora ainda muito utilizado, 

devido ao reduzido esforço computacional, o docking molecular apresenta 

confiabilidade reduzida quando comparado ao método computacional de dinâmica 

molecular. Isto se deve, principalmente, pelo fato de que os algoritmos para docking 

molecular não levam em consideração a flexibilidade do receptor. A dinâmica 

molecular permite avaliar a flexibilidade do complexo durante um intervalo de tempo. 

As interações do complexo nas simulações de dinâmica molecular são levadas em 

consideração de maneira mais realista que o docking molecular uma vez que 

receptores e ligantes podem “experimentar” diversas mudanças conformacionais 

durante o processo de reconhecimento molecular (SANTOS; FERREIRA; 

CAFFARENA, 2019). 
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CAPÍTULO I: TRIPEPTÍDEOS INIBIDORES BASEADOS EM SUBSTRATOS DE 
PROTEASES TRIPSINAS-LIKE 

 
ARTIGO I - Small peptides inhibit gut trypsin-like proteases and impair Anticarsia 

gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) survival and development – Publicado na 
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ARTIGO II - Inhibition constant and stability of tripeptide inhibitors of gut trypsin-like 
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CAPÍTULO I - ARTIGO I 
 

Pequenos peptídeos inibem proteases tripsina-like do intestino e prejudicam a 
sobrevivência e o desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: 
Noctuidae) 
 

RESUMO 

A fase larval de Anticarsia gemmatalis é desfolhadora e considerada uma praga-chave 

da cultura da soja. Os inseticidas inorgânicos, prejudiciais ao meio ambiente e à saúde 

humana, são as principais moléculas utilizadas no controle dessa praga. Neste 

sentido, têm-se buscado novos métodos de manejo mais sustentáveis, baseados em 

moléculas de origem natural, como os inibidores de proteases. Neste trabalho, foram 

realizados docking molecular, ensaios cinéticos e testes biológicos para avaliar a 

atividade inibitória de dois tripeptídeos (i.e., GORE1 e GORE2) racionalmente 

desenhados para inibir enzimas tripsina-like, as principais proteases do intestino 

médio de A. gemmatalis. O docking molecular revelou a formação de ligações de 

hidrogênio entre os peptídeos e resíduos do sítio ativo de tripsinas-like de A. 

gemmatalis e outros lepidópteros. Além disso, os valores negativos da energia de 

ligação gerados pelo docking indicam que estas ligações de hidrogênio potencializam 

a formação do complexo enzima-peptídeos. O teste de inibição in vitro mostrou que 

GORE1 e GORE2 inibem a atividade de enzimas tripsina-like de A. gemmatalis sobre 

o substrato L-BApNA de modo competitivo, apresentando constantes de inibição (KI) 

de 0,49 mM e 0,10 mM, respectivamente. Além disso, a exposição das larvas aos 

peptídeos indicou que estes prejudicam a sobrevivência dos insetos e apresentam 

efeitos em parâmetros de desenvolvimento e digestibilidade. Os resultados, além de 

fornecerem informações de base para o desenvolvimento de novos inibidores de 

tripsina-like, através de ferramentas de peptidomimética, sugerem que estas 

moléculas apresentam potencial para compor formulações biopesticidas contra A. 

gemmatalis. 

 

Palavras-chave: Energia de ligação. Enzimas. Inibição. Perfil farmacofórico. 
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Small peptides inhibit gut trypsin-like proteases and impair Anticarsia 
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) survival and development  

 

ABSTRACT 

Anticarsia gemmatalis larvae are key defoliating pests of soybean plants. Inorganic 

insecticides, harmful to the environment and human health, are the main molecules 

used in the control of this pest. To apply more sustainable management methods, 

organic molecules with high specificities, such as proteinaceous protease inhibitors, 

have been sought. Thus, molecular docking studies, kinetics assays, and biological 

tests were performed to evaluate the inhibitory activity of two peptides (i.e., GORE1 

and GORE2) rationally designed to inhibit trypsin-like enzymes, which are the main 

proteases of A. gemmatalis midgut. The molecular docking simulations revealed 

critical hydrogen bonding patterns of the peptides with key active site residues of 

trypsin-like proteases of A. gemmatalis and other Lepidopteran insects. The negative 

values of binding energy indicate that hydrogen bonds potentiate the tight binding of 

the peptides with trypsin-like proteases, predicting an effective inhibition. The 

inhibition´s rate constants (𝐾𝑖) were 0.49 mM and 0.10 mM for GORE1 and GORE2, 

resulting in effective inhibition of the activity trypsin on the L-BApNA substrate in the in 

vitro tests, pointing at the peptide GORE2 has higher inhibitory capacity on the A. 

gemmatalis trypsins. In addition, the two peptides were determined to be reversible 

competitive inhibitors. The in vivo test demonstrated that the peptides harm the survival 

and development of A. gemmatalis larvae. These results suggest that the peptides are 

potential candidates in the management of A. gemmatalis larvae and provide baseline 

information for the design of new trypsin-like inhibitors based on peptidomimetic tools. 

 

Keywords: Binding energy. Enzymes. Inhibition. Pharmacophoric profile. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A expansão da produção de soja aumentou a vulnerabilidade da cultura a 

insetos-praga (CARNEIRO et al., 2018). Insetos desfolhadores, como a lagarta-da-

soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) causam grandes prejuízos 

econômicos ao agronegócio mundial (GRANDE; RANDO, 2018). O manejo destas 

pragas envolve a pulverização de inseticidas sintéticos, que podem prejudicam a 

saúde humana e o meio-ambiente3. A fim de diminuir o uso de produtos químicos 

inorgânicos na agricultura, têm-se buscado novas moléculas derivadas de compostos 

naturais, que apresentem potencial inseticida e efetividade na agricultura 

(JANKOWSKA et al., 2017; MERIÑO‐CABRERA et al., 2019a; SINGH et al., 2020; 

ZHAO et al., 2019a). 

Neste contexto, os inibidores de proteases (IPs), moléculas que compõem a 

defesa multimecanística de plantas contra herbívoros, são uma alternativa promissora 

para reduzir o uso de defensivos químicos na agricultura (KORTBEEK; VAN DER 

GRAGT; BLEEKER, 2019; WOLDEMARIAM et al., 2018). Vários estudos demonstram 

o potencial inseticida de IPs, que podem afetar a sobrevivência, o desenvolvimento e 

a reprodução de insetos-praga que ingerem estas moléculas em elevadas 

quantidades (CRUZ et al., 2013; MENDONÇA et al., 2020; MERIÑO‐CABRERA et al., 

2019a). Os IPs prejudicam a atividade de proteases digestivas no intestino médio de 

insetos e diminuem a liberação de aminoácidos livres da dieta. Além disso, na tentativa 

de contrapor o efeito de IPs, aminoácidos livres são direcionados para a síntese 

proteica de proteases, reduzindo a oferta destes para outras rotas metabólicas de 

desenvolvimento (DE OLIVEIRA et al., 2013). 

Na soja, os inibidores de serino-proteases são os mais abundantes no 

mecanismo de defesa contra herbívoros, possivelmente devido à coevolução com 

lepidópteros desfolhadores, que possuem aproximadamente 95% de sua atividade 

proteolítica larval realizada por proteases dessa classe (SRINIVASAN; GIRI; GUPTA, 

2006). As enzimas tripsina-like apresentam a maior eficiência catalítica entre as 

serino-proteases nos últimos ínstares larvais (i.e., quarto, quinto e sexto) de insetos 

lepidópteros, onde ocorre 90% da alimentação do inseto (BOLDT; BIEVER; 

IGNOFFO, 1975; GROVER et al., 2018; SILVA JÚNIOR et al., 2020). A exposição de 

larvas de insetos lepidópteros a inibidores de protease da soja, como SKTI (i.e., 

Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor) e SBBI (i.e., Soybean Bowman-Birk Inhibitor), 
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diminui a atividade de tripsinas-like e quimotripsinas-like, afetando a atividade 

proteolítica total no intestino médio (DANTZGER et al., 2015; KUWAR et al., 2015). 

No entanto, embora os IPs prejudiquem o desenvolvimento dos insetos, a co-

evolução com plantas permitiu que os herbívoros desenvolvessem mecanismos 

adaptativos contra essas moléculas específicas (PANDEY; YADAV; SANYAL, 2021). 

Os mecanismos adaptativos consistem principalmente na expressão de proteases 

insensíveis e na inativação através de clivagem proteolítica (SINGH et al., 2020; 

YANG et al., 2009; ZHAO et al., 2010). IPs naturais são moléculas proteicas, cujas as 

regiões de interação com a protease alvo muitas vezes é dependente de estrutura 3D. 

Neste sentido, a presença de ligações peptídicas entre resíduos passíveis de clivagem 

para outras proteases presentes no intestino médio do inseto, aumenta a 

probabilidade de os IPs serem clivados e inativados (YANG et al., 2009). O 

desenvolvimento de inibidores de proteases específicos para enzimas tripsina-like e 

não dependentes da estrutura 3D, podem auxiliar na superação de mecanismos 

adaptativos dos herbívoros. 

Os subsítios S1, S2 e S3 presentes no sítio ativo de tripsinas-like são 

altamente importantes para sua atividade catalítica (HEDSTROM, 2002). Os subsítios 

S2 e S3 tornaram-se mais hidrofóbicos ao longo da evolução dos insetos lepidópteros 

e, portanto, têm afinidades maiores por resíduos de aminoácidos hidrofóbicos (LOPES 

et al., 2006). Enzimas tripsina-like purificadas de bovinos e A. gemmatalis mostraram 

altas afinidades por substratos peptídicos contendo aminoácidos hidrofóbicos nas 

posições P2 e P3 (Oliveira et al., 1993; Patarroyo-Vargas et al., 2020). Por outro lado, 

o subsítio S1 de proteases tripsina-like apresenta afinidade por resíduos de 

aminoácidos básicos (i.e., lisina e arginina) (Souto et al., 2019). Assim, com base 

nessas informações, projetamos os peptídeos GORE1 e GORE2, ambos contendo os 

mesmos resíduos hidrofóbicos e variando apenas na posição P1, sendo o primeiro 

contendo lisina e o segundo arginina. 

No presente estudo, dois tripeptídeos (GORE1 e GORE2), projetados com 

base nos subsítios S1, S2 e S3 de tripsinas-like, foram avaliados quanto a seu 

potencial inibitório e efeitos no ciclo larval de A. gemmatalis. Para isto, seguiu-se uma 

abordagem para avaliar essas moléculas investigando-se as possíveis interações 

enzima-receptor através de docking molecular, cinética enzimática e ensaios in vivo. 

Este trabalho fornece informações básicas para o desenvolvimento de biopesticidas 

alternativos ou complementares no manejo de insetos-praga. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Docking in silico dos tripeptídeos e tripsinas-like de Lepidoptera 

2.1.1. Sequências e previsão da estrutura tridimensional 

As sequências primárias de tripsinas-like foram obtidas pela tradução de 

genes de tripsina identificados por análises de zimograma e espectrometria de massa 

(SILVA JÚNIOR et al., 2020), utilizando-se a ferramenta ExpasyTool (GASTEIGER, 

2003). Sequências de proteínas de tripsina-like de outras espécies de lepidópteros 

(Helicoperva armigera, Manduca sexta e Spodoptera frugiperda) foram usadas para 

comparar a conservação do sítio de ligação com os peptídeos analisados. As 

sequências foram obtidas no site do NCBI (Tabela 1). 

A confirmação da arquitetura de domínio da família da tripsina-like foi 

realizada usando o banco de dados Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk) (FINN et al., 

2016). 

A modelagem das estruturas tridimensionais das sequências primárias 

obtidas foi realizada através do servidor Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). Este servidor é um 

conjunto de ferramentas disponíveis na web para prever possíveis estruturas 3D de 

uma única sequência de proteína submetida. Essa técnica tem aproximadamente 80% 

de precisão se a sequência primária estiver correta (KELLEY et al., 2015). Os arquivos 

modelos em .pdb foram utilizados posteriormente para a realização do docking 

molecular. 

A estrutura dos peptídeos inibidores de GORE1 e GORE2 foi projetada 

utilizando-se o software Discovery Studio (BIOVIA, 2017) e os hidrogênios foram 

adicionados usando o programa Pymol. As estruturas 3D de GORE1 e GORE2 foram 

armazenadas em .pdb para a realização do docking molecular. 

A qualidade dos modelos preditos das proteínas foi avaliada quanto a 

geometria e estereoquímica, distribuição de energia e outras características do 

modelo 3D usando o pacote de análise PRoSA (Protein Structucture Analysis) do 

servidor web (https://prosa.services.came.sbg.ac.em/prosa.php), ERRAT 

(http://services.mbi.ucla.edu/ERRAT/) e analise Ramachandran Plot 

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). 
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2.1.2. Molecular Docking 

A predição das interações moleculares entre as proteases de lepidópteros-

praga (moléculas alvo) e os inibidores de protease peptídicos (ligantes) foi realizada 

por docking molecular utilizando o software online Swissdock (GROSDIDIER; ZOETE; 

MICHIELIN, 2011). O Swissdock é baseado no mecanismo EADock DSS, combinado 

com scripts de configuração para curar problemas comuns e para preparar a proteína 

alvo e os arquivos de entrada do ligante (avaliação crítica da previsão de interações). 

O modo de ligação e a energia foram visualizados e analisados usando o programa 

PyMOL Molecular Graphics System, Versão 2.0 Schrödinger, LLC. Um perfil 

farmacofórico foi obtido do complexo com maior energia de afinidade usando o 

software Discovery Studio (BIOVIA, 2017). 

 

2.2. Análise in vitro do potencial inibitório dos peptídeos 

2.2.1. Purificação parcial de tripsinas-like de Anticarsia gemmatalis 

Um total de 30 larvas de A. gemmatalis foram dissecadas e seus intestinos 

transferidos para uma solução de HCl 1 mM a 4°C na proporção de cinco intestinos 

(350 mg de amostra de intestino médio) por 1 mL. A maceração foi realizada com 

nitrogênio líquido. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 30 min a 4°C e 

filtradas usando uma membrana de 22 μm. O sobrenadante obtido foi armazenado a 

-20°C. 

O procedimento de purificação parcial foi realizado em Cromatografia Líquida 

de Proteína Rápida (FPLC). O volume total da amostra/cromatografia foi de 2ml de 

extrato enzimático contendo o equivalente a 10 intestinos médios. As frações de 

tripsina-like enriquecidas foram obtidas utilizando coluna HiTrap Benzamidine (high 

sub) 5ml (GE Healthcare) equilibrada em tampão Tris-HCl 0,05 mol.L-1 NaCl 0,5 

mol.L-1, pH 7,5. A eluição da proteína foi realizada com tampão Glicina 0,05 mol.L-1, 

pH 3,0, em fluxo contínuo de 1 mL/min e coletada em frações de 2,0 mL. As atividades 

de tripsina-like das frações eluídas foram determinadas usando o L-BApNA como 

substrato (Erlanger et al., 1961; Patarroyo-Vargas et al., 2020). As frações 

correspondentes ao pico de eluição foram reunidas e armazenadas a -20°C para uso 

posterior em ensaios cinéticos enzimáticos. Em seguida, amostras de tripsina-like 



44 
 

enriquecidas foram submetidas à eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 

a 12,5% na presença de SDS (0,1%). O gel foi corado com solução Commassie Blue. 

 

2.2.2. Cinética de inibição 

A redução dependente da concentração na atividade de tripsinas-like de A. 

gemmatalis foi estimada através do substrato cromogênico específico L-BApNA 

(Benzoil-L-arginil-p-nitroanilida). Os ensaios foram realizados em Tris-HCl 0,1 mol/L, 

CaCl2 20 mmol/L pH 8,2, usando concentrações de L-BApNA de 1,25, 2,50, 5,0, 10,0 

e 20,0 mM. As concentrações de inibidores de peptídeo foram, inibidor de GORE1: 

0,04, 0,08, 0,17, 0,35, 0,70, 1,40 mM e inibidor de GORE2: 0,04, 0,08, 0,16, 0,32, 

0,64, 1,29 mM. As reações sem adição de inibidor foram utilizadas como controle 

enzimático. A concentração total de tripsina-like enriquecida foi de 0,2 μg/μL e foram 

utilizados 30 μL no meio reacional. 

As velocidades de reação enzimática observadas versus dados de 

concentração de substrato (na presença e ausência de inibidores) foram ajustadas 

simultaneamente de acordo com o ajuste de regressão não-linear usando o software 

GraphPad Prism 5.033. Duas abordagens foram aplicadas a esta análise. Em uma 

instância, todos os dados foram analisados simultaneamente (Kcat, [E] Km e 𝐾𝑖). 
Esses valores foram então fixados no ajuste dos dados de taxa média obtidos dos 

experimentos de inibição para estimativa de 𝐾𝑖 (COPELAND, 2013). A equação que 

descreve essa relação é:                                                    𝐾ெ𝐾௖௔௧ =  𝐾ெ . [𝐼] 𝐾௜ . 𝐾௖௔௧ +  𝐾ெ𝐾௖௔௧                                         (1) 

 

2.3. Sobrevivência, desenvolvimento e análise nutricional: abordagem in vivo 

Por tratamento, foram utilizadas 30 larvas de A. gemmatalis. Cinco dias após 

a eclosão dos ovos, as larvas mais vigorosas foram selecionadas com auxílio de lupa 

e individualizadas em recipientes plásticos (3x3x5 cm), sendo alimentadas ad libitum 

com dieta artificial contendo ou não inibidores de protease a 25 ± 2 ◦C, 70 ± 10% de 

umidade relativa e sob 14 horas de luz:10- h fotoperíodo escuro (GREENE; LEPPLA; 

DICKERSON, 1976). Os tratamentos consistiram em quatro dietas diferentes: 1- Dieta 

artificial sem inibidor de protease (dieta controle); 2- Dieta artificial contendo 0,12% 
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(p/v) de GORE1; 3- Dieta artificial contendo 0,12% (p/v) de GORE2; 4- Dieta artificial 

contendo 0,12% (p/v) de SKTI. 

A sobrevivência larval foi analisada em dias alternados por meio de 

estimulação mecânica com pinça ou pincel. Os dados de sobrevivência foram 

submetidos ao estimador de Kaplan-Meier (BLAND; ALTMAN, 1998) e as funções 

obtidas de cada tratamento foram comparadas pelo teste Log-rank. Além disso, a 

duração do ciclo larval, peso pupal, teor de proteína pupal e a relação entre teor de 

proteína pupal e peso pupal foram avaliados e os dados submetidos à Análise de 

Variância seguida de análise post-hoc usando o teste de Duncan. Para determinação 

de proteínas totais, as pupas foram maceradas com nitrogênio líquido e 

homogeneizadas na proporção de 1 pupa por 5 mL de solução de HCl 10-3 M e a 

concentração da proteína foi realizada no comprimento de onda de 595 nm pelo 

método de Bradford. 

Por fim, dez larvas de A. gemmatalis recém chegadas ao quinto instar foram 

individualizadas para avaliação de parâmetros de digestibilidade. As larvas foram 

individualizadas em recipientes plásticos com 3g de dieta, contendo ou não IPs. Os 

insetos foram mantidos a 25 ± 1°C, 14:10 h (claro/escuro). Após 3 dias, as larvas 

foram pesadas e a quantidades de pellets fecais produzida e a dieta restante foram 

registradas através de balança analítica de precisão. Foram avaliados os parâmetros 

nutricionais eficiência de conversão do alimento ingerido (ECI), eficiência de 

conversão do alimento digerido (ECD) e digestibilidade aproximada (AD) 

(WALDBAUER, 1968).  
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3. RESULTADOS 
 

3.1. Docking molecular e perfil farmacofórico: abordagem in silico 

Para explorar a interação molecular entre os peptídeos projetados e tripsinas-

like de lepidópteros, a simulação in silico por docking molecular foi estudada usando 

Swissdock, um serviço web para prever as interações moleculares que podem ocorrer 

entre uma proteína alvo e uma pequena molécula, como os peptídeos analisados. O 

programa gerou vários complexos receptor-peptídeos, dos quais foram selecionadas 

as melhores conformações, com base no valor de afinidade (ou seja, os modelos com 

∆G de ligação mais negativos). No docking proteína-peptídeo, apenas os graus de 

liberdade do ligante (movimentos translacionais e rotacionais da molécula) são 

explorados, mantendo rígido o centro de massa da proteína receptora. 

Assim, cada peptídeo foi acoplado com seis tripsinas-like de A. gemmatalis e 

mais três tripsinas-like de Lepidopterós pragas (Tabela 1), gerando nove complexos 

para cada peptídeo (GORE1 e GORE2). A partir dos nove complexos, foi realizado o 

perfil farmacofórico (Fig. 1-4). Aproximidamente 97% das ligações formadas entre 

peptídeos e tripsinas-like são ligações H, incluindo ligações convencionais de 

hidrogênio, carbono-hidrogênio e Pi-hidrogênio (Fig. 1-4, Tabela 2). Especificamente, 

o peptídeo GORE2 interage com as tripsinas-like de A. gemmatalis através de 

ligações H com resíduos de aminoácidos como Cys72, Tyr45, Asp 116, Cys207, 

Gly208, interagindo com aminoácidos catalíticos diretamente e bloqueando 

espacialmente o sítio ativo (Fig. 3 e 4). Além disso, uma interação pi-sigma entre 

GORE2 e o resíduo Tyr88 de A. gemmatalis foi encontrada nas análises de docking 

realizadas. 

A afinidade de ligação entre o peptídeo GORE2 e as tripsinas dos insetos 

lepidópteros é confirmada pelos valores de ∆G de ligação (Tabela 2), que foram todos 

negativos e inferiores a -7,5 Kcal/mol. Para a melhor pose do ligante associado à 

tripsina de A. gemmatalis o valor de ∆G de ligação foi de -9,87 Kcal/mol, sendo o maior 

valor de energia de afinidade entre GORE2 e os receptores tripsina-like (Tabela 2). 

Para o peptídeo GORE1, verificou-se que 53% das ligações formadas com as 

tripsinas-like aqui analisadas são do tipo ligação de hidrogênio convencional, seguidas 

de 27% de ligações do tipo carbono-hidrogênio e 10% de ligações Pi-hidrogênio (Fig. 

1 e 2). O peptídeo GORE1 interage com as tripsinas-like de A. gemmatalis através de 
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ligações de hidrogênio concencionais e carbono-hidrogênio com os resíduos de 

aminoácidos Hys57, Val74, Ser211, Phe 208 e Cys208, todos próximos da tríade 

catalítica da tripsina. Assim, semelhante ao GORE2, este peptídeo inibidor também 

obstrui espacialmente o sítio ativo da enzima (Fig. 1 e 2). 

 A afinidade de ligação entre o peptídeo GORE1 e as tripsinas-like dos 

lepidópteros avaliados, é confirmada pelos valores de ∆G de ligação (Tabela 2), todos 

negativos, com valores variando entre -7,14 e -8,96 Kcal/mol. Para a melhor pose do 

ligante associado à tripsina de A. gemmatalis o valor da ligação ∆G foi de -8,96 

Kcal/mol, sendo o maior valor de energia de afinidade entre GORE1 e os receptores 

tripsina-like (Tabela 2). 

 

3.2. Purificação parcial das tripsinas-like do intestino de A. gemmatalis 

Para abordar os parâmetros cinéticos de proteases de tipo tripsinas-like 

expostas a inibidores de peptídeos, purificamos parcialmente o extrato bruto do 

intestino médio de A. gemmatalis (Fig. 5). Em uma única etapa de purificação usando 

a coluna HiTrap Benzamidine, apenas um pico (fração 4-7) com atividade de tripsina-

like foi detectado no cromatograma, usando L-BApNA como substrato. Neste pico, as 

atividades observadas variaram de 0,57 a 4,43 μM/s (Fig. 5A). 

Além disso, a concentração de proteína total (Abs 595 nm) refletiu o perfil de 

atividade tríptica (Abs 410 nm) (Fig. 5B). A atividade específica de proteases tripsina-

like entre amostras brutas e purificadas aumentou de 1,35 para 4,43 µMs-1µg-1, 

constituindo um fator de purificação de 3,28 (Tabela 3). 

Em seguida, as frações enriquecidas contendo atividade de tripsina-like foram 

reunidas após passar pela coluna de cromatografia e avaliadas por SDS-PAGE. A 

canaleta 2 do gel, contendo o extrato purificado, apresentou um perfil de proteínas 

diferente quando comparada com a canaleta 3, contendo extrato bruto. No extrato 

purificado várias bandas adicionais, variando de 20 a 35 kDa, foram melhores 

visualizadas em relação ao extrato bruto, indicando a presença de enzimas tripsina-

like e redução de redução de otros tipos proteicos (Fig. 5C). 
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3.3. Cinética de inibição 

Para avaliar a cinética de inibição dos peptídeos frente a enzimas tripsina-like 

de A. gemmatalis, um método de regressão não linear foi utilizado para determinar a 

constante de inibição 𝐾𝑖. Os dados de controle (sem inibidor) foram analisados por 

regressão não linear para obter os melhores valores de ajuste para Kcat e KM (Fig. 

6A e 6B). Esses valores foram então fixados na análise subsequente de todos os 

dados (dados de controle e inibição) para o cálculo de 𝐾𝑖. O valor de 𝐾𝑖 foi de 0,49 

mM para o inibidor de peptídeo GORE1 (Fig. 7C) e 0,10 mM para o inibidor de 

peptídeo GORE2 (Fig. 6D). 

A análise de regressão indica que ambos os peptídeos exibiram inibição 

competitiva para as tripsinas de A. gemmatalis, GORE1 (R=0,75 p<0,03) e GORE2 

(R=0,9 p<0,0001) como mostrado na análise de Kinect enzymes no software 

Graphpad prisma como mostrado na Fig. 6C e D. 

 

3.4. Sobrevivência, desenvolvimento e análise nutricional 

Para validar o efeito da inibição da tripsina-like sobre os insetos, a 

sobrevivência de larvas de A. gemmatalis alimentadas com dietas contendo GORE1 

ou GORE2 e SKTI (controle positivo) a 0,12% p de inibidor/v de dieta, foi avaliada. As 

ingestões crônicas dos peptídeos e SKTI mostraram mortalidade aumentada quando 

comparadas ao controle (Log-rank χ2 = 10,34, p = 0,0159) (Fig. 7). No entanto, a 

presença do peptídeo GORE2 na dieta teve efeito mais pronunciado na sobrevivência 

das larvas ao final do ciclo larval (40% de sobrevivência) do que SKTI e GORE1 (60% 

de sobrevivência) (Fig. 7). 

Os parâmetros biológicos larvais e pupal quanto ao período larval (F=6,134; 

p=0,003) e peso pupal (F=3,919; p=0,022) foram significativamente diferentes entre 

as larvas sobreviventes dos tratamentos. A duração do período larval dos insetos 

alimentados com a dieta controle foi de 14,667±0,15 dias, enquanto as larvas 

alimentadas com dieta contendo GORE2 foi de 15,75±0,25 dias, mostrando efeito de 

alongamento do ciclo larval causado por este peptídeo (Tabela 4). Por outro lado, o 

peso das pupas foi afetado negativamente apenas nas larvas expostas à dieta 

contendo o peptídeo GORE1, diminuindo aproximadamente 15% do peso (Tabela 4). 

Embora o teor de proteína pupal tenha apresentado resultados semelhantes 

entre todos os tratamentos (F=1,130; p=0,359), quando se calculou o teor de proteína 
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pupal e a relação peso pupal, as pupas das larvas expostas ao GORE2 apresentaram 

menor acúmulo de proteína (p<0,001) (Tabela 4). No geral, as análises nutricionais 

revelaram que os peptídeos GORE1 e GORE2 têm um efeito tóxico quando ingeridos 

por larvas de A. gemmatalis com parâmetros ECI, ECD e AD reduzidos (p<0,05) (Fig. 

8). O efeito dos peptídeos nos parâmetros nutricionais foi semelhante ao do SKTI 

(controle positivo), um inibidor de protease natural extraído da soja (Fig. 8A e 8B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

4. DISCUSSÃO 
 

Plantas geneticamente modificadas portadoras de toxinas Bt e inseticidas 

inorgânicos são ferramentas indispensáveis e difundidas na agricultura intensiva para 

controlar pragas de insetos lepidópteros (KHAN, 2019; REISIG; KURTZ, 2018). No 

entanto, com o relato de insetos-praga resistentes ao Bt e os efeitos nocivos à saúde 

humana e ao meio ambiente de inseticidas inorgânicos, pesquisas intensivas têm sido 

realizadas para encontrar moléculas ecologicamente corretas capazes de atuar no 

controle de insetos-praga (PANDEY; YADAV; SANYAL, 2021). Os inibidores de 

protease estão entre as moléculas de origem natural que podem ser utilizadas no 

manejo de herbívoros (SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). Neste trabalho, 

avaliamos as interações in silico, a cinética e efeitos biológicos de GORE1 e GORE2, 

dois pequenos peptídeos racionalmente projetados para ligar e inibir proteases 

tripsina-like. Moléculas peptídicas apresentam uso potencial na agricultura, porque a 

estabilidade destas moléculas pode ser ajustada através de peptídeomimética. Sendo 

assim, estas moléculas podem ser ajustadas e carreadas para a cultura de forma a 

durarem o suficiente para controlar os herbívoros praga, mas também para degradar 

como demonstrado em outros estudos (MERIÑO-CABRERA et al., 2020). Isto significa 

que biopesticidas contendo peptídeos não causaria os problemas a longo prazo dos 

inseticidas convencionais sem derivativos biológicos. Além disso, a produção de 

peptídeos em larga escala é mais fácil por meio de síntese química em comparação 

com a de um inibidor proteico, como o SKTI, o que pode viabilizar a produção em larga 

escala. 

 Os resultados de docking previstos mostraram energias de ligação 

negativas para todos os complexos peptídeo-tripsina, indicando que essas moléculas 

se ligam a proteases tripsina-like e formam interações estáveis. As energias de ligação 

observadas para os complexos tripsina-peptídeos variaram de valores semelhantes a 

outros complexos ligante-receptor altamente estáveis, como enzimas BACE1 e 

fucoxantina e fucosterol (-7,0 kcal/mol e -10,1 kcal/mol) (JUNG et al., 2016). Os 

menores valores de energia de ligação observados para GORE2 (-7,57 a -9,87) do 

que GORE1 (-7,14 a -8,96) são possivelmente devido a interações eletrostáticas mais 

fortes entre os resíduos de tripsina-like e o grupo guanidínio duplamente carregado 

positivamente do resíduo de arginina presente nos primeiros (Oliveira et al., 1993; 

Saczewski & Balewski, 2009; Sokalingam et al., 2012). Enzimas tripsina-like 
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apresentam um resíduo de aspartato importante no sítio S1, responsável pela 

especificidade por aminoácidos básicos lisina e arginina (Hedstrom, 2002; Oliveira et 

al., 1993).  

Neste estudo, as interações moleculares de cada resíduo nas proximidades 

do sítio de tripsinas-like de A. gemmatalis foram realizadas (distância menor que 4Å) 

para identificar aquelas que são importantes na formação do complexo tripsina-

peptídeo inibidor. Aproximadamente três resíduos de aminoácidos receptores têm 

uma contribuição favorável, criando interações eletrostáticas, ligações de hidrogênio 

convencionais, ligações de hidrogênio doador pi e ligações carbono-hidrogênio com 

os ligantes. Uma interação pi-sigma foi observada exclusivamente entre o peptídeo 

GORE2 e a tripsina 4 de A. gemmatalis. As interações do tipo pi-sigma podem 

contribuir para a redução da distância entre o ligante e o receptor, levando a uma 

maior estabilidade dos complexos enzima-inibidor (Singh et al., 2012).   

A maioria das melhores poses obtidas para os complexos mostraram ligação 

com pelo menos um resíduo de aminoácido chave do sítio catalítico de enzimas tipo 

tripsina (LIANG; PHILLIP BOWEN, 2016). Embora algumas poses não tenham uma 

conexão direta com os resíduos conservados de ligação ao substrato e a tríade 

catalítica, as interações foram formadas com resíduos presentes no bolsão do sítio 

ativo, que podem bloquear espacialmente as interações com o substrato. O padrão 

de interação com os resíduos do sítio ativo indica um modelo de inibição competitiva, 

pois eles se ligam no mesmo local que o substrato natural das proteases tripsina-like 

(LEWIS et al., 1993). O tamanho dos peptídeos possivelmente confere uma vantagem 

na ligação competitiva em comparação com outros inibidores de proteases maiores, 

uma vez que o menor tamanho dessas moléculas poderia maximizar as interações 

com os sítios ativos de tripsina-like (SAIKHEDKAR et al., 2018). 

 A análise complementar de ensaios cinéticos enzimáticos confirmou o 

modelo de inibição competitiva para GORE1 e GORE2. Ambos os peptídeos se 

encaixam no modelo específico de inibição competitiva. A capacidade de GORE1 e 

GORE2 em inibir tripsinas-like de A. gemmatalis in vitro e as baixas constantes 

inibitórias (𝐾𝑖) obtidas para a interação, indicam que estas moléculas apresentam 

potencial para serem utilizadas no controle de insetos-praga. Normalmente, um valor 

de 𝐾𝑖 mais baixo indica uma ligação enzimática mais forte, portanto, um inibidor mais 

eficaz (Zhao et al., 2019). Os peptídeos GORE1 e GORE2 apresentaram um 𝐾𝑖 dez 

e duas vezes menor que o 𝐾𝑖 da Benzamidina e ApTI, dois fortes e eficazes inibidores 
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de protease com atividade inseticida contra insetos-praga lepidópteros (Meriño‐
Cabrera et al., 2019; Pilon et al., 2018). O valor 𝐾𝑖 mais baixo do peptídeo GORE2 do 

que GORE1 mostra que enzimas tripsina-like de A. gemmatalis se ligam 

preferencialmente à arginina sobre a lisina na posição do substrato P1. Este resultado 

difere daquele apresentado por Lopes et al., 2005, que demonstrou que tripsinas-like 

de insetos lepidópteros não possuem diferenças na preferência por resíduos de 

arginina e lisina na posição P1. 

 A análise da cinética de inibição demonstrou que ambos os peptídeos 

apresentaram um modelo de inibição competitivo. Assim, resultados de docking 

molecular apoiaram os resultados experimentais, uma vez que a maioria das melhores 

poses para os complexos enzima-peptídeo mostraram interações com o sítio ativo de 

tripsinas-like. Desta forma, estudos de docking molecular estão se mostrando bons 

métodos para prever bolsões de ligação e tipos de interações para complexos ligante-

receptor.  

 Larvas de A. gemmatalis alimentadas com dietas contendo os peptídeos 

GORE1 e GORE2 apresentaram sobrevivência reduzida, sendo explicada pelo fato 

de inibirem a principal protease digestiva (i.e., tripsinas-like) de insetos lepidópteros 

(Oliveira et al., 2005; Silva Júnior et al., 2020). A inibição de proteases digestivas afeta 

negativamente a digestão proteica, causando deficiência de aminoácidos e reciclagem 

ineficiente de proteínas, o que desestabiliza o metabolismo larval (Singh et al., 2020). 

Outros inibidores de protease de enzimas tripsinas-like testados contra lepidópteros e 

outras larvas de insetos também mostraram redução na sobrevivência larval 

(MERIÑO‐CABRERA et al., 2019b; VAJRAVIJAYAN et al., 2018; ZHU-SALZMAN; 

ZENG, 2015). A maior redução da sobrevivência conferida pelo peptídeo GORE2 

provavelmente se deve à sua maior capacidade de se ligar a enzimas tripsina-like, 

demonstrada pela sua menor constante de inibição (𝐾𝑖). Além disso, o prolongamento 

do período larval causado pelo GORE2 aumenta a exposição das larvas a inimigos 

naturais, o que pode ajudar na redução da população de A. gemmatalis no campo 

(BOND et al., 2017). A menor relação teor de proteína pupal/peso pupal das larvas 

expostas ao GORE2 indica que este inibidor reduziu ainda, o acúmulo de proteína, o 

que pode afetar negativamente as trocas de instares e o desenvolvimento de insetos 

adultos (OONINCX et al., 2015). 

Foi registrada uma queda na eficiência de conversão do alimento ingerido 

(ECI) e digerido (ECD) quando os peptídeos foram incorporados à dieta das larvas. 
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Esses resultados corroboram o fato de que os inibidores de natureza proteica têm 

efeito prejudicial na digestão de alimentos por insetos. Resultados semelhantes foram 

encontrados em outros estudos, como quando larvas de Plutella xylostella (L.) e 

P.rapae foram alimentadas com uma dieta contendo inibidores de proteases extraídos 

de trigo, canola, gergelim, feijão e triticale e apresentaram redução de ECI e ECD 

quando comparados às larvas controle (DASTRANJ et al., 2018). A eficiência inibitória 

dos peptídeos no ensaio in vivo é comparada com o inibidor de proteases SKTI, 

mostrando uma diminuição semelhante nos índices nutricionais.  

Coletivamente, os resultados demonstram que os peptídeos GORE1 e 

GORE2 reduzem a sobrevivência de larvas de A. gemmatalis alimentadas 

cronicamente em dieta artificial contendo as moléculas. Os peptídeos inibidores 

impactaram parâmetros de desenvolvimento importantes do inseto, sendo os efeitos 

de GORE2 mais pronunciados. Além disso, foi demonstrado que enzimas tripsina-like 

de A. gemmatalis apresentam preferência por resíduos de arginina do que lisina na 

posição P1. 
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TABELAS 
 

Tabela 1. Sequências de tripsinas-like de pragas de Lepidoptera obtidas do banco de 
dados NCBI (Anticarsia gemmatalis 1, Anticarsia gemmatalis 2, Helicoperva armigera, 
Manduca sexta e Spodoptera frugiperda) e identificadas por Da Silva Junior et al. 2019 
(Anticarsia gemmatalis 3-6) 

GenBank Species 

AWL83213.1 Anticarsia gemmatalis 1 

AWL83215.1 Anticarsia gemmatalis 2 

GFUV01000200.1_218 Anticarsia gemmatalis 3 

GFUV01000974.1_1027 Anticarsia gemmatalis 4 

GFUV01001559.1_1635 Anticarsia gemmatalis 5 

GFUV01004150.1_4332 Anticarsia gemmatalis 6 

ACB54938.1 Helicoperva armígera 

AAA29339.1 Manduca sexta 

ACR25157.1 Spodoptera frugiperda 

 

Tabela 2. Energia livre de ligação calculada para os complexos GORE1-tripsina e 
GORE2-tripsina de Anticarsia gemmatalis e outras tripsinas-like de insetos 
lepidópteros usando o software online Swissdock. 

Trypsins ∆G஻௜௡ௗ௜௡௚  
GORE1 

∆G஻௜௡ௗ௜௡௚  
GORE2 

A. gemmatalis 1 -7.31 -7.65 
A. gemmatalis 2 -7.14 -8.23 
A. gemmatalis 3 -7.45 -8.41 
A. gemmatalis 4 
A. gemmatalis 5 
A. gemmatalis 6 

            -7.66 
-8.96 
-7.77 

-9.26 
-9.87 
-8.63 

H. armígera -6.77 -9.16 
M. sexta 

S. frugiperda 
-8.26 
-7.20 

 

-7.57 
-9.68 
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Tabela 3. Purificação parcial do extrato bruto do intestino de A. gemmatalis visando a 
obtenção de tripsinas-like.  

Material Total 

protein 

(µg/ µL) 

Total activity 

(µM/s) 

Specific 

activity (µM. s-

1µg-1) 

Fold 

purification 

Enzyme 

yield (%) 

Extract 0.82 1.31 1.35 1.0 100 

Purified 0.24 1.05 4.43 3.28 80 

 

Tabela 4. Parâmetros de larvas e pupas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: 
Noctuidae) expostos a dieta contendo 0,12% dos peptídeos GORE1 e GORE2, 
inibidor de SKTI (controle positivo) e dieta controle (sem inibidor). Os dados da tabela 
são médias ± SE. Diferentes letras minúsculas na mesma coluna indicam diferença 
significativa em P < 0,05 avaliado pelo teste de Duncan. 

Protease 
inhibitor 

Larval period 
(days) 

Pupal weight 
(g) 

Pupal protein 
content (µg/µl) 

Pupal protein 
content/ Pupal 

weight ratio 
Control 14.667 ± 0.150a 0.214 ± 0.009a 1.107 ± 0.0305a 5.347 ± 0.150a 

GORE1 14.833 ± 0.167a 0.181 ± 0.008b 1.152 ± 0.0161a 6.380 ± 0.249b 

GORE2 15.750 ± 0.250b 0.233 ± 0.013a 1.173 ± 0.0461a 4.603 ± 0.155c 

SKTI 14.833 ± 0.149a 0.213 ± 0.008a 1.101 ± 0.0234a 5.182 ± 0.130ac 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 
 

FIGURAS 

 
Figura 1. Perfil farmacofórico gerado pelo programa Discovery studio das interações 
entre tripsinas-like de A. gemmatalis e o peptídeo GORE1, obtidos por docking 
molecular. 

 

 

Figura 2. Perfil farmacofórico gerado pelo programa Discovery studio das interações 
entre tripsinas-like de (A) Helicoverpa armigera (B) Manduca sexta (C) Spodoptera 
frugiperda e o peptídeo GORE1, obtidos por docking molecular. 
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Figura 3. Perfil farmacofórico gerado pelo programa Discovery studio das interações 
entre tripsinas-like de A. gemmatalis e o peptídeo GORE2, obtidos por docking 
molecular. 

 

 

Figura 4. Perfil farmacofórico gerado pelo programa Discovery studio das interações 
entre tripsinas-like de (A) Helicoverpa armigera (B) Manduca sexta (C) Spodoptera 
frugiperda e o peptídeo GORE2, obtidos por docking molecular. 
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Figura 5. Perfil cromatográfico do extrato solúvel do intestino de Anticarsia gemmatalis 
(Lepidoptera: Noctuidae) em coluna HiTrap Benzamidine (high sub) (GE). A atividade 
de tripsina-like (μM/s) foi realizada usando o substrato L-BApNA (a). Concentração de 
proteína (μg/μL) (b). Perfil eletroforético em eletroforese em gel de dodecil sulfato de 
sódio-poliacrilamida (SDS-PAGE) serino-protease 12% solúvel no intestino de 
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (c). Massa molecular padrão 
(Promega) (1). Fração solúvel do extrato bruto (2). Fração enzimática correspondente 
ao pico de atividade após purificação em coluna HiTrap Benzamidine (high sub) (GE) 
(3). A figura foi realizada usando o software Graphpad Prism. 
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Figura 6. Método SNLR (Regressão Não Linear Simultânea) para análise da atividade 
inibitória competitiva dos peptídeos GORE1 (A e C) e GORE2 (B e D), sobre as 
proteases tripsina-like de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae). A figura foi 
realizada usando o software Graphpad Prism. 

 

 

Figure 7. Gráficos de sobrevivência de larvas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: 
Noctuidae) criadas em dieta contendo peptídeo GORE1, peptídeo GORE2, inibidores 
SKTI (controle positivo) na concentração de 0,12%. A dieta sem inibidores foi utilizada 
como controle negativo.  
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Figure 8. Índices nutricionais de larvas de Anticarsia gemmatalis expostas a dieta 
contendo 0,12% dos peptídeos GORE1 e GORE2, inibidor de SKTI (controle positivo) 
e dieta controle (sem inibidor). (A) Eficiência de conversão de alimentos ingeridos 
(ECI); (B) Eficiência de conversão de alimentos digeridos (ECD); e (C) Digestibilidade 
Aproximada (AD).  
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CAPÍTULO I – ARTIGO II 
 

Constante inibitória por dinâmica molecular e estabilidade de tripeptídeos 
inibidores de tripsinas-like da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis. 
 

RESUMO 

Os insetos superam a ação dos IPs naturais devido a adaptações evolutivas por meio 

de proteólise endógena e reprogramação de proteases. As adaptações de insetos 

dificultam a formulação de produtos fitossanitários baseados em IP. No entanto, 

pequenos peptídeos desenhados com base no sítio ativo de enzimas têm mostrado 

resultados promissores que podem mudar esse cenário. GORE1 e GORE2 são 

tripeptídeos projetados que reduzem a sobrevivência de Anticarsia gemmatalis 

quando ingeridos por via oral. Neste artigo, a estabilidade e capacidade dos peptídeos 

de se ligar a tripsinas-like de A. gemmatalis foram avaliadas por simulações de 

dinâmica molecular (MD). A capacidade dos peptídeos de inibir enzimas tripsina-like 

in vivo foi comparada com a da proteína SKTI, expondo larvas de A. gemmatalis a 

diferentes concentrações dos PIs e verificando a persistência da exposição pelo 

tempo. Durante a simulação MD dos complexos enzima-ligante, ambos os peptídeos 

apresentaram uma pequena variação de RMSD e RMSF, sugerindo que essas 

moléculas atingem o equilíbrio ao formar um complexo com a enzima tripsina-like. 

Além disso, ambos os peptídeos formaram ligações de hidrogênio com resíduos do 

sítio ativo de tripsinas-like de A. gemmatalis, sendo que GORE2 foi a molécula que 

mais fez interações. Larvas de A. gemmatalis expostas aos peptídeos e SKTI 

apresentaram redução semelhante na atividade proteolítica, mas a persistência da 

inibição de tripsinas-like foi maior nos insetos alimentados com peptídeos. Apesar de 

seu tamanho, os peptídeos exibem importantes interações com o sítio ativo de 

tripsinas-like, estabilidade durante a formação do complexo e efeitos de estabilidade 

in vivo. Os resultados deste trabalho fornecem informações fundamentais para o 

desenvolvimento de moléculas miméticas e auxiliam na tomada de decisão para a 

seleção de métodos de delivery para experimentos de maior escala com moléculas 

semelhantes. 

 



78 
 

Palavras-chave: Persistência da inibição. Larvas. NAMD. Controle de pragas. 

Proteases totais. 
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ABSTRACT 
 

Inhibition constant and stability of tripeptide inhibitors of gut trypsin-like 
enzyme of the soybean pest Anticarsia gemmatalis 
 
Insects overcome the action of natural protease inhibitors (PIs) due to evolutionary 

adaptations through endogenous proteolysis and reprogramming proteases. Insect 

adaptations complicate the formulation of IP-based crop protection products. However, 

small peptides designed based on the active site of enzymes have shown promising 

results that could change this scenario. GORE1 and GORE2 are designed tripeptides 

that reduce the survival of Anticarsia gemmatalis when ingested orally. In this article, 

the stability and ability of the peptides to bind trypsin-like enzymes of A. gemmatalis 

were evaluated by molecular dynamics (MD) simulations. The ability of the peptides to 

inhibit trypsin-like enzymes in vivo was compared with the SKTI protein by feeding A. 

gemmatalis larvae at different concentrations, followed by an inhibition persistence 

assay. During the MD simulation of enzyme–ligand complexes, both peptides showed 

a small variation of root-mean-square deviation and root-mean-square fluctuation, 

suggesting that these molecules reach equilibrium when forming a complex with the 

trypsin-like enzyme. Furthermore, both peptides form hydrogen bonds with substrate 

recognition sites of A. gemmatalis trypsin-like enzyme, with GORE2 having more 

interactions than GORE1. Larvae of A. gemmatalis exposed to the peptides and SKTI 

showed a similar reduction in proteolytic activity, but the persistence of inhibition of 

trypsin-like enzyme was longer in peptide-fed insects. Despite their size, the peptides 

exhibit important active and substrate binding site interactions, stability during complex 

formation, and steadiness effects in vivo. The results provide fundamental information 

for the development of mimetic molecules and help in decision-making for the selection 

of delivery methods for larger-scale experiments regarding similar molecules. 

 

Keyword: Persistence of inhibition. Larvae. NAMD. Pest control. Total proteases. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Insetos-praga contribuem para a perda de grãos alimentares armazenados 

(BERGVINSON; GARCÍA-LARA, 2004), destroem a produção agrícola anual do 

mundo (OERKE, 2006), danificam estruturas humanas ao custo de milhões de dólares 

(ELZEN; HARDEE, 2003), e transmite uma série de patógenos humanos e 

veterinários (Gratz, 1999). Desde a introdução do DDT na década de 1940, a 

agricultura tem feito uso de inseticidas químicos (CASIDA; QUISTAD, 1998). No 

entanto, o desenvolvimento de resistência a insetos e impactos ambientais e na saúde 

humana têm estimulado a busca por novos compostos inseticidas, novos alvos 

moleculares e métodos alternativos de controle (NAUEN; STEINBACH, 2016; REISIG; 

KURTZ, 2018). Assim, este estudo propõe a utilização de peptídeos inibidores de 

protease para inibir proteases de insetos lepidópteros. 

Os inibidores de protease (IPs) são moléculas naturais proteicas com 

atividade inseticida que apresentam expressão gênica aumentada pelas plantas de 

acordo com o nível de herbivoria. Essas moléculas se ligam ao sítio ativo das 

proteases prevenindo a proteólise no intestino médio dos insetos (SINGH et al., 2020). 

A exposição de insetos a essas moléculas pode causar efeitos antialimentares, atraso 

no ciclo larval, diminuição da oviposição, malformação de adultos e morte (ZHU-

SALZMAN; ZENG, 2015). O prejuízo negativo no fitness dos insetos ocorre 

principalmente devido à redução na disponibilidade de aminoácidos livres. Além disso, 

os IPs podem afetar o desenvolvimento dos insetos por meio de um mecanismo de 

feedback que leva a um aumento na produção de proteases que deslocam 

aminoácidos de rotas metabólicas de desenvolvimento (DE OLIVEIRA et al., 2013). 

Muitos estudos têm demonstrado os efeitos anti-insetos dos IPs contra insetos 

lepidópteros, incluindo a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: 

Noctuidae), uma importante praga da soja na região neotropical (CRUZ et al., 2013; 

MENDONÇA et al., 2020; MERIÑO‐CABRERA et al., 2019a; PANDEY; YADAV; 

SANYAL, 2021). No entanto, a aplicação de IPs em campos agrícolas é infrutífera 

devido à baixa estabilidade das moléculas e aos mecanismos adaptativos dos insetos 

desenvolvidos ao longo da evolução com as plantas.  

Os principais mecanismos adaptativos exibidos por insetos lepidópteros após 

exposição à IPs incluem superprodução de proteases alvo e insensíveis e inativação 

por clivagem proteolítica (KUWAR et al., 2015; SINGH et al., 2020). A maioria dos IPs 
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que são objeto de estudos contra insetos Lepidoptera são moléculas grandes e pouco 

estáveis que fornecem sítios de clivagem para proteases não-alvo, o que pode levar 

à sua inativação (SINGH et al., 2020; YANG et al., 2009). 

Assim, dados os mecanismos adaptativos acima mencionados, exibidos por 

insetos lepidópteros quando expostos a proteínas do tipo PIs, moléculas menores e 

específicas têm sido propostas como inibidoras de suas principais proteases no 

intestino (MERIÑO-CABRERA et al., 2020; SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019; SPIT et 

al., 2012). Neste trabalho, caracterizamos a estabilidade in silico por dinâmica 

molecular e in vitro dos tripeptídeos previamente propostos GORE1 e GORE2 

(ALMEIDA BARROS et al., 2021; PATARROYO-VARGAS et al., 2018). Além disso, 

os efeitos in vivo sobre as enzimas tripsina-like de A. gemmatalis foram avaliados. 

Informações mais refinadas sobre os grupos funcionais dos peptídeos através da 

dinâmica molecular foram geradas, o que pode ajudar a definir peptídeos miméticos 

com estabilidade e afinidade ainda maiores para enzimas tripsina-like em trabalhos 

futuros. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1. Análises in silico 

2.1.1. ID Tripsinas-like, desenho dos peptídeos e formação dos complexos 
enzima-peptídeo 

Para obter dados de dinâmica molecular, docking molecular entre tripsinas-

like e os peptídeos ligantes foi realizado (ALMEIDA BARROS et al., 2021) e os 

melhores complexos foram escolhidos para o ensaio dinâmico. O ensaio de dinâmica 

molecular foi feito entre os ligantes GORE1 e GORE2 e a tripsina-1-like 

(XM_004931762.2), identificada por LC-MS/MS em zimograma carregado com extrato 

do intestino médio de A. gemmatalis (SILVA JÚNIOR et al., 2020). A estrutura 3D da 

proteína tripsina-1-like foi modelada usando o servidor Phyre2 (KELLEY et al., 2015), 

e o modelo usado para modelagem foi C6esoA, confiança 100,0 e % i.d. de 34 

(Arquivo .pdf suplementar). GORE1 e GORE2 foram projetados usando o software 

Discovery Studio (BIOVIA, 2017) e átomos de hidrogênio foram adicionados usando 

o software Pymol. 

 

2.1.2. Simulações de dinâmica molecular de peptídeos em solução 

As simulações foram realizadas usando o campo de força CHARMM36 do 

pacote computacional NAMD 2.12 (HUANG et al., 2017). O modelo teórico validado 

para GORE1 e GORE2 foi utilizado como estrutura inicial nas simulações e 

posteriormente imerso em moléculas de água em uma caixa cúbica. Para manter a 

neutralidade da carga total do sistema, moléculas de cloreto de sódio e cálcio foram 

usadas como fonte de íons. A inserção de íons foi realizada usando a ferramenta 

Autoionize do VMD. Após 1000 etapas de minimização, o sistema foi simulado a 310 

K e pressão de 1 atm no conjunto de pressão constante (NPT). Para as interações 

não ligadas, o corte foi ajustado para 12 Å e para o longo alcance, o sistema foi 

modelado usando o método Particle Mesh Ewald (PME). Os sistemas com energia 

minimizada, temperatura e pressão equilibradas foram submetidos à simulação de 

dinâmica molecular (MD) ao longo de 15 ns. 
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2.1.3. Energia livre de ligação entre a enzima tripsina-like de A. gemmatalis e 
peptídeos 

Para cada complexo (tripsina-GORE1 e tripsina-GORE2), foi realizada uma 

simulação MD com solvente explícito. As estruturas iniciais foram retiradas dos 

resultados de docking com o software online Swissdock (GROSDIDIER; ZOETE; 

MICHIELIN, 2011) e da minimização do complexo com YASARA (LAND; HUMBLE, 

2018). Os sistemas com energia mínima, temperatura e pressão equilibradas, foram 

submetidos a uma simulação de dinâmica molecular (MD) ao longo de 15 ns. 

O cálculo da energia livre de ligação foi realizado pelo método da energia de 

interação linear (HANSSON; MARELIUS; ÅQVIST, 1998). Os valores das energias 

livres absolutas de ligação e hidratação a partir de simulações de dinâmica molecular 

do estado inicial (solução peptídica) e do estado final (complexo enzimático-peptídeo 

em solução) foram fornecidos pelo método com pouco esforço computacional. Dentro 

desta aproximação, a energia livre de ligação ligante-proteína foi dada da seguinte 

forma: 

 ∆𝐺஻௜௡ௗ =  𝛽൫〈𝑉௟ି௦௘௟ 〉௕௢௨௡ௗ − 〈𝑉௟ି௦௘௟ 〉௙௥௘௘൯ +  𝛼൫〈𝑉௟ି௦௩ௗ௪〉௕௢௨௡ௗ − 〈𝑉௟ି௦௩ௗ௪〉௙௥௘௘൯ + 𝛾          (1), 

 

onde 〈𝑉௟ି௦௘௟ 〉௒ e são os valores médios das interações eletrostáticas e de van der Waals 

entre o ligante (l) e seus arredores (s) no estado do ligante Y, que pode estar livre em 

solução ou ligado à proteína. Os parâmetros α e β são, respectivamente, dispersão e 

fatores de escala de energia eletrostática ajustável e γ é um termo constante. Eles 

são dependentes da natureza química da dispersão e dos fatores de escala de energia 

eletrostática ajustável do ligante. 

 

2.1.4. Cálculo do potencial de dissociação estimado 𝑲𝒅 

O processo de reconhecimento celular entre enzima e ligante é dirigido pela 

combinação de efeitos entrópicos e entálpicos. Estes efeitos podem ser estimados 

pela energia livre de Gibbs ∆𝐺஻௜௡ௗ das interações enzima-ligante, que está 

diretamente relacionada com o potencial de dissociação 𝐾ௗ pela seguinte equação 

(2): 
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                                                  ∆𝐺஻௜௡ௗ = 𝑅𝑇𝑙𝑛 𝐾ௗ                                    (2) 

 

2.2. Estabilidade em água à temperatura ambiente dos inibidores peptídicos: 
análises in vitro  

O efeito inibitório dos peptídeos (GORE1 e GORE2) foi estudado por 12 dias 

em temperatura ambiente (25-30 ºC). Todas as análises experimentais foram 

comparadas com o inibidor de tripsina SKTI (Soybean Kunitz trypsin inhibitor), por se 

tratar de uma proteína estável que em condições fisiológicas se liga ao sítio ativo de 

tripsinas-like de pragas da soja como A. gemmatalis e foi caracterizada por ser um 

inibidor competitivo (Koide et al., 1973; Patarroyo-Vargas et al., 2020). Foram 

preparadas três soluções aquosas (6,5 mg/mL) de inibidores. Em dias alternados, uma 

alíquota de 20 μL das amostras foi misturada com 100 μl de tampão Tris-HCl 50 mM, 

pH 8,2 e 20 mM de CaCl2 e 40 μL de substrato L-BApNA (1,2 mM). Além disso, 30 μl 

de extrato bruto de intestino médio de A. gemmatalis (contendo cerca de 30 μg de 

proteína total), preparado por esmagamento de cinco intestinos médios com nitrogênio 

líquido e solução de HCl (10-3 M), foi adicionado. A mistura do extrato do intestino 

médio, solução tampão, substrato e inibidores foi incubada por 2 min para medir a 

atividade da enzima tripsina-like a 410 nm usando SpectraMax ABS Plus 

(ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961b). Os dados foram submetidos a uma 

análise two-way ANOVA e teste t de Student para avaliar dois fatores: a inibição da 

enzima tripsina-like por diferentes inibidores e a estabilidade do efeito inibitório ao 

longo dos dias. 

 

2.3. Inibição endógena de tripsinas-like 

GORE1, GORE2 e SKTI foram misturados em quatro concentrações 

diferentes (0,015, 0,030, 0,060 e 0,12% p/p) em uma dieta artificial (GREENE; 

LEPPLA; DICKERSON, 1976). As lagartas foram alimentadas ad libitum por um 

período de 12 horas. Além disso, foi preparada uma dieta controle sem inibidores. 

Quatro larvas de 4ª e 5ª ínstares de A. gemmatalis foram colocadas em um pote de 

plástico, com cada pool (e.g., contendo quatro intestinos médios) representando uma 

réplica. Um total de 24 intestinos médios foram coletados para cada tratamento, 

totalizando 6 repetições. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente 
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casualizado (CRD). Para a atividade de enzimas do tipo tripsina, 20 μL do extrato foi 

adicionado a 100 μL de Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 solução tampão contendo 20 mM 

CaCl2 e 40 μL do substrato L-BApNA a 1,2 mM em Tris-HCl 50 mM , tampão pH 8,0. 

A absorbância foi medida a 410 nm por 2 min. Os dados obtidos sobre a atividade de 

tripsina-like foram submetidos à análise de regressão utilizando o pacote 'ExpDes.pt' 

no software R.  

 

2.4. Persistência da inibição de tripsinas-like e proteases totais por peptídeos e 
SKTI 

Para determinar quanto tempo dura a inibição endógena de enzimas tripsina-

like e proteases totais no intestino médio de A gemmatalis por GORE1 (G1), GORE2 

(G2) e SKTI (SK), larvas de quarto/quinto instar foram divididas em três grupos e 

expostas aos inibidores por 12, 24 e 48 horas. Os insetos do grupo de 12 horas foram 

divididos em quatro tratamentos e alimentados com dieta controle (C-12H) e dietas 

contendo inibidores (G1/12H, G2/12H, SK/12H). Para os insetos dos grupos de 24 e 

48 horas, além dos controles (C-24H e C-48H) e exposição ininterrupta (G1/24H, 

G2/24H, SK24 e G2/48H, G1/48H, S / 48H), foram estabelecidos seis tratamentos 

adicionais em que as dietas contendo os inibidores foram substituídas por dietas 

controle após 12 horas de exposição: G1/C-12/12H, G2/C-12/12H, SK/C-12/12H e 

G1/C-12/36H, G2/C-12/36H, SK/C-12/36H. O intestino médio foi dissecado, 

congelado com nitrogênio líquido e armazenado a -80 ºC para análise enzimática. 

Cada tratamento compreende quatro réplicas biológicas, cada uma consistindo em 

dois intestinos dissecados. A atividade de tripsina-like foi medida como descrito acima. 

A atividade proteolítica total foi determinada usando azocaseína a uma concentração 

final de 0,5% (p/v) em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2, CaCl2 20 mM a 37°C. A mistura 

de reação consistiu em 80 μL do substrato e 60 μL do extrato enzimático. Após 30 

minutos de incubação, a reação foi interrompida pela adição de 240 μL 10% (p/v) de 

ácido tricloroacético. As amostras foram então homogeneizadas em vórtex, mantidas 

em gelo por 15 min e centrifugadas a 8.000 g por 5 min a 25°C para remoção do 

precipitado. Uma alíquota de 240 μL do sobrenadante foi transferida para microtubos 

contendo 280 μL 1 M NaOH. A absorvância foi medida a 440 nm. Para atividades 

tripsina-like e proteases totais, três repetições técnicas foram realizadas durante a 
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análise enzimática. Os efeitos de cada tratamento foram comparados com os grupos 

controle usando o teste de Dunnet (P < 0,05). 
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3. RESULTADOS 
 

3.1. Dinâmica molecular de peptídeos em solução e cálculo do potencial de 
dissociação 

A estabilidade global dos peptídeos foi avaliada calculando o RMSD. Em 

todas as simulações, os RMSDs convergiram durante os 15 ns em uma faixa de 0,02-

2,2 Å para ambos os peptídeos (Fig. 1A). Devido à semelhança das AUCs (área sob 

a curva) (AUC-GORE2 = 20,59 e AUC-GORE1 = 20,97), não houve diferenças entre 

os RMSDs de peptídeos totais calculados na caixa de água (Fig. 1A). 

Ao avaliar a estabilidade dos peptídeos complexados com a enzima tripsina-

like de A. gemmatalis, os valores de RMSD permaneceram na mesma faixa de 0,02-

2,2 Å, mas um maior número de valores próximos a 1 Å e menores que 1 Å foram 

registrados ao longo da simulação, resultando em uma diminuição nas AUCs (Fig. 

1B). 

Para identificar o comportamento dinâmico da enzima tipo tripsina, os valores 

de RMSD e RMSF foram calculados separadamente para a proteína individual que 

interage com os peptídeos (Fig. 1C e 1D). Quando o peptídeo GORE1 foi ligado ao 

receptor, a proteína foi tão flexível quanto quando ligada a GORE2, como mostrado 

pela semelhança da AUC do RMSD (Fig. 1C). O RMSF da tripsina complexada com 

GORE1 mostra que os maiores movimentos estão concentrados no início da cadeia 

protéica, entre os resíduos 1 e 30. Para GORE2, os maiores movimentos estão 

concentrados entre os resíduos 110 e 120. Vale ressaltar que os principais sítios da 

tripsina avaliada incluem os resíduos Y70, D115, S211 (sítio ativo) e S205, S226, 

H228 (sítio de ligação do substrato) (Fig. 1D). 

Além disso, a energia permaneceu estável durante toda a fase de produção 

(Fig. 1E). Esses resultados mostram que o protocolo de simulação de dinâmica 

molecular utilizado foi bom e encontrou a conformação com o mínimo de energia 

global nas corridas de produção dos complexos estudados (Fig. 1E). 

 

3.2. Perfil de ligação de peptídeos à enzima tripsina-like durante a simulação de 
7,5 e 15ns 

A dinâmica molecular permitiu a determinação das melhores poses de cada 

complexo em 7,5 e 15 ns e o cálculo da energia livre de ligação (Fig. 2 e Tabela 1). A 
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partir dos valores de energia livre de ligação, foi estimada uma constante inibitória 

teórica (Ki), que é 0,96 mM para GORE2 e 1,11 mM para GORE1. Ambos os 

peptídeos se ligam aos sítios de ligação do substrato compreendendo os resíduos 

próximos ao intervalo entre S205 e H228. O peptídeo GORE2 interage adicionalmente 

com S211 da tríade catalítica e com D238 no subsítio S1. GORE1 interage com R54 

em um local secundário por meio de uma ligação C-H fraca. O modo de interação 

predominante entre ligante e receptor foi a ligação de hidrogênio, com maior número 

de interações no complexo GORE2-tripsina. 

3.3. Estabilidade em água à temperatura ambiente de peptídeos e SKTI 

Para avaliar a estabilidade e capacidade inibitória dos peptídeos e SKTI 

quando mantidos em temperatura ambiente misturados com água, a inibição da 

atividade da enzima tripsina-like de A. gemmatalis foi avaliada in vitro por 11 dias (Fig. 

3). A atividade da enzima tripsina-like no extrato do intestino médio de A. gemmatalis 

misturado com peptídeos e SKTI foi menor que a do controle durante todo o período 

experimental, sendo o efeito inibitório de GORE2 e SKTI mais pronunciado que o de 

GORE1. A capacidade dos peptídeos e SKTI de inibir tripsinas-like permaneceu 

praticamente inalterada ao longo dos dias, exceto no dia 11, quando a inibição por 

GORE2 no extrato do intestino médio mostrou um efeito mais forte. 

 

3.4. Inibição endógena de enzimas tripsina-like por peptídeos e SKTI no intestino 
médio de A. gemmatalis. 

O efeito dos inibidores nas enzimas tripsina-like foi dose-dependente, pois as 

atividades variaram com o aumento da concentração das moléculas (Fig. 4). Para 

GORE1, a atividade inibitória in vivo seguiu uma curva de regressão de primeiro grau, 

enquanto SKTI e GORE2 seguiram curvas de regressão de segundo e terceiro grau, 

respectivamente. Além disso, GORE2 apresentou a maior atividade inibitória (60% de 

inibição), em comparação com 40% de inibição de SKTI e GORE1 na maior 

concentração avaliada, i.e., 0,12% (p/v), que foi posteriormente utilizada no ensaio de 

persistência de inibição. 
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3.5. Persistência da enzima tripsina-like e inibição de proteases totais por 
peptídeos e SKTI no intestino médio de A. gemmatalis 

O perfil de atividade de enzimas tripsina-like permaneceu quase inalterado ao 

longo do tempo para GORE1 e GORE2, com as larvas expostas aos peptídeos 

apresentando atividades inibidas mesmo em tratamentos em que foram alimentadas 

com dieta controle por um tempo (Fig. 5A e 5C). Curiosamente, a atividade da enzima 

tripsina-like retornou aos níveis normais (i.e., semelhante à atividade de controle) em 

larvas tratadas com dieta SKTI por 12 horas e depois substituídas pela dieta de 

controle e alimentadas por mais 36 horas (Fig. 5E). Além disso, o padrão de atividade 

proteolítica total ao longo do tempo e sob as diferentes condições de exposição às 

moléculas refletiu a atividade da enzima tripsina-like, como esperado. A exceção foi a 

exposição contínua de 48 horas de larvas a GORE2, onde a atividade proteolítica 

geral se assemelhava à do controle (Fig. 5B, 5D e 5F). 
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4. DISCUSSÃO 
 

Uma variedade de peptídeos e proteínas têm sido usados para produzir 

biopesticidas contra microorganismos e pragas de insetos. A função desses peptídeos 

é influenciada por características estruturais, como peso molecular, hidrofobicidade, 

carga e sequência peptídica (WANG; XIE; LI, 2019). As características estruturais dos 

peptídeos afetam suas propriedades funcionais e são um fator importante para a 

estabilidade. Aqui, a estabilidade estrutural por dinâmica molecular e a persistência 

da inibição de enzimas tripsina-like no intestino de A. gemmatalis foram caracterizadas 

quando expostas aos peptídeos GORE1 e GORE2. Além disso, as interações de 

ligação foram avaliadas por simulações dinâmicas para melhor avaliar os grupos 

funcionais presentes nos peptídeos que são importantes para a inibição de enzimas 

tipo tripsina, fornecendo informações de base refinadas para o desenvolvimento de 

moléculas miméticas. 

A dinâmica molecular (MD) é uma técnica que permite simulações de átomos 

inteiros de biomoléculas. As simulações de MD levam em consideração a flexibilidade 

não apenas dos ligantes, mas também dos receptores, neste caso, enzimas tripsina-

like identificadas em A. gemmatalis (JANIN et al., 2003; KAHLER et al., 2018; WAN et 

al., 2015). Para ambos os peptídeos, GORE1 e GORE2, o menor RMSD das 

conformações não ligadas obtidas das simulações moleculares variou de 0,02 a 2,2 Å 

ao longo do período de simulação, o que representa previsões de boa qualidade de 

acordo com os critérios de Avaliação Crítica da Predição de Interações (CAPRI) e 

apresenta alta estabilidade em água (CIEMNY et al., 2018). Em comparação com 

resultados anteriores (Barros et al., 2021), esses resultados de MD confirmam que a 

ligação do peptídeo à enzima tripsina-like de A. gemmatalis é estável. Em contraste 

com o encaixe molecular, as simulações de MD foram capazes de explicar a 

flexibilidade de peptídeos e refinar as posições de encaixe (MIRZAEI et al., 2020) de 

peptídeos em enzimas tripsina-like de A. gemmatalis. 

O RMSF é uma medida numérica de quanto um determinado resíduo se move 

durante o período de simulação e indica a posição dos resíduos que mais contribuem 

para o movimento molecular. Nossos resultados mostraram que após a ligação aos 

peptídeos GORE1 e GORE2, o maior movimento molecular foi encontrado em 

resíduos que não fazem parte do sítio ativo ou região de ligação do substrato da 

enzima tripsina-like. Desde que GORE1 e GORE2 estejam ligados principalmente na 
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região de ligação ao substrato e S211 do sítio ativo, os resultados de RMSF indicam 

que essas moléculas estão estabilizadas nessas regiões, enquanto o movimento 

ocorre principalmente em outras partes da enzima. O movimento do sítio ativo e das 

regiões de ligação ao substrato é importante para a atividade enzimática, como nas 

enzimas tripsina-like de A. gemmatalis, e isso foi confirmado em outros trabalhos, para 

outras enzimas. Por exemplo, mutações nas alças que cercam o sítio ativo de uma 

enzima, que limitam significativamente sua mobilidade, levam a uma redução 

acentuada na atividade da enzima (MERSKI et al., 2017). 

Os perfis de ligação de GORE1 e GORE2 à enzima tripsina-like de A. 

gemmatalis mostram que o complexo é formado em resíduos chave da protease. No 

entanto, a dinâmica molecular previu um número maior de interações de ligação para 

GORE2 do que para GORE1. Ambos os peptídeos se ligam na região S1 da enzima 

tripsina-like, com GORE1 gerando 80% menos interações do que GORE2. Com base 

nesses dados, foi razoável supor que ambos os peptídeos se ligam à enzima tripsina-

like por mecanismos diferentes e que GORE2 tem uma afinidade maior. De fato, a 

constante de inibição (KI) calculada pelo potencial de dissociação previsto (KD) 

mostrou uma maior afinidade de GORE2, o que é consistente com os resultados 

anteriores de cinética de inibição com substrato L-BApNA (ALMEIDA BARROS et al., 

2021). A dupla carga do grupo guanidínio da arginina presente em GORE2 pode ser 

a principal razão pela qual essa molécula tem maior afinidade por enzimas tripsina-

like do que GORE1, que possui apenas uma única carga negativa devido à lisina 

(LOPES et al., 2006). A bolsa S1 de enzimas tripsina-like contém um ácido aspártico, 

que é responsável pela afinidade dessa bolsa com cargas positivas (DOSA et al., 

2012). A estabilidade da capacidade inibitória peptídica foi avaliada in vitro e ambos 

os peptídeos apresentaram estabilidade ao longo do tempo, assim como o SKTI. No 

entanto, o peptídeo GORE2 contendo arginina na posição P1 apresentou maior 

atividade inibitória sobre tripsinas-like do que GORE1. Embora ambas as moléculas 

sejam tripeptídeos, as diferenças encontradas entre GORE1 e GORE2 podem ser 

devido a diferentes características dos peptídeos, incluindo hidrofobicidade, 

propriedade ácido/base e tipo de aminoácidos C- ou N-terminais (WANG; XIE; LI, 

2019). Tanto GORE1 quanto GORE2 possuem um resíduo de aminoácido C-terminal 

carregado positivamente, mas o resíduo encontrado em GORE2 apresenta um ponto 

isoelétrico mais alto e um índice de hidropatia mais negativo, ou seja, o aminoácido é 

mais solúvel em água. 
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Em geral, as interações peptídeo (GORE2) - proteína exibem uma maior 

densidade de ligações de hidrogênio (em comparação com GORE1) e 

empacotamento altamente complementar devido ao elevado número de interações, 

resultando em alta afinidade de ligação. Além disso, a ligação ocorre apenas quando 

associada a uma energia livre de ligação de Gibbs negativa (G), que é mais negativa 

quanto maior o número de interações ligante-proteína que ocorrem (KASPAR; 

REICHERT, 2013). Nossos resultados mostram que ambos os peptídeos se ligam a 

enzimas tripsina-like, devido aos valores negativos de energia livre de ligação na MD. 

Embora existam diferenças na capacidade inibitória in vitro entre os dois 

peptídeos e SKTI, a inibição de enzimas tripsina-like alcançada foi semelhante quando 

larvas de A. gemmatalis foram alimentadas com a dieta contendo os inibidores, exceto 

na concentração mais alta testada (i.,e 0,12%), onde GORE2 inibiu mais do que SKTI 

e GORE1. Assim, os resultados sugerem que essas moléculas relativamente 

pequenas contribuem significativamente para a inibição da enzima tripsina-like de A. 

gemmatalis, com potencial semelhante a interações proteína-proteína. As alças 

centrais reativas de inibidores de protease do tipo batata II (Pin-II PIs) isoladas em 

tripeptídeos de sua estrutura nativa mantiveram sua capacidade inibitória 

independente da estrutura tridimensional do PI (SAIKHEDKAR et al., 2018), 

demonstrando também o potencial dos peptídeos na inibição de enzimas semelhante 

à de proteínas. 

As larvas de A. gemmatalis alimentadas com os peptídeos por 12 horas 

retiveram a inibição das enzimas tripsina-like mesmo quando a dieta foi substituída 

por dieta livre de inibidor. Ao contrário dos insetos expostos aos peptídeos, as enzimas 

tripsinas-like e proteases totais retornaram aos níveis normais em insetos que se 

alimentaram de SKTI por 12 horas e tiveram sua dieta substituída por uma dieta livre 

de inibidor. Isso pode ser devido ao fato de que a SKTI é uma proteína contendo 181 

resíduos de aminoácidos  (SONG; SUH, 1998) e, portanto, contém sítios de clivagem 

para outras enzimas que podem estar presentes no intestino médio de A. gemmatalis 

e causar a inativação das moléculas por proteólise. Por outro lado, os tripeptídeos 

exibem retenção mais longa e alta estabilidade no intestino do inseto, como mostrado 

em outros trabalhos (SAIKHEDKAR et al., 2018). O mecanismo de inativação de IPs 

por clivagem proteolítica está presente em outros insetos, como Otiorynchus sulcatus 

contra a orizacistatina II (MICHAUD; CANTIN; VRAIN, 1995), Phaedon cochleariae 

contra orizacistatina I e inibidor de Bowman-Birk (BBI) (GIRARD et al., 1998), 
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Helicoverpa armigera contra inibidor de tripsina de grão de bico (GIRI et al., 1998), 

Spodoptera exigua contra inibidor de proteinase de batata II (PI2) (A. JONGSMA; 

BEEKWILDER, 2011) e Plutella xylostella contra MTI-2 (YANG et al., 2009). Como 

esperado, a atividade proteolítica geral do intestino médio de A. gemmatalis refletiu a 

de enzimas tripsinas-like, exceto quando A. gemmatalis foi alimentada com dieta 

contendo GORE2 continuamente por 48 horas. Isso provavelmente se deve a uma 

troca de diferentes classes de proteases para compensar a perda parcial da atividade 

proteolítica, o que poderia levar a uma depleção de aminoácidos essenciais 

(BEZERRA; OLIVEIRA; MACEDO, 2017; CRUZ et al., 2013).  

 Este estudo permitiu confirmar o potencial inibitório dos peptídeos GORE1 e 

GORE2 e determinar a estabilidade estrutural por dinâmica molecular e a persistência 

da inibição de enzimas tripsinas-like no intestino de A. gemmatalis para analisar os 

efeitos a curto e médio prazo dos peptídeos. A inibição de enzimas tripsina-like de A. 

gemmatalis pode alcançar resultados semelhantes aos da proteína SKTI, sugerindo 

que essas pequenas moléculas inibem enzimas tripsina-like de A. gemmatalis com 

potencial semelhante a inibidores proteicos. Nossas simulações de MD fornecem 

informações refinadas que podem ajudar no projeto de moléculas miméticas baseadas 

em peptídeos. Acreditamos que esse tipo de molécula pode ser incorporado na 

formulação de defensivos agrícolas quando combinado com métodos de delivery 

apropriados e nanotecnologia que permite a liberação lenta e de longo prazo desses 

produtos nos campos de cultivo. 
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TABELAS 
 

Tabela 1. Potencial de dissociação calculado por simulação dinâmica molecular (MD) 

e constante de inibição experimental e teórica 𝐾𝑖 para a interação entre os Peptídeos 

1 e 2 e a proteína tripsina-like de Anticarsia gemmatalis. 

Peptide 𝐾஽ (Dissociation 

Potencial) (MD) 

𝐾𝑖 
experimental 

𝐾𝑖 theoretical 

GORE2 -3.75 0.1 0.94 

GORE1 6.83 0.5 1.11 
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FIGURAS 
 

 

Figura 1.  Valores de RMSD (A e B) dos peptídeos GORE1 e GORE2 livres (A) e 

ligados a tripsinas-like de Anticarsia gemmatalis (B); Valores de RMSD e RMSF (C e 

D) da tripsina em estado livre (C) e ligado (D) a peptídeos, obtidos a partir de 

simulações de dinâmica molecular em caixa d'água. Energia total (E) dos complexos 

de tripsina e peptídeos após simulação de dinâmica molecular em caixa d'água. 
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Figura 2. Interações entre ligantes (GORE1 e GORE2) e tripsina-like no meio (7,5 ns) 

e no final (15 ns) da simulação de dinâmica molecular em caixa d'água. A bola colorida 

e a linha pontiaguda indicam o tipo de interação entre os peptídeos e as cadeias 

laterais dos resíduos de tripsina-like de Anticarsia gemmatalis. 
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Figura 3. Atividade inibitória dos peptídeos GORE1, GORE2 e do inibidor de protease 

SKTI em solução aquosa ao longo do tempo. As barras indicam média ± SE; n = 3. 

Letras maiúsculas indicam diferença estatística dentro de um mesmo inibidor, ao 

longo do tempo. Letras minúsculas indicam diferença estatística entre os inibidores, 

no mesmo tempo. 
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Figure 4. Inibição in vivo de tripsinas-like após 12h de exposição de larvas de A. 

gemmatalis a diferentes concentrações dos peptídeos GORE1 e GORE2 e do inibidor 

de protease SKTI misturado em uma dieta artificial. (A) atividade tripsina-like e (B) 

percentual de inibição de tripsinas-like. Barras (média ± SE; n = 6).  
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Figure 5. Persistência dos peptídeos GORE1 e GORE2 e do inibidor de protease SKTI 

na atividade proteolítica total e de tripsina-like. A, C e E representam os efeitos 

proteolíticos totais de GORE1, GORE2 e SKTI, respectivamente. B, D e E 

representam os efeitos nas tripsinas-like de GORE1, GORE2 e SKTI, 

respectivamente. As barras indicam média ± SE; n = 4). * Acima das barras estão 

indicadas as diferenças estatísticas pelo teste de Dunnet P < 0,05. 
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CAPÍTULO II: EFEITO DE BPTI E SKTI SOBRE Anticarsia gemmatalis E 
DESENHO DE PEPTÍDEOS INIBIDORES 

 
ARTIGO I - Bovine Pancreatic Trypsin inhibitor and Soybean Kunitz Trypsin inhibitor: 

differential effects on proteases and larval development of the soybean pest Anticarsia 

gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) – Submetido na revista Pesticide 
Biochemistry and Physiology 

ARTIGO II – Inhibitory activity of peptides designed based on reactive center loops of 

BPTI and SKTI proteins: binding to trypsin-like enzymes of lepidopteran pests – 

Submetido na revista Bioorganic Chemistry 
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CAPÍTULO II – ARTIGO III 
 
Inibidor de tripsina-like pancreática bovina e inibidor de tripsina Kunitz de soja: 
efeitos diferenciais sobre proteases e desenvolvimento larval da praga da soja 
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae)  
 

RESUMO 

O manejo de pragas é desafiado por herbívoros resistentes e problemas relacionados 

à saúde humana e questões ambientais. De fato, o maior desafio para a agricultura 

moderna é proteger as plantações das pragas e ainda manter a qualidade ambiental. 

Este estudo teve como objetivo analisar por abordagens in silico, in vitro e in vivo a 

viabilidade do uso da proteína inibitória extraída de mamíferos (BPTI) como um 

potencial inibidor de tripsinas digestivas da praga A. gemmatalis e comparar os 

resultados com os do inibidor da soja (hospedeiro) SKTI. BPTI e SKTI são inibidores 

competitivos, bloqueando a entrada do substrato através de ligações hidrofóbicas e 

hidrofóbicas, como interações alquila. Larvas de A. gemmatalis expostas ao BPTI não 

apresentaram dois mecanismos adaptativos comuns, ou seja, degradação proteolítica 

e superprodução de proteases, apresentando atividade de tripsina-like altamente 

reduzida. Por outro lado, as larvas alimentadas com SKTI não apresentaram redução 

na atividade de tripsinas-like, apresentando superprodução de proteases e digestão 

proteolítica do SKTI. Além disso, a sobrevivência larval foi reduzida pelo BPTI de 

forma semelhante ao SKTI, e adicionalmente causou uma diminuição na viabilidade 

pupal, evidenciada pela queda no peso analisado. Assim, o BPTI pode ser um 

candidato promissor para uso no manejo de A. gemmatalis ou no desenho racional de 

novas moléculas ou peptídeos menores. 

 

Palavras-chave: Inibição. Cinética enzimática. Dinâmica molecular. Inibidores de 

protease. Eletroforese. Adaptação. 
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Bovine Pancreatic Trypsin inhibitor and Soybean Kunitz Trypsin inhibitor: 
differential effects on proteases and larval development of the soybean pest 
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) 
 

ABSTRACT 

Pest management is challenged with resistant herbivores and problems regarding 

health and environmental issues. Indeed, the greatest challenge to modern agriculture 

is to protect crops from pests and still maintain environmental quality. This study aimed 

to analyze by in silico, in vitro, and in vivo approaches the feasibility of using the 

inhibitory protein extracted from mammals (BPTI) as a potential inhibitor of digestive 

trypsins from the pest Anticarsia gemmatalis and comparing the results with the host-

plant inhibitor SKTI. BPTI and SKTI interacts with A. gemmatalis trypsin-like enzyme 

competitively, through hydrogen and hydrophobic bonds. A. gemmatalis larvae 

exposed to BPTI did not show two common adaptative mechanisms i.e., proteolytic 

degradation and overproduction of proteases, presenting highly reduced trypsin-like 

activity. On the other hand, SKTI-fed larvae did not show reduced trypsin-like activity, 

presenting overproduction of proteases and SKTI digestion. In addition, the larval 

survival was reduced by BPTI similarly to SKTI, and additionally caused a decrease in 

pupal viability, evidenced by the drop in the analyzed weight.  The non-plant protease 

inhibitor BPTI presents intriguing elements to compose biopesticide formulations to 

help decrease the use of conventional refractory pesticides into integrated pest 

management programs. 

 

Key-words: Inhibition. Kinetic enzymatic. Molecular dynamics. Protease inhibitors. 

Electrophoresis. Adaptation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

As práticas de manejo da sojicultura contam com cultivares transgênicas que 

expressam proteínas entomotóxicas de Bacillus thurigiensis, além de uma grande 

quantidade de químicos disponíveis para controlar os danos causados por herbívoros 

(Bueno et al., 2021). No entanto, essas abordagens de manejo de pragas estão sendo 

constantemente desafiadas com herbívoros resistentes e problemas relacionados à 

saúde e questões ambientais. De fato, o maior desafio para a agricultura moderna é 

proteger as plantações de pragas e ainda manter a qualidade ambiental. Assim, novas 

moléculas, com diferentes modos de ação, têm sido buscadas e avaliadas para 

complementar, ou mesmo substituir, os atuais produtos químicos utilizados no manejo 

de pragas (ALMEIDA BARROS et al., 2021; MERIÑO-CABRERA et al., 2020; 

SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019). 

Enzimas proteolíticas como serino, cisteíno, aspartil e metaloproteases são 

encontradas no trato alimentar de insetos fitófagos, com sua predominância e 

eficiência catalítica variando muito entre as diferentes ordens de insetos e 

comportamentos alimentares (A. JONGSMA; BEEKWILDER, 2011). A digestão 

eficiente de proteínas vegetais por insetos herbívoros é crucial para suas 

necessidades de nitrogênio, uma vez que eles têm relações carbono/nitrogênio nos 

tecidos muito mais baixas do que as plantas (KANT et al., 2015). A inibição de enzimas 

proteolíticas é uma abordagem promissora para o melhoramento de culturas e manejo 

de pragas de insetos. Para alcançar a redução do fitness de pragas agrícolas devido 

ao comprometimento da digestão de proteínas da dieta, muitos pesquisadores 

estudam inibidores de proteases naturais (IPs), principalmente aqueles de origem 

vegetal, que geralmente fazem parte do sistema de defesa natural de plantas contra 

herbivoria (SINGH et al., 2020). No entanto, em detrimento da coevolução com as 

plantas, os herbívoros desenvolveram estratégias multicamadas para lidar com estes 

IPs, i.e., superexpressão de proteases alvo, expressão de proteases insensíveis à IPs 

e degradação de IPs, dificultando a utilização destas moléculas na agricultura (SINGH 

et al., 2020; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). 

De fato, os complexos mecanismos que os insetos possuem para contornar 

os IPs são gargalos a serem superados pelos pesquisadores para viabilizar a 

incorporação desse tipo de moléculas na agricultura. No entanto, inibidores de 

proteases proteicos não vegetais, como IPs de mamíferos, fungos, bactérias e outros 
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artrópodes e, até mesmo peptídeos sintéticos racionalmente projetados, podem ser 

uma faísca de luz para otimizar essa abordagem no controle de herbívoros. Uma 

mistura contendo inibidores de protease relacionados à pacifastina resultou em maior 

supressão de insetos em comparação com inibidores derivados de plantas em ensaios 

de alimentação (BREUGELMANS et al., 2009). Insetos lepidópteros expostos a 

diferentes pequenos peptídeos, racionalmente projetados para inibir suas serino-

proteases, apontaram maior supressão quando comparados com inibidores de 

proteases de origem vegetal, como o SKTI (ALMEIDA BARROS et al., 2021; MERIÑO-

CABRERA et al., 2020; SAIKHEDKAR et al., 2018). 

Dentre os insetos-praga que atacam as lavouras de soja ao redor do globo, 

as da ordem dos lepidópteros têm participação destacada na geração de prejuízos 

econômicos para a economia global (Bueno et al., 2021). A digestibilidade das 

proteínas da dieta em insetos lepidópteros depende fortemente de serino-proteases, 

principalmente tripsinas-like e quimotripsinas-like (SRINIVASAN; GIRI; GUPTA, 

2006). A Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae), é uma praga-chave 

neotropical dos campos de soja, e um exemplo de inseto lepidóptero em que sua 

atividade proteolítica total no trato alimentar depende principalmente de tripsinas-like 

(MENDONÇA et al., 2020; SILVA JÚNIOR et al., 2020). 

O Inibidor de Tripsina Pancreática Bovina (BPTI) é um inibidor de protease de 

58 resíduos altamente estável, que contém três ligações dissulfeto. O BPTI reage 

rapidamente com serina proteases para formar complexos estáveis, inibindo assim as 

atividades das enzimas (BORJIGIN; NATHANS, 1993). Proteases semelhantes a 

tripsina parcialmente purificadas extraídas de larvas de quarto/quinto ínstar de A. 

gemmatalis apresentaram sua atividade enzimática reduzida pela metade por 

concentrações de até 1,92 µM de BPTI (OLIVEIRA et al., 2005). Acreditamos que a 

exposição de A. gemmatalis ao BPTI possa causar maior impacto na aptidão das 

larvas do que aquelas que evoluíram intimamente com o inseto, como o SKTI 

(Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor). Possivelmente, os mecanismos utilizados por A. 

gemmatalis são menos adaptáveis a um inibidor de protease completamente 

estranho, como o BPTI. 

Assim, este estudo teve como objetivo analisar por abordagens in silico, in 

vitro e in vivo a viabilidade do uso da proteína inibitória extraída de mamíferos (BPTI) 

como um potencial inibidor de tripsinas digestivas da praga A. gemmatalis e comparar 

os resultados com os do inibidor de proteases de soja SKTI. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1. Abordagem in silico: interação inibidores-tripsinas de A. gemmatalis 
 

2.1.1. Determinação da estrutura tridimensional das proteínas: inibidores e 
enzimas 

Para analisar o potencial inibitório das proteínas BPTI (Bovine Pancreatic 

Trypsin Inhibitor) e SKTI (Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor) sobre as enzimas de 

tripsina de A. gemmatalis por abordagem in silico, primeiramente, as sequências de 

enzimas de aminoácidos foram obtidas pela tradução de genes de tripsina 

identificados por análises de zimograma e espectrometria de massa (SILVA JÚNIOR 

et al., 2020), utilizando a ferramenta Expasy (Gasteiger et al., 2003); as regiões 

conservadas das tripsinas foram confirmadas usando o banco de dados Pfam 

(http://pfam.sanger.ac.uk) (FINN et al., 2016). Em seguida, o software online Phyre2 

foi usado para prever as estruturas tridimensionais das seis (6) sequências 

semelhantes à tripsina (KELLEY et al., 2015). 

A avaliação da geometria e estereoquímica das enzimas modeladas foi 

realizada pelo pacote de análise dos servidores web PRoSA (Protein Structucture 

Analysis) (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), ERRAT (http:// 

services.mbi.ucla.edu/ERRAT/) e Ramachandran Plot 

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). 

As estruturas cristalinas BPTI e SKTI foram obtidas do banco de dados de 

proteínas (PDB) usando os códigos 3LDJ e 1AVX, respectivamente. Os ligantes ou 

receptores de proteína associados às proteínas foram removidos e os hidrogênios 

adicionados usando Pymol Molecular Graphics System, Versão 2.0 Schrödinger, LLC. 

 

2.1.2. Interação proteína-proteína 

A interação proteína-proteína entre tripsinas de A. gemmatalis (moléculas 

alvo) e as proteínas inibidoras SKTI e BPTI (ligantes) foi realizada por docking 

molecular usando Cluspro, um programa online para o docking computacional de 

estruturas proteicas (COMEAU et al., 2004). A pose de ligação e a energia mais baixa 

dos complexos foram obtidas; a visualização e análise dos complexos foi realizada 
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com Pymol. Um perfil farmacofórico foi obtido do complexo com maior energia de 

afinidade usando o software Discovery Studio (BIOVIA, 2017). 

 

2.1.3. Dinâmica molecular dos complexos proteína-proteína  
Simulações de dinâmica molecular para proteínas BPTI e SKTI em complexo 

com tripsinas de A. gemmatalis foram realizadas em uma caixa cúbica de água, 

utilizando Water TIP3P (potencial intermolecular transferível com 3 pontos). Essas 

simulações dinâmicas foram realizadas para avaliar as propriedades dos complexos 

em termos de sua estrutura e as interações microscópicas entre eles. Foi utilizado o 

campo de força CHARMM36 do pacote computacional NAMD 2.12 (HUANG et al., 

2017). A neutralidade da carga total das moléculas do sistema foi suportada pelos 

íons sódio, cálcio e cloro, pela adição de cálcio e cloreto de sódio. A inserção dos íons 

foi realizada utilizando a ferramenta Autoionize da VMD. Após 1000 etapas de 

minimização, o sistema foi simulado a 310 K e pressão de 1 atm no conjunto de 

pressão constante (NPT). Para as interações não ligadas, o corte foi ajustado para 12 

Å e para o longo alcance o corte foi modelado usando o método Particle Mesh Ewald 

(PME). Os complexos BPTI-Tripsina e SKTI-Tripsina com energias minimizadas e 

temperatura e pressão equilibradas foram submetidos à simulação de dinâmica 

molecular (MD) durante 20 ns. 

 

2.2. Parâmetros cinéticos dos inibidores BPTI e SKTI 

Os parâmetros cinéticos, especificamente constantes de inibição (KI) de 

proteínas SKTI e BPTI foram calculados usando Tris-HCl 0,1 M, CaCl2 20 mM, tampão 

pH 8,2, substrato cromogênico L-BApNA e uma fração contendo tripsinas de A. 

gemmatalis após purificação em coluna HiTrap Benzamidina acoplada a FPLC 

(ALMEIDA BARROS et al., 2021) e, as proteínas SKTI e BPTI. 

A inibição de tripsinas-like de A. gemmatalis foi avaliada com as seguintes 

concentrações: 20 µg de tripsina-like; 4130, 2060, 1030, 520 e 260 µM de L-BApNA; 

12,4, 6,2, 3,1, 1,55 e 0,77 µM de BPTI e 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 de SKTI e o controle sem 

inibidores. As velocidades iniciais de reação foram determinadas pela formação do 

produto p-nitroanilida a 410 nm durante 150 s usando o coeficiente de extinção molar 

específico 8800 M-1cm-1. 
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2.3. Criação de A. gemmatalis e exposição a inibidores de protease 

Larvas de A. gemmatalis foram obtidas a partir de criação em massa no 

Laboratório de Insetos do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV). Trinta larvas foram individualizadas em células 

quadradas (5 x 5 cm), alimentadas com uma dieta artificial preparada de acordo com 

(GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976) e mantidas em uma sala com condições 

controladas, ou seja, 25 ± 2 °C, 70 ± 10% de umidade relativa e 14 h de luz: 10 h de 

fotoperíodo escuro. Após os insetos atingirem o quinto ínstar, foram deixados sem 

alimento durante 12 h e submetidos a três tratamentos distintos: (a) dieta artificial sem 

inibidor de protease (dieta controle); (b) dieta artificial contendo BPTI (0,3 mM) e; (c) 

dieta artificial contendo SKTI (0,3 mM). Para a mistura de inibidores de protease na 

dieta, primeiro derreteu-se a dieta em banho-maria durante 10 min e posteriormente 

adicionou-se a solução de inibidor de protease (água destilada) quando as dietas 

atingiram 45 ºC. Cada tratamento consistiu de 10 larvas de quinto ínstar alimentando-

se à vontade durante 24h. A produção de fezes, o ganho de peso larval e o consumo 

de dieta foram medidos. Além disso, o intestino médio e as fezes de cada larva foram 

coletados e armazenados a -80 ºC para avaliar proteases e inibição proteolítica, 

respectivamente. 

 

2.4. Inibição de tripsinas-like por dieta artificial e extratos de fezes 

Para avaliar a atividade inibitória das fezes das larvas, após exposição aos 

inibidores de proteases, as fezes de cada tratamento foram agrupadas. Depois disso, 

quatro soluções diferentes foram preparadas em cinco concentrações diferentes. As 

soluções consistiram de 250, 125, 62,6 e 0 miligramas (Controle) de fezes misturadas 

com 1 mL de água destilada ajustada para pH 3 com HCl para evitar a autoproteólise 

nas amostras. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min e o 

sobrenadante foi recuperado como extrato de fezes. A inibição da protease foi 

avaliada pela adição de 70μL de extrato de fezes em 120 μL de Tris-HCl 50 mM, pH 

8,0 solução tamponada contendo 20 mM de CaCl2 e 4,7 x 10-5 M de tripsina bovina 

(T1426, Sigma-Aldrich®) e incubando em temperatura ambiente por 5 minutos. Após 

o período de incubação, 50 μL de substrato L-BApNA 1,2 mM (B4875, Sigma-

Aldrich®) foram adicionados e o aumento na absorbância da solução devido à ação 

das tripsinas avaliada em SpectraMax ABS Plus® a 410 nm durante 2 min. A inibição 
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percentual foi calculada dividindo as Absorbância dos tratamentos pela absorbância 

do controle enzimático (ou seja, incubação com 70 μL de água destilada pH 3 em vez 

de extratos de fezes). Os efeitos na inibição da tripsina para cada concentração foram 

analisados em triplicata (n=3). 

A mesma abordagem foi feita para confirmar a capacidade de extratos de dieta 

artificial para inibir tripsinas in vitro após a adição dos inibidores de protease. Neste 

caso, as soluções consistiram em 500, 250, 125, 67,5 e 0 miligramas (Controle) de 

dieta artificial, misturadas com 1 mL de água ajustada para pH 3. 

 

2.5. Atividade proteolítica nos extratos de intestino médio após 24h de 
exposição 

Para cada tratamento, 10 insetos foram mantidos se alimentando das dietas 

preparadas para cada tratamento. Seus intestinos médios foram dissecados e 

agrupados em pares para avaliar a atividade proteolítica (ou seja, tripsinas, 

quimotripsinas e proteases totais), totalizando 5 repetições. Os intestinos médios 

foram triturados mecanicamente com auxílio de pistilo e nitrogênio líquido. Para cada 

amostra (ou seja, dois intestinos médios, uma repetição) 500 μL de água destilada pH 

3 foram adicionados e centrifugados por 30 min a 10.000 g. O sobrenadante foi 

recolhido e analisado no mesmo dia. 

Para a atividade de tripsinas, 10 μL do extrato foi adicionado em 70 μL de Tris-

HCl 50 mM, solução tampão pH 8,0 com 20 mM de CaCl2 e 50 μL do substrato L-

BApNA a 1,2 mM. A absorbância foi medida a 410 nm por 2 min. Para a atividade de 

quimotripsina, 10 μL do extrato foi adicionado em 70 μL de Tris-HCl pH 8,5 com 20% 

de DMSO (v/v) e 50 μL de L-BTpNA (B6760, Sigma-Aldrich®). A absorbância também 

foi medida a 410 nm por 2 min. A atividade proteolítica total foi avaliada usando 

Azocaseína na concentração final de 0,5% (p/v) como substrato em tampão Tris-HCl 

0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl2 20 mM, a 37 °C. A mistura de reação consistiu em 80 

μL do substrato e 60 μL de extrato enzimático. Após 30 min de incubação, a reação 

foi interrompida pela adição de 240 μL de ácido tricloroacético a 10% (p/v). Em 

seguida, as amostras foram homogeneizadas em vórtex, mantidas em gelo por 15 

min, centrifugadas a 8.000 g por 5 min a 25°C para remoção do precipitado. Uma 

alíquota de 240 μL do sobrenadante foi transferida para microtubos contendo 280 μL 
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de NaOH 1 M. A absorvância foi medida a 440 nm. Em seguida, a absorbância foi 

obtida no comprimento de onda de 440 nm. 

Todas as atividades proteolíticas medidas foram divididas pela absorbância 

do teor de proteína total das amostras para obter atividades específicas. A proteína 

total foi determinada através do ensaio de Bradford a 595 nm usando diferentes 

concentrações de albumina sérica bovina (BSA) para estabelecer a curva padrão 

(TOMARELLI; CHARNEY; HARDING, 1949). 

 

2.6. Perfil proteico dos extratos de intestino médio de lagartas expostas 24h aos 
inibidores 

Quinze microgramas de proteína total de cada uma das três réplicas 

biológicas (n = 3) foram carregados em um gel de eletroforese SDSPAGE a 12%. O 

perfil de banda foi analisado através de análise de densitometria de pixel (software 

ImageLab) comparando os grupos controle com os grupos expostos aos inibidores de 

protease SKTI e BPTI. 

2.7. Processamento proteolítico de BPTI e SKTI por extratos do intestino médio 
de lagartas expostas 24h aos inibidores 

Para avaliar se as proteases de larvas de A. gemmatalis alteram sua 

capacidade de digerir os inibidores de protease após 24 h de alimentação em dietas 

que os contêm, incubamos 3 μg de proteínas MJ de cada tratamento com 0,3 μg de 

BPTI ou SKTI solubilizado em Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 com CaCl2 20 mM, durante 2 

h. Após o período de incubação, essas amostras misturadas com BPTI e SKTI foram 

carregadas em SDS-PAGE 14% e 12%, respectivamente. As amostras foram 

passadas pelo gel usando um sistema de eletroforese Mini-protean II – Biorad, 

seguindo as instruções do fabricante. 

 

2.8. Análise de sobrevivência de Kaplan-Meier de larvas de A. gemmatalis 
expostas a BPTI e SKTI 

Por tratamento, 25 larvas de A. gemmatalis foram individualizadas em 

recipientes plásticos (5 x 5 cm), 5 dias após a eclosão dos ovos. Os tratamentos 

consistiram em (a) dieta artificial sem inibidor de protease (dieta controle); (b) dieta 

artificial contendo BPTI (0,3 mM) e; (c) dieta artificial contendo SKTI (0,3 mM). As 

dietas artificiais foram preparadas da mesma forma mencionada acima, na seção 2.3 
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deste manuscrito. Os insetos foram expostos a dietas artificiais contendo inibidores 

de protease durante quatro dias após o início do experimento. Após isso, todas as 

larvas, independente do tratamento, foram mantidas alimentando-se em dieta controle 

até a fase de pupa. A sobrevivência larval foi analisada diariamente por meio de 

estimulação mecânica com pinças ou pincéis. Os dados de sobrevida foram 

submetidos ao estimador de Kaplan-Meier e as funções obtidas de cada tratamento 

foram comparadas pelo teste Log-rank. Além disso, os pesos após a pupação foram 

registrados e analisados por ANOVA seguido do teste de Tukey. 
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3. RESULTADOS 
 

3.1. Abordagem in silico: interação inibidores-tripsinas A. gemmatalis 

Para o sistema BPTI-tripsina, foi determinado por docking molecular e 

simulações dinâmicas que a interação entre BPTI e tripsinas de A. gemmatalis é 

mediada por um único sítio reativo no inibidor. Os resíduos de aminoácidos que fazem 

parte deste sítio reativo são Tyr, Gly, Gly, Cys, Arg e Ala (YGGCRA), partindo da 

posição 35 a 40. As análises de docking apontaram que o inibidor bloqueia o sítio S1 

da tripsina, caracterizada pela presença da tríade catalítica His70, Asp107 e Ser214 

(Fig. 1). 

A validação da ligação da proteína inibidora à tripsina de A. gemmatalis foi 

realizada por docking molecular utilizando Cluspro seguido de simulação dinâmica. O 

docking mostrou que o BPTI possui baixas energias, variando entre -831,5 e -1086,2 

(Tabela 1), e a dinâmica confirmou o sítio de ligação do BPTI à tripsina (Fig. 1). 

O perfil farmacofórico foi realizado após docking e simulação de dinâmica 

molecular. As ligações determinadas pelo perfil farmacofórico estiveram presentes 

entre o sítio reativo do inibidor e resíduos de aminoácidos próximos à tríade catalítica 

das enzimas receptoras, como Cys63, Asn173, Arg174, Thr251 e Cys255 (Fig. 1). 

Dois tipos de interações foram registrados entre o sítio reativo e os resíduos de 

aminoácidos do receptor, ligação de hidrogênio convencional e alquila. Essas 

interações são as que mais estabilizam a formação do complexo BPTI-Tripsina 

conforme determinado pelo docking e na análise temporal por simulações dinâmicas. 

Para o sistema SKTI-tripsina, foi determinado por docking molecular e 

simulações dinâmicas que a interação entre SKTI e tripsinas de A. gemmatalis é 

mediada por duas alças que bloqueiam o sítio ativo da enzima. A visão detalhada na 

figura mostra apenas a alça mais próxima da enzima, que contribui mais para o 

bloqueio do sítio ativo (Fig. 2). Essa alça é composta pelos resíduos de aminoácidos 

Val, Ile, Met, Leu, Cys, Val, Gly e Ile (VIMLCVGI), começando da posição 82 a 88 (Fig. 

2). 

O docking mostrou que o SKTI possui baixas energias variando entre -953,1 

e -1057,6 (Tabela 1) e que a dinâmica confirmou o sítio de ligação de SKTI à tripsina 

(Fig. 2). O teste t de Student não mostrou diferenças significativas (P = 0,0765) entre 

as energias mais baixas dos complexos BPTI-tripsina e SKTI-tripsina. 
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As ligações determinadas pelo perfil farmacofórico foram encontradas entre o 

sítio reativo do inibidor e resíduos de aminoácidos da tríade catalítica nas enzimas do 

receptor, como Hys71 e Asp161 (tríade catalítica) e próximo a esses resíduos, como 

Trp53, Arg55, Cys56, Ser164 etc (Fig. 2). Quatro tipos de interações foram registrados 

entre o sítio reativo e os resíduos de aminoácidos do receptor, ligação de hidrogênio 

convencional, alquil, Pi-cation e Sulfur-X. Essas interações são as que mais 

estabilizam a formação do complexo SKTI-Tripsina conforme determinado pelo 

docking e na análise temporal por simulações dinâmicas. 

 

3.2. Parâmetros cinéticos dos inibidores BPTI e SKTI em relação à tripsinas-like 
de A. gemmatalis 

As curvas de Lineweaver-Burk para BPTI e SKTI foram maiores que as do 

controle (sem inibidor) (Fig. 3B e 3D). Os valores de KI foram de 0,50 µM e 0,85 µM 

para inibidor de BPTI e SKTI, respectivamente. Esses resultados cinéticos mostraram 

que ambos os inibidores são competitivos demonstrados pelo alto R2 (BPTI 

(R2=0,926) e SKTI (0,911)). Valores obtido ao ajustar os dados em um modelo de 

inibição competitiva (Fig. 3). 

 
3.3. Verificação da inibição da tripsina por dieta artificial misturada com IPs 

Extratos da dieta com IPs (ou seja, BPTI e SKTI) resultaram em inibição de 

tripsina de até 40% nas duas concentrações mais baixas, chegando a 70% nas três 

últimas concentrações (Fig. 4). O extrato da dieta controle atingiram cerca de 20% de 

inibição na maior concentração (Fig. 4), possivelmente devido aos IPs já presentes 

nos ingredientes da dieta, que contém proteínas de soja. Esses resultados mostram 

que o preparo das dietas mistas foi bem feito e, portanto, podem exercer inibição sobre 

as tripsinas de A. gemmatalis. 

 

3.4. Atividades de proteases in vivo 

A atividade da tripsina foi fortemente reduzida após 24h de exposição das 

larvas de A. gemmatalis ao BPTI. As larvas expostas ao SKTI apresentaram atividades 

semelhantes ao grupo controle (Fig. 5A). A ingestão de IPs pelos insetos não alterou 

a atividade das quimotripsinas (Fig. 5B). No entanto, não mostra exatamente que as 

quimotripsinas não tenham efeito sobre o mecanismo adaptativo de A. gemmatalis, 
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pois a expressão de outras isoformas de quimotripsinas pode ter sido alterada. Como 

esperado, desde que as enzimas tripsina-like contribuem com a maior parte da 

proteólise total de A. gemmatalis, o padrão de atividade das tripsinas espelha o da 

atividade proteolítica total (Fig 5C). 

 

3.5. Parâmetros de digestibilidade de larvas de A. gemmatalis expostas aos 
inibidores de proteases. 

O ganho de peso larval durante 24 h não diferiu entre as larvas expostas ou 

não ao BPTI e SKTI (Figura 6A). O consumo de dieta foi semelhante entre as larvas 

que se alimentaram das dietas controle e BPTI. No entanto, as larvas expostas ao 

SKTI aumentaram ligeiramente o consumo de dieta em relação às demais (Figura 6B). 

A produção de fezes foi menor nas larvas que se alimentaram com dietas BPTI (Figura 

6C). Além disso, as larvas expostas ao BPTI também apresentaram a maior 

digestibilidade aproximada (AD) (Figura 6D). 

 

3.6. Verificação da clivagem de PIs por extrato do intestino médio após 
exposição a BPTI e SKTI através de SDS-PAGE 

Quando o extrato de larvas expostas ao SKTI foi incubado com a proteína 

purificada, ocorreu degradação das moléculas. É mostrado pela densidade de cor 

reduzida da banda na faixa S. No entanto, quando o SKTI purificado foi incubado com 

extrato das larvas expostas ao BPTI e controle, não ocorreu a digestão proteolítica 

(Figura 7A). Por outro lado, quando o extrato das larvas expostas a qualquer uma das 

dietas foi incubado com BPTI purificado, não foi detectada degradação (Figura 7B). 
 

3.7. Inibição das tripsinas-like por extratos de fezes de A. gemmatalis expostas 
aos inibidores 

A porcentagem de inibição exercida sobre tripsinas por pelo menos uma 

concentração de extrato de fezes contendo IPs indica que parte dessas moléculas 

ainda está ativa após passar pelo lúmen do intestino médio de A. gemmatalis (Figura 

8). 
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3.8. Análise de densitometria de gel carregado com extrato do intestino médio 
de larvas expostas aos inibidores 

Os extratos de larvas expostas às dietas controle, BPTI e SKTI foram 

carregados em gel de página SDS 12% para verificar a abundância de bandas em 

peso molecular de proteases comuns presentes no intestino médio de A. gemmatalis 

e outros lepidópteros (Fig. 9 e Fig. 10). A densidade de pixels nas bandas de gel 

variando de 20-30,1 kDa aumentou nas pistas carregadas com amostras de insetos 

alimentados com SKTI quando comparados aos perfis do grupo controle. Por outro 

lado, as pistas carregadas com amostras alimentadas com BPTI não apresentaram 

aumento na densidade de pixels quando comparadas ao grupo controle. Para proteína 

variando de 30,1-45 kDa, as pistas carregadas com amostras alimentadas com BPTI 

e alimentadas com SKTI não mostraram diferença do grupo controle. 

 

3.9. Análise de sobrevivência de Kaplan-Meier para A. gemmatalis expostas a 
BPTI e SKTI 

O gráfico de sobrevivência para larvas de A. gemmatalis criadas em dieta 

contendo inibidor de proteínas BPTI e SKTI em uma concentração de 0.3 mM é 

mostrado na Fig. 11. As curvas de sobrevivência obtidas usando estimadores de 

Kaplan-Meier indicaram diferenças significativas na sobrevivência entre as larvas 

expostas aos diferentes inibidores (Log-Rank X^2=7,009; df = 2; P= 0,03) (Fig. 11A). 

A maior mortalidade alcançada foi de 40% pelo inibidor SKTI (Fig. 11A). 

Os pesos após a pupação foram registrados e analisados por ANOVA seguido 

do teste de Tukey (Fig. 11B) e foram encontradas diferenças significativas (P≤0,05) 

entre o peso das larvas alimentadas com BPTI e os demais tratamentos, indicando foi 

mais afetada por este inibidor (Fig. 11B). 
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4. DISCUSSÃO 
 

Aprotinina ou inibidor de tripsina pancreática bovina (BPTI) é um inibidor de 

serino protease de amplo espectro com um peso molecular de 6512 Da que foi isolado 

pela primeira vez da glândula parotis de vaca e pâncreas na década de 1930 

(MOCZYDLOWSKI; MOSS; LUCCHESI, 1992). O BPTI é utilizado para modular 

respostas inflamatórias e prevenir perda sanguínea, fibrinólise e ação da trombina em 

pacientes submetidos à cirurgia cardíaca (ROBINSON; BLISS, 2002) e atualmente 

ganhou fama como possível opção de tratamento para vírus influenza e coronavírus 

em humanos (BOJKOVA et al., 2020; ZHIRNOV; KLENK; WRIGHT, 2011). No manejo 

de pragas, o BPTI inibiu parcialmente a atividade de extratos brutos de proteases do 

intestino médio de Rhyzopertha dominica (Coleoptera) (OPPERT; MORGAN; 

KRAMER, 2011) e A. gemmatalis, em que foi demonstrada uma redução notável nas 

atividades dos extratos do intestino médio (OLIVEIRA et al., 2005). Aqui, usamos 

várias abordagens para analisar a interação entre o inibidor de BPTI não hospedeiro 

e tripsinas de A. gemmatalis, comparando com o inibidor SKTI da planta hospedeira. 

Além disso, ensaios biológicos de curto e longo prazo foram estabelecidos para avaliar 

o efeito dos IPs em parâmetros de importância biológica para o inseto. Demonstramos 

que BPTI se liga ao sítio ativo de enzimas semelhantes a tripsina com menos 

interações do que SKTI, mas ainda com a mesma energia de alta afinidade. Esses 

resultados demonstram a alta eficiência do BPTI, possivelmente devido ao seu 

scaffold menor que o SKTI e interações específicas mais fortes, sendo um candidato 

promissor para ser usado como uma molécula bioracional ou como linha de base para 

o projeto de novos inibidores de tripsina. Além disso, as análises in vitro confirmaram 

a capacidade do BPTI de se ligar e inibir as tripsinas de A. gemmatalis em um 

mecanismo de inibição competitiva, apresentando uma constante inibitória (KI) 

ligeiramente inferior ao SKTI. 

No nível estrutural, quando se analisa a interação proteína-proteína (PPI) e 

especificamente a região de interface, ou seja, a superfície de contato quando se 

forma o complexo proteína-proteína, certas cadeias laterais proteicas contribuem 

principalmente para a energia de Gibbs da ligação proteína-proteína. Esses resíduos 

chamados de hot-spots geralmente se sobrepõem a regiões estruturalmente 

conservadas e representam uma característica comum das interfaces PPI (GEPPERT 

et al., 2011; MOREIRA; FERNANDES; RAMOS, 2007). Em nosso estudo, as 
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interfaces entre tripsina-BPTI e tripsina-SKTI foram analisadas por docking e 

simulações de dinâmica molecular. Quatro tipos de interações foram registrados entre 

o sítio reativo de SKTI e os resíduos de aminoácidos do receptor, ligação de 

hidrogênio convencional, alquil, Pi-cation e Sulfur-X; essas interações e o número de 

resíduos de aminoácidos participantes foram maiores em comparação com BPTI-

tripsina. Isso pode ser possível porque o BPTI é uma das menores proteínas 

globulares (Dittrich & Kanchanawarin, 2008), e o bloco de construção do peptídeo que 

se liga ao sítio ativo da tripsina de A. gemmatalis é menor (Tyr, Gly, Gly, Cys, Arg e 

Ala : Y-G-G-C-R-A). No entanto, como observado nos resultados, esse número menor 

de interações é suficiente para igualar a afinidade do SKTI, uma proteína inibidora de 

massa maior com um número maior de interações com tripsina do que BPTI.  

As sequências que se ligam às tripsinas de A. gemmatalis fazem parte de uma 

alça única (BPTI) ou duas alças (SKTI), estabilizadas por ligações de hidrogênio ou 

hidrofóbicas, conforme demonstrado no perfil farmacofórico após dinâmica molecular. 

Essas alças são comuns em inibidores de protease e são chamadas de RCL (Reactive 

Center Loops) e medeiam as interações entre BPTI e SKTI com tripsinas de A. 

gemmatalis (SWEDBERG et al., 2011). A análise de energia via docking e 

experimentos de dinâmica molecular destacou este segmento de alta afinidade no 

BPTI (Y-G-G-C-R-A), onde cada um dos resíduos de aminoácidos teve uma 

contribuição energética diferente na formação do complexo, entrando no conceito de 

hot-spots (KIMURA et al., 2001; MACALINO et al., 2018) para o complexo BPTI-

tripsina e candidatos a  peptídeos inibitórios, ou pelo menos pistas promissoras para 

projetar pequenas moléculas e peptídeos inibitórios com maior afinidade, estabilidade 

e biodisponibilidade. 

O BPTI tem uma especificidade relativamente ampla, inibindo tripsinas, 

quimotripsina e serina proteases do tipo elastase. O BPTI reage rapidamente com 

serino proteases para formar complexos estáveis, mas a formação do complexo 

enzima inibidor pode envolver vários intermediários correspondentes a etapas 

discretas da reação (ASCENZI et al., 2003); na praga A. gemmatalis, o inibidor 

mamífero BPTI não inibiu a atividade da quimotripsina, apenas as tripsinas 

apresentaram 70% de redução em sua atividade. Este resultado possivelmente pode 

ser explicado pela expressão de quimotripsinas que apresentam características 

moleculares neste inserto que contribuem para a resistência a BPTI e SKTI. Sabe-se 

que os insetos produzem tripsinas e quimotripsinas resistentes à IPs em resposta ao 
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consumo destes (DUNSE et al., 2010; KATOCH, 2020; VOLPICELLA et al., 2006), e 

pode ser uma forma de suprimir as necessidades de proteólise e obtenção de 

aminoácidos livres. 

É bem conhecido que o grau de utilização dos alimentos depende da 

digestibilidade destes e da eficiência com que os alimentos digeridos são convertidos 

em biomassa (FATHIPOUR et al., 2019). A exposição de larvas de A. gemmatalis aos 

inibidores também afetou os parâmetros dietéticos, onde observou-se redução no 

consumo de dieta artificial e aumento de fezes em insetos expostos ao BPTI; além 

disso, a digestibilidade aproximada (AD) foi maior quando alimentados com dieta 

contendo BPTI. Esse aumento da AD pode ser uma estratégia para mitigar os efeitos 

inibitórios do BPTI sobre as tripsinas e a atividade das proteases totais, bem como a 

redução do consumo alimentar. Tem sido relatado em outras espécies de Lepidoptera 

que o aumento da AD geralmente pode ser gerado para compensar outros efeitos 

negativos nos parâmetros alimentares, levando a uma redução no crescimento do 

inseto (HEMATI et al., 2012). 

No ensaio de atividade inibitória utilizando SKTI e BPTI coletados de fezes, 

identificamos que uma parte dos inibidores é eliminada nas fezes, demonstrada pela 

redução da atividade da tripsina quando a concentração de fezes aumenta no extrato. 

O SKTI é o que está sendo mais excretado, pois o BPTI possui um KI menor (sendo 

necessárias menos moléculas para inibir a mesma quantidade de atividade) do que a 

proteína vegetal e atinge uma redução semelhante na atividade das tripsinas apenas 

na concentração mais alta nas fezes. O aumento da capacidade inibitória das fezes 

de insetos lepidópteros expostos a inibidores de protease também foi observado para 

outros inibidores de proteínas, como o inibidor de tripsina Inga laurina (ILTI) 

(MACHADO et al., 2017); o resultado também demonstra a alta estabilidade dos 

inibidores avaliados, que mesmo após passarem pelo trato digestivo do inseto, ainda 

mantêm parte de sua estabilidade e capacidade de inibir tripsinas. 

Os mecanismos adaptativos de insetos aos IPs de plantas geralmente incluem 

três estratégias principais: superprodução de enzimas digestivas existentes, síntese 

de isoformas de proteases insensíveis a inibidores e ativação de proteases 

específicas que desintoxicam os IPs por clivagem proteolítica (AHN et al., 2004; 

MACHADO et al., 2017; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). A análise de densitometria 

das bandas de gel mostrou um aumento de proteínas variando de 20,1 a 30 kDa, nas 

quais as isoformas serino proteases de muitos insetos lepidópteros são 



134 
 

predominantemente encontradas (ALMEIDA BARROS et al., 2021; BERNARDI et al., 

1996; HEGEDUS et al., 2003; MERIÑO-CABRERA et al., 2020). Um padrão 

semelhante não foi observado na análise densitometria desses extratos de intestino 

médio obtidos de larvas expostas ao BPTI, acendendo uma luz na hipótese de que 

apenas o SKTI estimula esse mecanismo adaptativo relativamente bem descrito em 

relação à exposição de IPs de plantas (ou seja, superprodução de enzimas digestivas) 

(SINGH et al., 2020). Além disso, verificamos a capacidade do extrato extraído dos 

insetos que se alimentaram 24 h em dietas contendo ou não inibidores de protease 

em digerir as proteínas BPTI e SKTI purificadas. O fato de que apenas os extratos de 

larvas expostas ao SKTI digeriram o inibidor de protease no ensaio de digestão indica 

que após 24 h de exposição, enzimas proteolíticas que são potenciais desintoxicantes 

podem estar especificamente presentes apenas quando A. gemmatalis ingere o 

inibidor de seu hospedeiro (ou seja, SKTI). Um fenômeno semelhante foi observado 

para Plutella xylostella degradando especificamente o inibidor de tripsina da planta 

hospedeira MTI2 e não o inibidor de tripsina não hospedeiro SKTI, quando o extrato 

do intestino foi incubado com ambos os inibidores de protease durante 3 h (YANG et 

al., 2009). Inferimos dos resultados de densitometria e processamento de digestão 

que SKTI estimula mais os mecanismos adaptativos do que BPTI, possivelmente 

devido à origem do BPTI e falta de relação evolutiva entre a praga A. gemmatalis e 

este inibidor de mamífero. A falta de relação evolutiva pode ser considerada uma 

vantagem para o uso do BPTI no manejo integrado de pragas e no projeto de novas 

moléculas de bioinseticidas. 

A curva de Kaplan-Meier mostrou que os insetos expostos a ambos, SKTI e 

BPTI, apresentaram sobrevivência reduzida quando comparados ao grupo controle. 

Esperávamos uma maior supressão da sobrevivência em larvas expostas a BPTI do 

que em larvas expostas a SKTI, desde que, ao contrário do inibidor da planta 

hospedeira, o inibidor de proteína não hospedeira exerce uma forte redução na 

atividade da tripsina, mostrando menos sinais de adaptação proteolítica mecanismos. 

Isso indica que o efeito sobre a sobrevivência dos inibidores de protease não depende 

apenas da capacidade da molécula de reduzir a atividade proteolítica, uma vez que, 

embora a SKTI não tenha reduzido a atividade proteolítica total, exerceu impactos 

semelhantes na sobrevivência larval. Além de mediar diretamente a expressão de 

enzimas proteolíticas digestivas para compensar os efeitos da inibição proteolítica, 

sabe-se que os inibidores de proteases afetam outras partes do metabolismo, como o 
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metabolismo de carboidratos e o sistema imunológico, podendo eventualmente causar 

a morte do inseto (KUWAR et al., 2015). No entanto, embora o SKTI tenha 

apresentado impactos na sobrevida semelhantes ao inibidor não hospedeiro, apenas 

o BPTI exerceu efeitos negativos sobre o peso pupal. O menor peso pupal pode ser 

um reflexo dos efeitos do BPTI na incorporação de proteína no tecido do inseto, o que 

pode afetar o desenvolvimento de insetos adultos, sendo uma possível vantagem em 

relação ao SKTI quanto ao seu uso no manejo integrado de pragas (BOND et al., 

2017). 

O estudo analisou in silico, in vitro e in vivo aborda a viabilidade do uso da 

proteína inibitória extraída de mamíferos (BPTI) como potencial inibidor de tripsinas 

digestivas de A. gemmatalis, comparando os resultados com os do inibidor vegetal 

SKTI. Aqui, demonstramos que tanto o BPTI quanto o SKTI são inibidores 

competitivos que se ligam ao sítio ativo da enzima com alta afinidade, bloqueando a 

entrada do substrato através de ligações hidrofóbicas e hidrofóbicas, como interações 

alquila. A. gemmatalis apresentou mecanismos menos adaptativos quando expostos 

ao BPTI, possivelmente devido à origem do BPTI e à falta de relação evolutiva com 

as tripsinas do inseto. A sobrevivência de larvas expostas a SKTI e BPTI é igualmente 

reduzida, mas o inibidor não hospedeiro causa um efeito negativo adicional no peso 

das pupas, o que pode prejudicar a viabilidade dos adultos. Coletivamente, mostramos 

que o BPTI apresenta características interessantes que o tornam um candidato 

promissor para uso no manejo de pragas de lepidópteros ou como informação de base 

para projetar racionalmente novos inibidores menores com propriedades inseticidas. 
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TABELAS 
 

Tabela 1. Valores de pesos de coeficiente de ancoragem pelo software online Cluspro 

dos inibidores BPTI e SKTI e das enzimas tripsinas de Anticarsia gemmatalis. O teste 

t para comparação entre as energias mais baixas dos complexos Aprotinina-tripsina e 

SKTI-Tripsina não demonstrou diferenças significativas (P=0,0765). 

    

Members of 
the Cluster 

Cluster 
Center 

Lowest 
Energy 

Complex 
Aprotinin-

Trypsin 

1 106 -722.9 -906.1 

2 189 -752.1 -831.5 

3 369 -696.5 -922.8 

4 247 -737.5 -924.9 

5 172 -807.8 -1086.2 

6 96 -765.2 -912.1 

Complex 
SKTI-

Trypsin 

1 165 -915.6 -1057.6 

2 124 -959.7 -985.0 

3 152 -848.3 -1050.2 

4 96 -820.7 -953.1 

5 149 -887.9 -1018.4 

6 132 -833.7 -990.2 
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FIGURES 

 

Figura 1. No topo: Visão geral da pose de ancoragem mais bem classificada da 

ligação do inibidor pancreático bovino (BPTI) à tripsina digestiva Anticarsia 

gemmatalis. Forma da superfície representando a tripsina em laranja e o BPTI em 

roxo. No canto inferior direito: aminoácidos catalíticos em bastões verdes e os 

resíduos reativos do inibidor em bastões roxos envolvidos na interação tripsina-BPTI. 

No canto inferior esquerdo: perfil farmacofórico do complexo BPTI-tripsina após 

docking molecular. Círculos coloridos e as linhas pontiagudas indicam o tipo de 

interação entre a sequência reativa do BPTI e a cadeia lateral dos resíduos da tripsina. 
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Figura 2. No topo: Visão geral da pose de encaixe mais bem classificada da ligação 

do inibidor de tripsina Kunitz (SKTI) de soja com tripsina digestiva Anticarsia 

gemmatalis. Forma da superfície representando a tripsina em azul e o SKTI em verde. 

No canto inferior esquerdo: aminoácidos enzimáticos em bastões azuis e os resíduos 

reativos do inibidor em bastões verdes envolvidos na interação tripsina-SKTI. No canto 

inferior direito: perfil farmacofórico do complexo SKTI-tripsina após docking molecular. 

Círculos coloridos e as linhas pontiaguda indicam o tipo de interação entre a sequência 

reativa SKTI e a cadeia lateral dos resíduos da tripsina. 

 



154 
 

 

Figura 3. Gráfico de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk da inibição intestinal de 

tripsina-like em Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) pelas proteínas BPTI 

(A e B) e SKTI (C e D) na presença do substrato L-BApNA. 

 

 

Figura 4. Inibição percentual de enzimas tripsina-like do intestino médio de A. 

gemmatalis por extratos de dieta contendo ou não IPs em diferentes concentrações. 
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As letras indicam diferenças entre as concentrações do mesmo tratamento. As linhas 

verticais seguidas dos valores de p indicam diferenças entre os diferentes 

tratamentos. 

 

 

Figura 5. Atividades de tripsinas, quimotripsinas e proteases totais de extratos do 

intestino médio de A. gemmatalis expostos ou não à IPs (BPTI e SKTI). Os valores 

são a média ± S.E. Letras diferentes indicam diferenças entre os tratamentos. 
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Figure 6. Biological parameters from A. gemmatalis larvae exposed or not to protease 

inhibitors. Values are mean ± S.E. Different letters indicate statistical significance 

between treatments. 

 

 

Figura 7. Perfil SDS-PAGE da digestão de BPTI e SKTI por extrato do intestino médio 

de lagartas expostas ou não aos. As letras acima dos canais indicam que SKTI (A) e 
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BPTI (B) foram expostos a extratos extraído de larvas expostas às dietas controle (C), 

SKTI (S) e BPTI (B). 

 

 

Figura 8. Inibição percentual de tripsinas por extratos de fezes de insetos expostos 

aos IPs. Os valores são a média ± S.E. O maior * (em vermelho) indica diferença 

estatística entre as diferentes concentrações das fezes coletadas do mesmo 

tratamento. O menor * (em preto) indica diferença estatística entre a inibição pelas 

fezes coletadas de diferentes tratamentos, mas na mesma concentração. 
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Figura 9. Análise de densitometria dos pixels do SDS-PAGE 12% do extrato de A. 

gemmatalis expostos ou não a inibidores de protease SKTI e BPTI. Os valores são as 

médias ± S.E. * indica diferenças significativas entre os grupos expostos aos inibidores 

de protease e controle. 

 

 



159 
 

Figura 10. 12% SDS-PAGE carregado com extratos do intestino de A. gemmatalis 

expostos ou não a inibidores de protease. As letras maiúsculas acima dos canais 

indicam de qual tratamento as amostras vieram, ou seja, S para larvas expostas a 

SKTI, B para larvas expostas a BPTI e C para larvas expostas a controle. 

 

 

Figura 11. Survival plots (A) and pupal weight (B) of the Anticarsia gemmatalis 

(Lepidoptera: Noctuidae) larvae reared on diet containing BPTI and SKTI inhibitors. 

The treatments consisted of (a) artificial diet without protease inhibitor (control diet); 

(b) artificial diet containing BPTI (30 mM) and; (c) artificial diet containing SKTI (30 

mM). Survival data were submitted to the Kaplan-Meier estimator and the functions 

obtained from each treatment were compared using Log-rank test. The weights after 

pupation were recorded and analyzed by ANOVA followed by Tukey’s test, with 

different letters indicating significant differences (p≤0.05). 
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CAPÍTULO II: ARTIGO IV 
 

Atividade inibitória de peptídeos desenhados com base em alças centrais 
reativas de proteínas BPTI e SKTI: ligação a tripsinas-like de pragas de 
lepidópteros. 
 

RESUMO 

Os inibidores de protease (IPs) são fontes potenciais para o desenvolvimento de 

novos pesticidas contra insetos Lepidoptera. A exposição de lepidópteros a essas 

moléculas afeta os parâmetros do ciclo de vida com algumas limitações, como ação 

lenta e adaptações fisiológicas, que incluem percepção e reprogramação do perfil de 

proteases que podem levar à inativação. No entanto, pequenos peptídeos projetados 

com base em IPs naturais podem superar o mecanismo de adaptação do inseto devido 

à sua alta estabilidade, baixo peso molecular e falta de associação próxima 

(coevolução). A este respeito, quatro peptídeos baseados nas alças do centro reativo 

de PIs BPTI (TGPCK e TGPCR) e SKTI (SKTI) (AVIMK e AVIMR) foram projetados. 

Nossos resultados demonstraram a influência crucial de tipos específicos de ligações 

químicas na afinidade de ligação dos ligantes com isoformas de tripsina-like de insetos 

Lepidoptera por análises in silico e de correlação. Em geral, o número de interações 

pi-sigma está correlacionado com maior afinidade para AVIMK, enquanto as ligações 

alquil/pi-alquil e C-H estão correlacionadas com menor afinidade para peptídeos 

AVIMR e TGPCK, respectivamente. Além disso, o número de interações com 

resíduos-chave de enzimas semelhantes a tripsina, ou seja, His57, Asp102, Ser195, 

Asp189, S195 e G197 (numeração de quimotripsinogênio), está fortemente 

correlacionado com suas energias de ligação. Ensaios de inibição com extrato do 

intestino médio de A. gemmatalis mostraram que todos os peptídeos exibiram uma 

inibição competitiva. No entanto, apenas os peptídeos derivados do BPTI, 

principalmente o TGPCK, mostraram grande capacidade de inibir atividades de 

tripsinas-like. Esses resultados sugerem que TGPCK poderia contribuir para o 

controle de A. gemmatalis. No entanto, os outros peptídeos não podem ser 

descartados contra tripsinas de outros insetos lepidópteros porque o encaixe 

molecular previu grande ligação com isoformas semelhantes a tripsinas-like de vários 

lepidópteros. 
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Palavras-chave: Anticarsia gemmatalis. Docking molecular. Constante inibitória. 

Farmacofórico. Pentapeptídeo 
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Inhibitory activity of peptides designed based on reactive center loops of BPTI 
and SKTI proteins:  binding to trypsins-like of lepidopteran pests. 
 

ABSTRACT 

Protease inhibitors (PIs) are potential sources for the development of new pesticides 

against Lepidoptera insects. Exposure of lepidopterans to these molecules affects life 

cycle parameters with some limitations, such as lower action and adaptation by 

counteracting mechanisms, which include perception and reprogramming of the 

protease profile that could lead to inactivation. However, small peptides designed 

based on natural PIs could overcome the insect adaptation mechanism due to their 

high stability, low molecular weight, and lack of close association (co-evolution). In this 

regard, four peptides based on the reactive center loops of BPTI (TGPCK and TGPCR) 

and SKTI (SKTI) (AVIMK and AVIMR) PIs were designed. Our results underlined the 

crucial influence of specific types of chemical bonds on the binding affinity of the 

ligands with trypsin-like isoforms of Lepidoptera insects by in silico and correlation 

analyzes. In general, the number of pi-sigma interactions is correlated with higher 

affinity for AVIMK, whereas alkyl/pi-alkyl and C-H bonds are correlated with lower 

affinity for AVIMR and TGPCK peptides, respectively. Moreover, the number of 

interactions with key residues of trypsin-like enzymes, i.e., His57, Asp102, Ser195, 

Asp189, S195, and G197 (chymotrypsinogen numbering), is strongly correlated with 

their binding energies. Inhibition experiments with midgut extract of A. gemmatalis 

showed that all peptides exhibited a competitive inhibition. However, only BPTI-derived 

peptides, mainly TGPCK, showed great ability to inhibit trypsin-like activities. These 

results suggest that TGPCK could contribute to the control of A. gemmatalis. However, 

the other peptides cannot be discarded against other Lepidopteran insects trypsins 

because molecular docking predicted great binding with trypsin-like isoforms of several 

Lepidoptera. 

 

Key-words: Anticarsia gemmatalis. Molecular docking. Inhibitory constant. 

Pharmacoforic. Pentapeptide 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A produção agrícola em todo o mundo é constantemente ameaçada por 

herbívoros, que reduzem os rendimentos agrícolas e a qualidade dos grãos. Enormes 

quantidades de pesticidas sintéticos são usadas nos campos para reduzir o impacto 

da herbivoria nas culturas agrícolas. Recentemente, o Brasil facilitou a 

regulamentação de 475 agrotóxicos, dos quais apenas 8% são considerados produtos 

biológicos (BRAGA et al., 2020). O uso indiscriminado de agrotóxicos convencionais 

não está apenas associado a problemas de saúde e ambientais (PIMENTEL; 

BURGESS, 2014), mas também acelera a perda de tecnologias atuais devido a 

insetos resistentes (NAUEN; STEINBACH, 2016). Portanto, a busca por moléculas 

biológicas que possam ser otimizadas para fornecer estratégias 

alternativas/adicionais de controle de pragas, que sejam tão eficientes quanto os 

inseticidas convencionais, é de grande importância para a sustentabilidade mundial 

(Bale et al., 2008). 

Nesse contexto, enzimas digestivas de insetos-praga são consideradas alvos 

potenciais para o desenvolvimento de novos pesticidas. A digestão de proteínas por 

pragas de Lepidoptera é altamente dependente de serino-proteases, principalmente 

enzimas tripsina- e quimotripsina-like (NAPOLEÃO et al., 2019; SILVA JÚNIOR et al., 

2020). Quando insetos lepidópteros são expostos a inibidores de proteases tripsina-

like, o ciclo é frequentemente atrasado e a sobrevivência e reprodução são reduzidas 

devido a um déficit de aminoácidos livres e desregulação metabólica (PANDEY; 

YADAV; SANYAL, 2021). No entanto, apesar de seu potencial inseticida, os inibidores 

de proteases ainda não são usados na prática porque os insetos lepidópteros 

desenvolveram mecanismos adaptativos baseados na superexpressão de proteases 

sensíveis e insensíveis e na clivagem proteolítica endógena de inibidores de 

proteases (SINGH et al., 2020). 

Os inibidores de protease são induzidos pelas plantas como um mecanismo 

natural de defesa quando atacados por herbívoros. Os herbívoros estimulam o 

metabolismo secundário das plantas para se defenderem. Isso ocorre pela presença 

de elicitores na saliva do inseto e os danos mecânicos causados por estes, o que 

aumenta a quantidade de inibidores de protease no tecido vegetal. De fato, a 

exposição crônica de herbívoros a inibidores naturais de proteases vegetais resulta 

em desempenho reduzido (HARTL et al., 2011). No entanto, o uso de inibidores de 
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protease na agricultura ainda não é uma realidade devido a muitos gargalos, como 

exposição prolongada para obter efeitos knockdown, adaptações de insetos e 

estabilidade ambiental (SINGH et al., 2020; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Os 

inibidores naturais de proteases são moléculas relativamente grandes e, portanto, 

exibem baixa estabilidade quando expostos a elementos ambientais e proteases não-

alvo encontradas no intestino médio de insetos lepidópteros. Apesar de seu tamanho, 

os inibidores de protease interagem com a protease através de pequenas partes da 

proteína chamada RCL (reactive center loops) (ZHOU; CARRELL; HUNTINGTON, 

2001). Para resolver alguns dos gargalos que impedem o uso de inibidores de 

protease na agricultura, os RCLs podem ser estudados e isolados em pequenos 

peptídeos que apresentam maior estabilidade ambiental e fisiológica, além de 

possibilitaram modificações químicas pontuais na estrutura química. Encontrar 

peptídeos derivados de RCLs que exibem função biológica é uma estratégia comum 

para avançar na descoberta de medicamentos. Peptídeos RCL derivados de 

SERPINS (inibidores de serino proteases) mostraram funções imunomoduladoras 

aprimoradas em comparação com os efeitos da proteína inteira (AMBADAPADI et al., 

2016). Além disso, pequenos peptídeos com atividades inibitórias já foram testados 

contra insetos-praga e prejudicaram o fitness de diferentes herbívoros (Fiandra et al., 

2009; Meriño-Cabrera et al., 2020; Patarroyo-Vargas et al., 2020; Saikhedkar et al., 

2018, 2019; Spit et al., 2012). 

O desenvolvimento de inibidores de proteases não hospedeiros, como 

peptídeos RCL capazes de inibir a função biológica de proteases de herbívoros vitais, 

poderia ajudar a superar as adaptações que os insetos desenvolveram durante a 

coevolução com as plantas. Formulações de pesticidas contendo uma variedade de 

inibidores de peptídeos otimizados para eficácia e estabilidade podem transformar o 

uso de proteases digestivas de insetos em alvos eficientes para o controle de pragas 

(NOWICKI et al., 2021). Além disso, a construção de genótipos de plantas 

transgências resistentes com base em tais tecnologias pode se tornar viável se 

contiverem múltiplas regiões inibitórias de RCL de inibidores peptídicos. 

Neste artigo, peptídeos de cinco resíduos derivados de dois RCLs de BPTI 

(Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) e SKTI (Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor) foram 

testados quanto às suas interações com enzimas alcalinas tripsina de insetos 

Lepidoptera, que são um grande problema para a agricultura. A busca por novos 
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peptídeos capazes de inibir proteases vitais no intestino médio de insetos Lepidoptera 

certamente ajudará na formulação de biopesticidas sustentáveis à base de proteínas. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1. Proposta de peptídeos 

Quatro pentapeptídeos foram desenvolvidos com base nos RCLs de BPTI 

(Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) e SKTI (Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor). A 

partir da SKTI, dois pentapeptídeos (ou seja, AVIMK e AVIMR) foram projetados com 

base na visão geral e local das poses de docking molecular mais bem classificadas 

entre SKTI e várias isoformas de tripsinas-like identificadas em dados proteômicos de 

A. gemmatalis (SILVA JÚNIOR et al., 2020). Dois pentapeptídeos foram projetados a 

partir de BPTI (ou seja, com base no BLASTp de BPTI, cadeia I (número de acesso 

NCBI: 1CBW) e a identificação do "sítio de interação com tripsinas - TGPCK". O último 

resíduo do pentapeptídeo foi sempre substituído por "Arg" ou "Lys" (resíduos que se 

ligam ao bolso S1 de enzimas semelhantes a tripsina). A estrutura 3D dos peptídeos 

foi projetada usando a ferramente wizard do software Biovia Discovery Studio® e salva 

como um arquivo no formato "pdbqt". 

 

2.2. Enzimas tripsinas-like alcalinas de insetos lepidópteros 

Oito sequências FASTA de enzimas tripsina-like de A. gemmatalis, 

Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera litura (Lepidoptera: 

Noctuidae), Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) foram recuperadas do 

banco de dados de proteínas do NCBI (Tabela 1.). A estrutura 3D das tripsinas foi 

modelada usando o software online Phyre2 (KELLEY et al., 2015). A estrutura 

tridimensional das tripsinas foi submetida à análise de qualidade usando o servidor 

web Protein Structure Analysis (PRoSA) 

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), ERRAT (http:// 

services.mbi.ucla.edu/ERRAT/) e análises de plotagem de Ramachandran 

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). Enzimas tripsina-like foram 

submetidas a BlastP no NCBI para definir os aminoácidos que são críticos para a 

atividade de enzimas tripsina-like (numeração do quimotripsinogênio). A Figura 1 

mostra o resumo do diagrama NCBI BlastP para tripsinogênio bovino (precursor 

mamífero para enzimas tripsinas-like) e uma enzima tripsina-like-alcalina C de A. 

gemmatalis. 
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2.3. Docking molecular e análise de dados 

Após modelagem e minimização de energia, os peptídeos e arquivos pdbqt 

de tripsinas-like foram carregados na ferramenta de triagem virtual PyRx como 

macromoléculas (receptor) e ligantes, respectivamente. A grade automática que 

aparece após o carregamento das moléculas para encaixe na extensão Vina Wizard 

no PyRx foi mantida como configuração padrão. Para cada tripsina de lepidópteros, 

uma pose com a melhor classificação foi determinada para cada peptídeo. Um total 

de oito poses foram geradas para cada peptídeo usando diferentes enzimas tripsina-

like de lepidópteros. Após o docking molecular, foram determinados os valores de 

energia de afinidade das melhores poses estruturais dos ligantes em cada encaixe. 

Os perfis farmacofóricos foram gerados usando o DS Visualizer 4.0 (Studio, 2012).  

Os valores de energia de afinidade de cada peptídeo e do substrato L-BApNA 

com várias tripsinas de Lepidoptera foram avaliados por ANOVA e teste post-hoc de 

Duncan. Além disso, os valores de energia de afinidade foram correlacionados com o 

número de interações, tipo de interação e ligação a resíduos conservados no sítio 

ativo de cada modelo de tripsina pelo teste de correlação de Pearson (r). 

 

2.4. Avaliação da constante inibitória aparente (KI) 

O valor do KI aparente dos peptídeos foi calculado medindo-se a atividade de 

tripsina-like do extrato bruto do intestino médio de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: 

Noctuidae) utilizando-se o substrato L-BApNA. Para obter os extratos brutos, cinco 

larvas de A. gemmatalis de quinto ínstar cresceram de acordo com (GREENE; 

LEPPLA; DICKERSON, 1976) e foram dissecados para remover o trato intestinal. 

Posteriormente 1 ml de uma solução aquosa ajustada para pH 3 com HCl 1M foi 

adicionado para lise utilizando TissueLyser II - Qiagen®. Após a lise dos intestinos, o 

extrato bruto foi centrifugado a 10.000 g, 4º C, por 30 minutos e o sobrenadante foi 

coletado para dosagem de proteína total pelo método de Bradford. 

A diminuição dependente da concentração na atividade de tripsina do extrato 

bruto de A. gemmatalis foi analisada utilizando-se diferentes concentrações de L-

BApNA (2,56 mM, 1,28 mM, 0,64 mM, 0,32 mM) e peptídeos (0, 0,25 mM, 0,5 mM, 1 

mM, 2 mM). As atividades foram medidas usando um espectrofotômetro SpectraMax 

M2 a 410 nm por 2 minutos. A mistura de reação na placa de 96 poços consistiu de 

Tris-HCl 0,05 M e CaCl2 20mM, 30 μg de proteínas do extrato do intestino médio de 
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A. gemmatalis e os peptídeos e substrato nas concentrações acima citadas, 

totalizando 250 μL. Os dados foram analisados usando o pacote de regressão não 

linear (ajuste de curva) do GraphPad Prisma 5.0, com dados categorizados em 

diferentes modos de inibição (ou seja, inibição competitiva, inibição não competitiva e 

inibição mista). 
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3. RESULTADOS 
 

3.1. Análise da energia livre de ligação 

A influência de um tipo particular de ligação química entre os peptídeos e os 

resíduos de tripsina na ΔGBINDING da formação do complexo foi analisada por 

correlação de Pearson (r) e mostrada em mapas de calor para cada peptídeo (Figura 

2). Para peptídeos baseados em SKTI, o número de interações pi-sigma entre AVIMK 

e tripsinas-like de Lepidoptera se correlacionou com um ΔGBINDING mais baixo, 

enquanto que para AVIMR, a presença de interações alquil com resíduos de tripsina 

foi correlacionada com um ΔGBINDING mais alto (Figura 2A. e 2B.). Por outro lado, para 

peptídeos baseados em BPTI, a formação de ligações C-H entre resíduos de tripsina 

e TGPCK foi significativamente correlacionada com um maior ΔGBINDING de formação 

de complexo, enquanto que para complexos TGPCR-tripsina, nenhuma correlação foi 

encontrada entre qualquer tipo de ligação química e ΔGBINDING (Figura 2C. e 2D.). 

A energia livre de ligação (Kcal/mol) de peptídeos e L-BApNA e várias 

tripsinas de Lepidoptera foi menor para os peptídeos baseados em BPTI e o substrato 

do que para peptídeos SKTI (Tabela 2). O número total de interações para formar os 

complexos não apresentou correlação significativa com a energia livre de ligação (r = 

-0,289; t'test-5% = -1,655; P > 0,05). A influência da ligação a resíduos do sítio ativo 

conservado de enzimas tripsina-like na energia livre de ligação do complexo peptídeo-

tripsina também foi capturada pela correlação de Pearson (r). O número de interações 

com His57, Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197 (numeração de 

quimotripsinogênio) mostrou uma forte correlação com a energia livre de ligação da 

formação do complexo. Quanto maior o número de interações com resíduos críticos 

para a especificidade da tripsina, menor a energia livre de ligação (ou seja, maior 

afinidade) - (r = -0,558; t'test-5% = -3,679; P <0,00045). 

 

3.2. Perfis farmacofóricos 

Todos os peptídeos interagiram diretamente com pelo menos um dos resíduos 

do sítio ativo conservados, exceto para os complexos formados entre a isoforma 

1TryAg e os peptídeos AVIMK, AVIMR e TGPCR (Figura 4., Material Suplementar 1.). 

No entanto, algumas peculiaridades podem ser observadas entre os peptídeos em 

relação à natureza das interações químicas com outros resíduos na região do sítio 
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ativo (Figura 5.). Em geral, ligações H, ligações C-H e alquil/Pi alquil predominam nas 

interações entre os quatro peptídeos e enzimas tripsinas-like. Vale a pena notar que 

se prevê que o peptídeo TGPCR tem um número significativamente maior de ligações 

C-H do que outros peptídeos formados com enzimas tripsinas-like de insetos 

Lepidoptera. Além disso, os peptídeos contendo lisina (K) na posição P1 

apresentaram uma ligação significativamente maior através de ligações pi-sigma. A 

frequência de ligação desfavorável foi maior para o peptídeo TGPCR, que apresentou 

três possíveis ligações desfavoráveis no sítio ativo de tripsinas de lepidópteros, em 

comparação com uma para TGPCK e AVIMK e duas para AVIMR. 

 

3.3. Cinética de inibição 

As constantes de inibição (KI) calculadas para o meio reacional contendo 

substrato L-BApNA, extratos brutos do intestino médio de A. gemmatalis e os 

peptídeos indicam que aqueles derivados de BPTI são inibidores mais potentes do 

que aqueles derivados de SKTI. Os valores de KI foram 14,4 mM para AVIMK, 26,2 

mM para AVIMR, 2,2 mM para TGPCK e 8,8 mM para TGPCR. Para todos os 

peptídeos, os dados da constante de inibição mostraram um melhor ajuste para o 

modo competitivo de inibição do que para os modelos não competitivos e mistos. Os 

coeficientes R2 foram 0,87, 0,77, 0,81 e 0,94 para AVIMK, AVIMR, TGPCK e TGPCR, 

respectivamente (Figura 6.). 
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4. DISCUSSÃO 

O uso generalizado de pesticidas sintéticos para controlar pragas de 

Lepidoptera na agricultura levanta grandes preocupações sobre o impacto dessas 

moléculas na sustentabilidade. Além disso, os insetos desenvolveram resistência aos 

pesticidas comumente utilizados, exigindo um uso ainda maior do ingrediente ativo 

em campos agrícolas ao redor do mundo (CASIDA; QUISTAD, 1998; NAUEN; 

STEINBACH, 2016). O avanço das técnicas biotecnológicas possibilitou o 

desenvolvimento de formulações compostas por derivados biológicos. No entanto, a 

maioria dos agrotóxicos disponíveis comercialmente na agricultura são baseados em 

formulações contendo Bacillus thurigienses com proteínas Vip e Cry e outros 

organismos entomopatogênicos como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana 

(CHANDLER et al., 2008; UMETSU; SHIRAI, 2020). A diversidade limitada dos modos 

de ação dos agrotóxicos já existentes no mercado está levando a comunidade 

científica a buscar novos compostos biológicos com atividade inseticida e diferentes 

modos de ação.  

As afinidades (kcal/mol) dos peptídeos baseados em SKTI - AVIMK e AVIMR 

-para enzimas tripsina-like de insetos Lepidoptera foram fortemente correlacionadas 

com a presença de Pi-sigma (correlação negativa) e alquil (correlação positiva), 

respectivamente. As interações pi-sigma são tipos de ligações covalentes formadas 

pela sobreposição dos orbitais pi e sigma que ajudam a estabilizar as cargas no sítio 

ativo das enzimas, geralmente aumentando a afinidade do ligante (ARTHUR; 

UZAIRU, 2019). As ligações alquil são interações hidrofóbicas importantes para a 

ligação a bolsões hidrofóbicos, como os subsítios S2 e S3 no sítio ativo das tripsinas. 

As interações de alquil são flexíveis e suportam flexibilidade conformacional quando 

o ligante está enterrado no sítio ativo. No entanto, em alguns casos, essa flexibilidade 

do sítio ativo pode interferir na forte ligação entre um complexo enzima-ligante. Por 

exemplo, derivados de 5-(alquiloxi)-triptamina com uma proporção maior de 

interações alquil ligam-se com menor afinidade aos receptores de serotonina 5-HT1D 

do que grupos com cadeias alquil menores (GLENNON et al., 1996). No peptídeo 

TGPCK, as ligações C-H estão associadas a uma menor afinidade por enzimas do 

tripsina-like. De fato, as ligações C-H são mais fracas do que as ligações de hidrogênio 

convencionais e a formação dessas interações pode reduzir a formação de ligações 

de hidrogênio mais fortes. No entanto, embora mais fracas que as ligações H 
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convencionais, as ligações C-H podem ser facilmente formadas entre dois átomos e 

têm fortes efeitos na retenção de ligantes, assim como as ligações H (HERREBOUT; 

SUHM, 2011). 

A similaridade da energia livre de ligação de peptídeos derivados de BPTI ao 

L-BApNA sugere que TGPCK e TGPCR se ligam com alta afinidade a tripsinas de 

lepidópteros desde que este substrato é eficientemente utilizado para avaliar as 

atividades de enzimas tripsina-like, como mostrado em outros lugares (do Amaral et 

al., 2022; Oliveira et al., 1993; Patarroyo-Vargas et al., 2020). Embora os peptídeos 

derivados de SKTI tenham apresentado uma energia livre de ligação negativa, 

sugerindo interação espontânea com tripsinas de insetos Lepidoptera, altas 

concentrações no meio reacional (fisiológico e in vitro) podem ser necessárias para 

inibir eficientemente a interação de substratos semelhantes ao L-BApNA com as 

enzimas. A energia livre de ligação dos peptídeos e enzimas examinados neste estudo 

não se correlacionou com o número de interações que essas moléculas fizeram no 

sítio de interação, mas sim com a ligação a aminoácidos específicos do sítio ativo de 

enzimas semelhantes a tripsina (isto é, His57, Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197 

(numeração de quimotripsinogênio). A interação direta com esses resíduos indicou 

boa incorporação no sítio ativo, pois são resíduos-chave para atividade de tripsinas-

like - His57, Asp102 e Ser195 formam a tríade catalítica de tripsina - Asp189 está 

localizada na parte inferior do subsítio S1 e confere especificidade para aminoácidos 

básicos à enzima - S195 e G197 são dois resíduos que contribuem para a 

estabilização da carga parcial em evolução no intermediário tetraédrico durante o ciclo 

catalítico (HEDSTROM, 2002; OLIVEIRA et al., 1993). 

As previsões de docking molecular indicaram que a maioria dos complexos 

peptídeo-tripsina fez contato direto com os principais resíduos do sítio ativo 

(HEDSTROM, 2002) de todas as isoformas de enzimas tipo tripsina de Lepidoptera, 

sugerindo um modo competitivo de inibição. Na inibição competitiva, o inibidor e o 

substrato ligam-se no mesmo local, e mudanças na molaridade do substrato podem 

abolir o efeito inibitório (ROBIN; REUVENI; URBAKH, 2018). A presença de ligação 

desfavorável pode resultar na dificuldade de encaixar os peptídeos no sítio ativo 

devido à conflitos estéricos, o que pode afetar o efeito inibitório dos peptídeos. No 

entanto, uma interação desfavorável no encaixe molecular não significa 

necessariamente que o composto não seja um bom inibidor. Há muitas razões para 

isto (TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX, 2002), como: a flexibilidade do receptor não é 
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levada em consideração no encaixe molecular pelo PyRx, então, pode ser que o 

composto se encaixe devido ao efeito de encaixe induzido; outros efeitos pouco 

levados em conta na docagem molecular podem ter um papel crucial nas interações 

(solvente, entropia, interação com outros compostos do meio fisiológico, etc.); o 

composto pode ter um modo de ação inesperado. 

Os peptídeos derivados de BPTI são inibidores mais potentes de enzimas 

tripsina-like de A. gemmatalis do que os inibidores derivados de SKTI. Os KI aparentes 

dos peptídeos AVIMK e AVIMR são muito altos para serem considerados bons 

inibidores de peptídeos de enzimas tripsinas-like de lepidópteros. Outros estudos 

sobre inibidores peptídicos de RCLs de inibidores de protease com atividades anti-

insetos mostram que o KI varia de 0,005 mM a 4,31 mM (Meriño-Cabrera et al., 2022; 

Almeida Barros et al., 2022; Almeida Barros et al., 2021; Meriño-Cabrera et al., 2020; 

Saikhedkar et al., 2018, 2019; Spit et al., 2012). De fato, RCLs podem ser 

completamente dependentes da estrutura 3D de sua proteína parental. Por exemplo, 

o RCL do inibidor de protease SERPIN18 de Bombyx mori (Lepidoptera: Noctuidae) é 

dependente do movimento da cadeia para inserir o RCL móvel em um domínio de 

folha β de seu alvo (GUO et al., 2015). Por outro lado, peptídeos derivados de BPTI, 

especialmente TGPCK, apresentaram considerável capacidade em inibir enzimas 

tripsina-like de A. gemmatalis, evidenciado por constantes de inibição mais baixas do 

que peptídeos derivados de SKTI. Surpreendentemente, o peptídeo derivado de BPTI 

com lisina na posição P1 (isto é, TGPCK) apresentou um KI aproximadamente 4x 

menor do que o dos inibidores contendo arginina (isto é, TGPCR). Outros estudos 

sobre a cinética de A. gemmatalis sugerem que tripeptídeos e dipeptídeos contendo 

arginina na posição P1 apresentam maior afinidade do que aqueles contendo lisina 

(ALMEIDA BARROS et al., 2021; MERIÑO-CABRERA et al., 2022). No entanto, um 

estudo em que se variou o resíduo de aminoácido na posição P1 de um substrato 

contendo oito aminoácidos não mostrou preferência entre Arg e Lys nesta posição 

para tripsinas-like de insetos lepidópteros (LOPES et al., 2006). Além disso, os perfis 

farmacofóricos previram um maior número de ligações desfavoráveis entre TGPCR 

do que TGPCK com tripsinas de lepidópteros. É possível que o grupo guanídio dos 

resíduos de arginina em peptídeos maiores possa promover impedimentos estéricos, 

prejudicando a capacidade da molécula de inibir a enzima. 

Nossos resultados sugerem que peptídeos derivados do RCL de BPTI, 

especialmente TGPCK, são candidatos promissores para otimização e uso no controle 
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integrado de A. gemmatalis. No entanto, são necessários ensaios biológicos para 

confirmar a capacidade inseticida. Embora os experimentos de inibição não tenham 

revelado boa atividade inibitória de tripsinas-like de A. gemmatalis para os peptídeos 

SKTI, ainda assim vale a pena testar suas atividades contra tripsinas de outros 

lepidópteras, tendo em vista que as análises in silico mostraram bons indicadores de 

afinidade. Os insights sobre a afinidade e o modo de ligação de isoformas de tripsinas-

like alcalinas de insetos lepidópteras com pequenos peptídeos que podem ajudar no 

desenvolvimento de novas e aprimoradas formulações baseadas em IPs. Além disso, 

peptídeos com potencial inibitório também podem fazer parte de genes sintéticos 

contendo peptídeos em tandem. 
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TABELAS 
 

Tabela 1. Sequências de tripsinas-like obtidas do banco de dados NCBI. 

Denomination Species NCBI Identifier 

AgTry1 A. 

gemmatalis 

AWL83213.1 

AgTry2 XP_012549322.3 

SfTry1 
S. frugiperda 

XP_035433891.1 

SfTry2 XP_035433885.1 

HaTry1 
H. armigera 

XP_021200143.1 

HaTry2 XP_021199089.1 

SlTry1 
S. litura 

XP_022815737.1 

SlTry2 XP_022814598.1 

Tabela 2. Energia livre de ligação (Kcal/mol) da formação do complexo entre 

peptídeos /BApNA e enzimas alcalinas tripsina-like de insetos lepidópteros. 

  Ligands 

Receptor AVIMK AVIMR TGPCK TGPCR BApNA 

AgTry1 -4,2 -4,4 -4,9 -4,6 -6,5 

AgTry2 -5,9 -6 -6,5 -6,9 -5,8 

SfTry1 -6,5 -6,7 -7,6 -7,7 -7,7 

SfTry2 -4,9 -6,1 -6,8 -7 -6,9 

HaTry1 -6,5 -6,7 -7 -6,6 -7,9 

HaTry2 -4,8 -2,1 -5,7 -6 -7,3 

SlTry1 -5,3 -5,6 -6,6 -7 -6 

SlTry2 -3,9 -4,9 -4 -6,6 -5,4 

Duncan’s 

test 

-5,25 ± 

0,35A 

-5,31 ± 

0,54A 

-6,14 ± 

0,42B 

-6,55 ± 

0,33B 

-6,69 ± 

0,32B 
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FIGURAS 

 

Figura 1. Resumo gráfico do BLASTp com conjunto de dados do NCBI para duas 

sequências de enzimas tripsina-like. Os resíduos destacados são comparáveis a 

His57, Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197, de acordo com a numeração do 

quimotripsinogênio (Hedstrom, 2002). 
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Figura 2. Mapa de calor para análise de correlação de Pearson (r) entre os tipos de 

ligação química ΔGBINDING envolvidos na formação do complexo entre os peptídeos 

(A) AVIMK, (B) AVIMR, (C) TGPCK e (D) TGPCR e enzimas tripsina-like de insetos 

lepidópteros. 

 

Figura 3. Representação da análise de correlação entre nº de ligação com resíduos 

conservados e energia livre de ligação. Os círculos abertos representam a energia 

livre de ligação e o número de interações com os resíduos do sítio ativo, isto é, His57, 

Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197 (numeração de Quimotripsinogênio) para 

cada um dos complexos formados entre tripsinas de lepidópteros e os peptídeos. 
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Figura 4. Representação farmacofórica de uma enzima tripsina-like (1TryAg) e 

peptídeos. 

 

Figura 5. Tipos de ligações químicas formadas entre peptídeos e múltiplas isoformas 

de tripsina-like de insetos lepidópteros. 
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Figura 6. Método SNLR (Regressão Não Linear Simultânea) para análise de modelo 

de inibição competitivo dos peptídeos AVIMK e AVIMR (A e B) e TGPCK e TGPCR (C 

e D), em proteases tripsina-like de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 

Neste trabalho, buscou-se avaliar a capacidade inibitória de inibidores de 

proteases proteicos sem associação próxima com pragas lepidópteros. Neste sentido, 

duas abordagens foram utilizadas para o desenvolvimento de novos inibidores 

peptídicos capazes de inibirem enzimas tripsinas-like de insetos lepidópteros. 

Primeiramente, foram desenhados dois tripeptideos com base em substratos 

aminoacil p-nitroanilina que apresentaram alta afinidade com tripsinas-like de 

Anticarsia gemmatalis em trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa. Após 

analisar a capacidade inibitória por meio de docking molecular e cinética enzimática 

destas moléculas, verificamos que a exposição crônica de larvas de A. gemmatalis 

por meio de dieta artificial aos peptídeos prejudicou o ciclo larval. Além disso, verificou-

se que a capacidade inibitória de tripeptídeos é mais prolongada do que do SKTI, um 

inibidor de tripsinas-like naturalmente presente na soja. 

No segundo capítulo, foram demonstrados os potenciais efeitos inseticidas do 

inibidor proteico de mamífero BPTI, que apresentou capacidade inseticida similar ao 

do SKTI, mas com efeito extra na redução de peso das pupas. Além disso, foram 

propostos e avaliados, novos potenciais peptídeos inibidores com base nos centros 

reativos do BPTI e SKTI. Neste caso, verificamos que os peptídeos baseados na 

estrutura do BPTI, apresentaram maior capacidade inibitória de tripsinas-like do que 

aqueles inspirados no SKTI.  

Coletivamente, os resultados deste trabalho demonstram que peptídeos 

inibidores de proteases são uma promissora fonte de moléculas biológicas com 

potencial inseticida. Além disso, a avaliação do modo de interação com tripsinas-like 

de insetos lepidópteras fornece informações preciosos que podem ser utilizadas na 

otimização destas moléculas.   

Os próximos passos para possibilitar a utilização de moléculas similares na 

agricultura devem envolver pesquisas que busquem melhorar parâmetros de 

estabilidade ambiental/fisiológica e toxicidade, que envolvam tecnologias de 

nanoencapsulamento e modificações estruturais moleculares. Além disso, genes 

sintéticos podem ser montados com base em peptídeos inibidores, para se criar 

proteínas inseticidas potentes, com múltiplos domínios inibitórios, que possam ser 

utilizadas para gerar organismos geneticamente modificados resistentes a 

lepidópteras. 


