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RESUMO

Barros, Rafael de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2022.
Defesa bioquimica de plantas as pragas agricolas: desenho racional de
inibidores de proteases peptidicos a serem utilizados nas formulagoes
biopesticidas. Orientador: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Coorientadora: Yaremis
Merifio Cabrera.

Os danos causados por insetos lepidépteros reduzem o rendimento e a qualidade das
lavouras de soja devido a desfolha, impactando negativamente os lucros da
agricultura. Para controlar essas pragas, muitos produtores de soja recorrem a
grandes quantidades de agrotdxicos sintéticos e cultivares transgénicos contendo
toxinas Bt. Os agrotdxicos sintéticos comumente utilizados, além de refratarios,
impactando negativamente o meio ambiente, muitas vezes estdo relacionados a
problemas de saude humana. Além disso, a pressao seletiva em herbivoros causada
pelo uso de um modo de agdo unico, como proteinas tdxicas de cultivares Bt
transgénicas, gera pragas resistentes. Por isso, a busca por compostos biolégicos
ecologicamente corretos, com diferentes modos de acéo e efeitos semelhantes aos
dos agrotoxicos convencionais, tem ganhado atengdo em todo o mundo devido ao seu
apelo sustentavel. Os inibidores de protease (IPs) fazem parte da defesa natural das
plantas contra herbivoros e aparecem como um potencial agente de controle para
complementar, ou mesmo substituir, os atuais agrotdxicos convencionais. Essas
moléculas se ligam a proteases que clivam as proteinas da dieta em aminoacidos
livres, prejudicando o ciclo de vida e a reprodugao dos insetos. No entanto, devido a
coevolugcao com as plantas, os herbivoros desenvolveram adaptagdes para retardar
os efeitos dos IPs naturais, reduzindo sua eficacia no campo. Neste trabalho,
primeiramente, foram avaliados os efeitos de dois inibidores de proteases peptidicos
(GORE1 e GOREZ2) desenhados a partir de substratos tripeptidicos de tripsina-like
contra Anticarsia gemmatalis através de estudos de docking e dinamica molecular,
ensaios enzimaticos in vitro e in vivo e testes bioldgicos. Posteriormente, foram
avaliados os efeitos diferenciais de dois inibidores de proteases BPTI (Bovine
pancreatic trypsin inhibitor) — non-host Pl e SKTI (Soybean kunitz trypsin inhibitor) —
host Pl — nas respostas adaptativos e no ciclo de vida de Anticarsia gemmatalis. Além
disso, foram realizados ensaios computacionais de dindmica molecular proteina-

proteina a fim de identificar os sitios reativos destas duas moléculas, visando o



desenho de outros novos peptideos inibidores de proteases. Os inibidores peptidicos
sdo potenciais candidatos para o manejo de insetos lepidopteros. A otimizagao dessas
moléculas, por meio de modificagcbes quimicas estruturais, e a formulagcdo de
biopesticidas contendo uma variedade de peptideos, com diferentes modos de ligagéo

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

Palavras-chave: Lagarta-da-soja. Peptideos. Inibidores proteicos. Serino-proteases.
Docking molecular



ABSTRACT

Barros, Rafael de Almeida, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, 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 Merifio 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 (Pls) 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 GOREZ2) 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 Pl and SKTI (Soybean kunitz trypsin inhibitor)
— host Pl — 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. INTRODUGAO GERAL

A soja, Glycine max (L.) Merril (Fabaceae: Phaseoleae), € uma importante
commodity mundial, sendo utilizada principalmente para a produgédo 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 a
média global (USDA, 2022). No entanto, mesmo atingindo recordes mundiais, ha
espagos para crescimento na sojicultura brasileira, tanto ha nivel de produtividade
quanto em sustentabilidade. A titulo de exemplificagdo, entre 2019 e 2020, o pais
aprovou o uso de 475 novos pesticidas, sendo que apenas 8% destes sao “biolégicos”
(BRAGA et al., 2020). Assim, ainda ha um vasto campo para a exploragao cientifica
de novos compostos pesticidas ambientalmente seguros, capazes, ainda, de conciliar
caracteristicas de eficacia e eficiéncia equiparaveis aos produtos quimicos sem
derivativos biolégicos.

Os métodos de controle de pragas convencionalmente utilizados no manejo
de insetos lepidopteros na soja sdo constantemente desafiados por herbivoros
resistentes, problemas relacionados a saude e questdes ambientais. Neste sentido,
moléculas naturais, ambientalmente seguras, com novos modos de agao, precisam
ser prospectadas e avaliadas para complementar, ou até mesmo substituir, os
produtos quimicos atuais utilizados no manejo de pragas (UMETSU; SHIRAI, 2020).

Os inibidores de proteases proteicos sdao moléculas promissoras para o
melhoramento de culturas e manejo de herbivoros. Estas moléculas interagem com
proteases e inibem sua atividade, podendo afetar a disponibilidade de aminoacidos
livres para o desenvolvimento do inseto. No entanto, a redugao do crescimento e da
sobrevivéncia alcangada por estas moléculas raramente é suficiente para reduzir os
danos dos insetos no campo (A. GATEHOUSE, 2011). Isso deve ao fato de que os
herbivoros desenvolveram estratégias para contornar os efeitos toxicos dessas
moléculas ao longo da evolugdo. Dentre os mecanismos empregados por herbivoros,
destacam-se a expressdo de protease insensiveis, superproducao de proteases e
clivagem/inativacéo do inibidor (SINGH et al., 2020; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015).
Neste sentido, inibidores de proteases de ndao-hospedeiros tém sido testados contra
herbivoros, devido a ndo possuirem associagao préxima com os alvos durante a

evolugao.
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Por exemplo, inibidores de protease peptidicos contra insetos lepidopteros,
desenvolvidos a partir de loops reativos de inibidores de proteases, identificados via
docking molecular apresentaram resultados promissores (MERINO-CABRERA et al.,
2020; SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019). Nestes trabalhos, mesmo apds a separagéo
dos loops reativos da estrutura 3D dos inibidores de proteases de n&o-hospedeiros,
os inibidores peptidicos reduziram a sobrevivéncia e afetaram parametros biolégicos
importantes de Anticarsia gemmatalis, Spodoptera cosmioides e Helicoverpa
armigera.

Moléculas menores, racionalmente desenhadas, baseadas em resultados de
cinética enzimatica e bioinformatica podem auxiliar no desenvolvimento de moléculas
capazes de compor formulagdes biopesticidas. Inibidores de proteases peptidicos sao
mais estaveis e, portanto, menos propensos a inativagéo por clivagem proteolitica e
perca do sitio reativo. Além disso, peptideos inibidores podem ser utilizados para gerar
proteinas tandem. Proteinas em tandem, contendo sitio de clivagem para proteases,
possivelmente produzem um aumento na concentragdo molar de peptideos inibidores
no lumen do intestino de insetos.

Sendo assim, na primeira parte deste trabalho, utilizamos uma abordagem
para desenvolver inibidores de proteases pequenos com base em substratos
tripeptidicos cuja as afinidades foram determinadas em trabalhos anteriores. Para
isso, os peptideos foram sintetizados sem o sitio de clivagem -C terminal de
arginina/lisina presentes na posi¢cao P1. Os peptideos gerados entdo foram avaliados
por analises in silico, in vitro e in vivo. No segundo capitulo deste trabalho,
comparamos os efeitos de inibidor proteico extraido do pancreas de bovinos (BPTI) —
non-host — com o inibidor proteico extraido de soja (SKTI) — host - na Anticarsia
gemmatalis e vimos que os sitios reativos destes com tripsinas-like deste inseto
apresentam potencial para gerar outros inibidores de proteases peptidicos. A
prospeccao de inibidores de proteases peptidicos pode auxiliar no desenvolvimento
de um biopesticida de campo formulado a base de diversos peptideos inibidores

estaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar peptideos e inibidores de proteases quanto ao potencial inseticida para
futura composicado de formulagdes biopesticidas e cultivares transgénicos a serem

empregados no controle de insetos lepiddpteros.

2.2. Objetivos Especificos
Capitulo |

ARTIGO I: Determinar a atividade inibitéria dos peptideos (GORE1 e GORE2)
projetados com base em substratos de serino-proteases sobre as enzimas tripsina-
like de Anticarsia gemmatalis mediante docking molecular, cinética enzimatica e

ensaio de sobrevivéncia.

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

solugao com tripsinas-like e avaliar o potencial inibitério in vivo destas moléculas.

Capitulo Il

ARTIGO I: Analisar por abordagens in silico, in vitro e in vivo a viabilidade de
utilizagcdo da proteina inibitoria extraida de mamiferos (BPTI) como potencial inibidor
de tripsinas-like de Anticarsia gemmatalis, comparando as respostas com o inibidor
de soja (SKTI).

ARTIGO lI: Avaliar as interacdes entre pentapeptideos desenhados com base
em RCLs (Reactive center loops) e tripsinas-like alcalinas de insetos lepidopteras,

através de docking molecular e cinética enzimatica.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A soja e os insetos lepidopteros

A soja, Glycine Max, é uma das principais commodities mundiais, sendo
empregada na alimentagdo humana e animal. No entanto, este grao apresenta varias
outras utilidades. Por exemplo, atualmente, devido aos elevados niveis de
produtividade e produgédo de soja nos paises produtores deste grao, o éleo de soja
tem sido utilizado para a producao de biodiesel. O biodiesel € um combustivel
renovavel e, portanto, tém contribuido para a sustentabilidade, reduzindo a emissao
de gases poluentes no meio ambiente (MEDIC; ATKINSON; HURBURGH, 2014).

A soja pode ser atacada por inumeras espécies de lepidopteros, incluindo
Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae), Chrysodeixis includens
(Walker), Helicoverpa armigera (Hubner) e Spodoptera spp. (Lepidoptera: Noctuidae)
(MACHADO et al., 2022). A fase larval destes insetos, se nao controlada, pode causar
completa desfolha das plantas de soja, causando enormes prejuizos econémicos ao
produtor devido a redugao de produtividade e qualidade dos gréos.

Atualmente, o controle de espécies lepidopteras na soja conta com cultivares
transgénicas que expressam proteinas entomotoéxicas de Bacillus thurigiensis (toxina
Bt) e uma ampla variedade de inseticidas, em sua maioria, sintéticos (Bueno et al.,
2021). A tecnologia Bt é ameacada devido a evolugao de resisténcia pelas pragas e o
aparecimento de pragas secundarias, resistentes as toxinas (TABASHNIK;
CARRIERE, 2017). Por exemplo, areas plantadas com cultivares contendo a toxina
Cry1Ac, amplamente utilizada nos cultivares transgénicos, tém sofrido mais danos de
pragas anteriormente secundarias, como Rachiplusia nu (Guenée) and Crocidosema
aporema (Walsingham) (HORIKOSHI et al., 2021). Estratégias de controle
calendarizadas, que nao levam em consideragao as praticas de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), causam enorme pressdo de selegdo nestes insetos e acelera o

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

3.2. Proteases digestivas e insetos lepidopteros

Plantas apresentam baixos conteudos de proteinas e por este motivo, a
digestao de proteinas por insetos fit6fagos deve ser muito eficiente, sendo crucial para

a o desenvolvimento, crescimento e reprodugdo destes organismos (NAPOLEAO et
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al., 2019). Sendo assim, os insetos contam com uma ampla variedade de enzimas
digestivas, que sdo produzidas nas células epiteliais e secretadas no lumen 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
proteinas em peptideos menores e/ou aminoacidos livres. As enzimas proteases sao
organizadas de acordo com sua funcdo, estrutura primaria e natureza do sitio ativo.
As principais classes de proteases presentes em insetos herbivoros s&o serina,
treonina, cisteina, aspartico e metalo proteases (TERRA; FERREIRA, 1994). Larvas
de insetos lepidopteros tém aproximadamente 95% de sua atividade proteolitica
realizada por serino-proteases. Uma serino-protease tipica tem uma triade catalitica
que consiste em Histidina, Aspartato e Serina no sitio ativo. O grupo hidroxila de um
residuo de Ser atua como o nucledfilo que ataca a ligagao peptidica e um His atua
como doador de prétons (HEDSTROM, 2002).

Analisando-se extratos de intestino médio de 12 espécies lepiddpteros,
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 eficiéncias cataliticas entre as serino-proteases nos ultimos
instares larvais (ou seja, quarto, quinto e sexto) de A. gemmatalis, onde ocorre 90%
da alimentagéo do inseto (BOLDT; BIEVER; IGNOFFO, 1975; SILVA JUNIOR et al.,
2020).

3.3. Inibidores de proteases como potenciais biopesticidas

Inibidores de protease desempenham um papel critico na defesa direta de
plantas contra herbivoros e sao produzidos sob demanda mediante ao ataque destes
organismos (BROADWAY etal., 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 proteinas, transformando-as em aminoacidos livres ou
polipeptidios menores. A inibicdo da atividade proteolitica afeta a disponibilidade de
aminoacidos livres para que o inseto se desenvolva, cresca e reproduza (JAMAL et
al., 2013).

Diversos trabalhos demonstraram os efeitos toxicos de inibidores de

proteases para herbivoros expostos cronicamente a estas moléculas, via cultivares
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transgénicos e dietas artificiais (JADHAV et al., 2016; MENDONCA et al., 2020;
MERINO-CABRERA et al., 2019a; PANDEY et al., 2021). No entanto, os herbivoros
desenvolveram estratégias para superar o efeito de inibidores de proteases, devido a
coevolugao com suas plantas hospedeiras. Por este motivo, insetos herbivoros
desenvolveram diversos mecanismos para contrapor os efeitos téxicos de metabdlitos
e proteinas anti-herbivoria produzidos por plantas, que incluem a reprogramagao no
set de proteases presente no intestino dos insetos. Por exemplo, para contornar os
efeitos toxicos de inibidores de proteases, destacam-se a expressdo de proteases
insensiveis, o aumento na sintese da protease alvo e a inativagdo molecular por
protedlise endogena, dentro do intestino médio (SINGH et al., 2020; ZHU-SALZMAN;
ZENG, 2015).

Devido aos complexos mecanismos de adaptacgao a inibidores de proteases,
para se obter resultados praticos relevantes no controle de insetos, se faz necessario
a exposicao cronica e altas concentracbes molares. Por este motivo, a reducédo na
performance de herbivoros expostos a inibidores de proteases, demonstradas pela
reducdo de crescimento e aumento da mortalidade, raramente séo suficientes para
reduzir danos as culturas a um nivel comercialmente aceito (A. GATEHOUSE, 2011).
Sendo assim, para que a utilizag&do de inibidores de proteases se torne uma realidade
para a agricultura, as limitagcbes associadas aos mecanismos adaptativos dos
herbivoros, precisam ser superadas.

No sentido de adaptagéo de herbivoros a inibidores de proteases, organismos
nao hospedeiros, apresentam-se como potencial fonte destas moléculas, tendo em
vista que os insetos ndo foram expostos aos inibidores destes organismos. A titulo de
exemplificacéo, larvas de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) expostas a
inibidores de proteases de plantas hospedeiras, apresentaram uma taxa de
crescimento média 2,5 vezes maior do que quando expostas a inibidores de plantas
nao-hospedeiras (PARDE; SHARMA; KACHOLE, 2010). O gafanhoto-do-deserto,
Schistocerca gregaria (Orthopera: Acrididae), apresentou maior redugdo de
crescimento quando expostos a uma mistura de inibidores pacifastin-like, de origem
nao vegetal, do que quando expostos a inibidores de origem vegetal (SPIT et al.,
2012). Além disso, recentemente, novos inibidores de proteases peptidicos altamente
estaveis, tém sido racionalmente desenhados com base em regides reativas de
inibidores de proteases proteicos. Nestes trabalhos, loops reativos de serpins (i.e.,

inibidores de serino-proteases), foram capazes de reduzir a sobrevivéncia, e afetar
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parametros biolégicos importantes de insetos lepidopteras (MERINO-CABRERA et al.,
2020; SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019).

3.4. Peptideos

Peptideos sdo fragmentos proteicos que afetam fungbes biolégicas. Em
sistemas fisiologicos, peptideos atuam como sinalizadores e moduladores de vias
metabdlicas, e por isso, sdo importantes na manutengdo da vida da forma como
conhecemos (ELLERT-MIKLASZEWSKA; POLESZAK; KAMINSKA, 2017).
Recentemente, estas moléculas vém ganhando atencdo devido a diversidade
estrutural e flexibilidade, sendo utilizados para controlar interagdes especificas com
seus alvos.

Diversos peptideos ja foram caracterizados quanto ao seu potencial
biotecnolégico, que incluem desde aplicagdes terapéuticas na medicina, a aplicagdes
na agricultura. Peptideos pequenos apresentam diversas vantagens em relagdo a
seus analogos maiores, que incluem: sintese mais econémica tanto em pequena
quanto em grande escala, ampla diversidade quimica, facil modificacdo, alta
bioatividade, absorvibilidade, acessibilidade, funcionalizacdo ajustavel, alta
seletividade e especificidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade, alta
seguranga, baixa toxicidade. No entanto, estas moléculas também apresentam alguns
pontos negativos que envolvem baixa estabilidade in vivo, devido a agéo 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
superagao de pontos negativos destas moléculas. Modificagbes estruturais podem
levar a melhoria de suas propriedades fisico-quimicas. Modificagbes simples resultam
em maior estabilidade geral. Modificagbes em peptideos que visam a melhora de
estabilidade envolvem o uso de peptideos contendo dupla ligagéo e ciclizagdo. Estas
modificagdes podem reduzir a flexibilidade do esqueleto peptidico e,
consequentemente, diminui a possibilidade de serem clivados por proteases (LEE et
al., 2019). Além disso, variagdes no comprimento da sequéncia e cadeias laterais,
modificagdo do esqueleto peptidico, amidacdo C-terminal, acetilagdo N-terminal,
adicdo de estabilizantes (agucares, sais, heparina) e agentes quelantes, por exemplo,

acido etilenodiaminotetracético (EDTA), conjugagbes com grandes polimeros
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biocompativeis, como polietilenoglicol (PEG), ou acidos graxos podem ser aplicados
(HAGGAG, 2018).

No contexto de controle de insetos pragas, diversos trabalhos foram
desenvolvidos a fim de prospectar peptideos para compor formulagdes biopesticidas,
devido ao elevado apelo sustentavel deste tipo de molécular. Saikhedkar et al., 2018
testaram tripeptideos desenhados com base no sitio reativo de inibidores de proteases
de plantas ndo hospedeiras contra Helicoverpa armigera. Pequenas concentracoes
dos tripeptideos, de 100 a 200 ppm, foram capazes de reduzir a atividade de serino-
proteases e diminuir o fithess de larvas, que apresentaram menor peso e formaram
adultos defeituosos. Os mesmo peptideos que apresentam atividade anti-inseto foram
posteriormente ciclizados por Saikhedkar et al., 2019 e discos foliares foram
mergulhados (leaf-dip assay) em solu¢des de 10 yM contendo os peptideos. Neste
ensaio, foram observados menor consumo foliar, diminuicdo do crescimento,
parametros de digestibilidade e sobrevivéncia de larvas de Spodoptera litura e
Helicoverpa armigera. Mais recentemente, um trabalho do grupo de pesquisa do
laboratorio de “Enzimologia e Bioquimica de Proteinas e Peptideos” também
demonstrou resultados promissores de peptideos inibidores de proteases no controle
de Spodoptera cosmioides. Neste trabalho, dois peptideos desenhados com base no
sitio reativo dos inibidores ndo hospedeiros de Inga laurina trypsin inhibitor (ILTI) e
Adenanthera pavonina trypsin inhibitor (APTI) reduziram a sobrevivéncia em 50% a
sobrevivéncia de larvas de Spodoptera cosmioides apds exposicao crdnica as
moléculas (MERINO-CABRERA et al., 2020).

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

A aprotinina € um inibidor de protease de 58 residuos altamente estavel, que
contém trés ligagdes dissulfeto. A aprotinina reage rapidamente com serino-proteases
para formar complexos estaveis, inibindo assim as atividades das enzimas
(BORJIGIN; NATHANS, 1993). A aprotinina € um membro classico da familia de
proteinas dos inibidores de serino-protease do tipo Kunitz. Suas fungdes fisioldgicas
incluem a inibigdo protetora da principal enzima digestiva, tripsina quando sao
produzidas pequenas quantidades, pela clivagem do precursor do tripsinogénio
durante o armazenamento no pancreas (DAVIS; WHITTINGTON, 1995). A aprotinina
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foi usada como um medicamento administrado por inje¢ao para reduzir o sangramento
durante cirurgias complexas, como cirurgias cardiacas e hepaticas. A droga foi
temporariamente retirada em todo o mundo em 2007, depois que estudos sugeriram
gue seu uso, em casos cirurgicos, aumentava o risco de complicagdes ou morte
(BENNETT-GUERRERO et al., 2010).

O SKTI é um inibidor de protease proteico de enzimas tripsinas-like, presentes
em altas concentragbes nas sementes de soja e induziveis nas folhas atacadas por
insetos herbivoros (FAUSTINO et al., 2021). A proteina inibitoria contém de 170 a 220
residuos de aminoacidos e uma ou duas ligacbes dissulfeto intra-cadeia, que
conferem estabilidade a molécula (ROYCHAUDHURI et al., 2003).

Os inibidores de serino-proteases requerem uma estrutura tridimensional
especifica para que inibam as proteases. Estas moléculas se ligam fortemente as
proteases, bloqueando seu sitio ativo e formando instantaneamente um complexo
altamente estavel, interrompendo a digestdo de certas proteinas. Neste sentido, o
contato entre o sitio ativo dos inibidores de proteases com o sitio ativo das proteases
alvo, séo frequentemente relacionados a estrutura tridimensional. A dependéncia de
inibidores de proteases naturais de sua estrutura tridimensional, € uma caracteristica
explorada por herbivoros para a inativagao destes dentro do intestino médio (SINGH
et al., 2020).

3.6. Modelagem molecular, docking e dindmica molecular

A caracterizagao estrutural de sequéncias proteicas de interesse,
prospectadas por técnicas como protedmica, genémica e transcriptdbmica podem ser
preditas rapidamente por homologia. Na modelagem por homologia, a sequéncia alvo
€ predita de acordo com sua similaridade a uma proteina de estrutura conhecida
(WATERHOUSE et al., 2018). Proteinas com estruturas conhecidas, geralmente, se
encontram no PDB (Protein Data Bank) e foram determinadas por técnicas como
cristalografia por raios-X e ressonancia magnética nuclear. Estas técnicas, demandam
elevado conhecimento e habilidade, além de demandar muito tempo. Por este motivo,
varios pesquisadores das ciéncias da vida, recorrem a modelagem molecular para
solucionar rapidamente, grandes quantidades de sequéncias de proteinas obtidas por

técnicas 6micas.
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A modelagem por homologia € possivel gracas a evolugao de proteinas,
que obedecem algumas regras como: sequéncias de aminoacidos semelhantes,
resultam em estruturas 3D semelhantes; proteinas homélogas possuem regides
conservadas, que podem ser identificadas por alinhamento de sequéncias, as
proteinas se agrupam em numero limitado de familias tridimensionais, possibilitando
modelar as proteinas se ja houver pelo menos um membro da familia que ja 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
proteina-ligante in silico. O processo de docking envolve duas etapas basicas:
previsao da conformagao do ligante, bem como sua posi¢ao e orientagao dentro dos
sitios do receptor e avaliagdo da afinidade de ligagéo. Para isso, diversos algoritmos
foram desenvolvidos, como por exemplo o CLUSPRO. Este servidor realiza o docking
de corpo rigido e gera 109 complexos, realizando movimentos de rotagao e translagéao
de uma proteina (“ligante”) em relagédo a outra (“receptor”, mantido fixo) (KOZAKOV
et al., 2017). A obtencdo de uma descricdo acurada e automatizada das interagdes
entre moléculas, permite a redugao de tempo e dos custos envolvidos no desenho
racional de novas moléculas com potencial biotecnolégico (DIAZ et al., 2020).

A capacidade computacional atual, permitiu o desenvolvimento de
ferramentas complementares ao docking molecular que possibilitam uma predi¢cao
mais acurada das ligagbes entre ligante-receptor. Embora ainda muito utilizado,
devido ao reduzido esforco computacional, o docking molecular apresenta
confiabilidade reduzida quando comparado ao método computacional de dinamica
molecular. Isto se deve, principalmente, pelo fato de que os algoritmos para docking
molecular ndo levam em consideracdo a flexibilidade do receptor. A dindmica
molecular permite avaliar a flexibilidade do complexo durante um intervalo de tempo.
As interagdes do complexo nas simulagbes de dindmica molecular sao levadas em
consideragao de maneira mais realista que o docking molecular uma vez que
receptores e ligantes podem “experimentar” diversas mudangas conformacionais
durante o processo de reconhecimento molecular (SANTOS; FERREIRA;
CAFFARENA, 2019).
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CAPITULO I: TRIPEPTIDEOS INIBIDORES BASEADOS EM SUBSTRATOS DE
PROTEASES TRIPSINAS-LIKE
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CAPITULO | - ARTIGO |

Pequenos peptideos inibem proteases tripsina-like do intestino e prejudicam a
sobrevivéncia 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 inorganicos, prejudiciais ao meio ambiente e a saude
humana, sdo as principais moléculas utilizadas no controle dessa praga. Neste
sentido, tém-se buscado novos métodos de manejo mais sustentaveis, baseados em
moléculas de origem natural, como os inibidores de proteases. Neste trabalho, foram
realizados docking molecular, ensaios cinéticos e testes bioldgicos para avaliar a
atividade inibitéria de dois tripeptideos (i.e., GORE1 e GORE2) racionalmente
desenhados para inibir enzimas tripsina-like, as principais proteases do intestino
meédio de A. gemmatalis. O docking molecular revelou a formagédo de ligagdes de
hidrogénio entre os peptideos e residuos do sitio ativo de tripsinas-like de A.
gemmatalis e outros lepidopteros. Além disso, os valores negativos da energia de
ligacao gerados pelo docking indicam que estas ligagdes de hidrogénio potencializam
a formac&o do complexo enzima-peptideos. O teste de inibi¢gao in vitro mostrou que
GORE1 e GOREZ2 inibem a atividade de enzimas tripsina-like de A. gemmatalis sobre
o substrato L-BApNA de modo competitivo, apresentando constantes de inibigao (K/)
de 0,49 mM e 0,10 mM, respectivamente. Além disso, a exposi¢ao das larvas aos
peptideos indicou que estes prejudicam a sobrevivéncia dos insetos e apresentam
efeitos em parédmetros de desenvolvimento e digestibilidade. Os resultados, além de
fornecerem informacdes de base para o desenvolvimento de novos inibidores de
tripsina-like, através de ferramentas de peptidomimética, sugerem que estas
moléculas apresentam potencial para compor formulagdes biopesticidas contra A.

gemmatalis.

Palavras-chave: Energia de ligacdo. Enzimas. Inibi¢ao. Perfil farmacoférico.



39

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 GOREZ2) 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 GOREZ2,
resulting in effective inhibition of the activity trypsin on the L-BApNA substrate in the in
vitro tests, pointing at the peptide GOREZ2 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. INTRODUGAO

A expansdo da producédo 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 prejuizos
econdmicos ao agronegdécio mundial (GRANDE; RANDO, 2018). O manejo destas
pragas envolve a pulverizagdo de inseticidas sintéticos, que podem prejudicam a
salide humana e o meio-ambiente3. A fim de diminuir o uso de produtos quimicos
inorganicos na agricultura, ttm-se buscado novas moléculas derivadas de compostos
naturais, que apresentem potencial inseticida e efetividade na agricultura
(JANKOWSKA et al., 2017; MERINO-CABRERA et al., 2019a; SINGH et al., 2020;
ZHAO et al., 2019a).

Neste contexto, os inibidores de proteases (IPs), moléculas que compdem a
defesa multimecanistica de plantas contra herbivoros, sdo uma alternativa promissora
para reduzir o uso de defensivos quimicos na agricultura (KORTBEEK; VAN DER
GRAGT; BLEEKER, 2019; WOLDEMARIAM et al., 2018). Varios estudos demonstram
o potencial inseticida de IPs, que podem afetar a sobrevivéncia, o desenvolvimento e
a reproducdo de insetos-praga que ingerem estas moléculas em elevadas
quantidades (CRUZ et al., 2013; MENDONCA et al., 2020; MERINO-CABRERA et al.,
2019a). Os IPs prejudicam a atividade de proteases digestivas no intestino médio de
insetos e diminuem a liberacdo de aminoacidos livres da dieta. Além disso, na tentativa
de contrapor o efeito de IPs, aminoacidos livres sao direcionados para a sintese
proteica de proteases, reduzindo a oferta destes para outras rotas metabdlicas de
desenvolvimento (DE OLIVEIRA et al., 2013).

Na soja, os inibidores de serino-proteases sao os mais abundantes no
mecanismo de defesa contra herbivoros, possivelmente devido a coevolugdo com
lepidopteros desfolhadores, que possuem aproximadamente 95% de sua atividade
proteolitica larval realizada por proteases dessa classe (SRINIVASAN; GIRI; GUPTA,
2006). As enzimas tripsina-like apresentam a maior eficiéncia catalitica entre as
serino-proteases nos ultimos instares larvais (i.e., quarto, quinto e sexto) de insetos
lepidépteros, onde ocorre 90% da alimentacédo do inseto (BOLDT; BIEVER;
IGNOFFO, 1975; GROVER et al., 2018; SILVA JUNIOR et al., 2020). A exposig¢do de
larvas de insetos lepidopteros 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
proteolitica total no intestino médio (DANTZGER et al., 2015; KUWAR et al., 2015).

No entanto, embora os IPs prejudiquem o desenvolvimento dos insetos, a co-
evolucdo com plantas permitiu que os herbivoros desenvolvessem mecanismos
adaptativos contra essas moléculas especificas (PANDEY; YADAV; SANYAL, 2021).
Os mecanismos adaptativos consistem principalmente na expressdo de proteases
insensiveis e na inativagdo através de clivagem proteolitica (SINGH et al., 2020;
YANG et al., 2009; ZHAO et al., 2010). IPs naturais sdo moléculas proteicas, cujas as
regides de interagdo com a protease alvo muitas vezes é dependente de estrutura 3D.
Neste sentido, a presenca de ligagdes peptidicas entre residuos passiveis 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 especificos para enzimas tripsina-like e
nao dependentes da estrutura 3D, podem auxiliar na superagdo de mecanismos
adaptativos dos herbivoros.

Os subsitios S1, S2 e S3 presentes no sitio ativo de tripsinas-like séo
altamente importantes para sua atividade catalitica (HEDSTROM, 2002). Os subsitios
S2 e S3 tornaram-se mais hidrofébicos ao longo da evolugéo dos insetos lepidopteros
e, portanto, tém afinidades maiores por residuos de aminoacidos hidrofébicos (LOPES
et al., 2006). Enzimas tripsina-like purificadas de bovinos e A. gemmatalis mostraram
altas afinidades por substratos peptidicos contendo aminoacidos hidrofobicos nas
posicoes P2 e P3 (Oliveira et al., 1993; Patarroyo-Vargas et al., 2020). Por outro lado,
o0 subsitio S1 de proteases ftripsina-like apresenta afinidade por residuos de
aminoacidos basicos (i.e., lisina e arginina) (Souto et al., 2019). Assim, com base
nessas informagdes, projetamos os peptideos GORE1 e GOREZ2, ambos contendo os
mesmos residuos hidrofébicos e variando apenas na posi¢gao P1, sendo o primeiro
contendo lisina e 0 segundo arginina.

No presente estudo, dois tripeptideos (GORE1 e GOREZ2), projetados com
base nos subsitios S1, S2 e S3 de tripsinas-like, foram avaliados quanto a seu
potencial inibitdrio e efeitos no ciclo larval de A. gemmatalis. Para isto, seguiu-se uma
abordagem para avaliar essas moléculas investigando-se as possiveis interagdes
enzima-receptor através de docking molecular, cinética enzimatica e ensaios in vivo.
Este trabalho fornece informacdes basicas para o desenvolvimento de biopesticidas

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

2.1. Docking in silico dos tripeptideos e tripsinas-like de Lepidoptera
2.1.1. Sequéncias e previsao da estrutura tridimensional

As sequéncias primarias de tripsinas-like foram obtidas pela tradugao de
genes de tripsina identificados por analises de zimograma e espectrometria de massa
(SILVA JUNIOR et al., 2020), utilizando-se a ferramenta ExpasyTool (GASTEIGER,
2003). Sequéncias de proteinas de tripsina-like de outras espécies de lepidopteros
(Helicoperva armigera, Manduca sexta e Spodoptera frugiperda) foram usadas para
comparar a conservagao do sitio de ligagdo com os peptideos analisados. As
sequéncias foram obtidas no site do NCBI (Tabela 1).

A confirmagdo da arquitetura de dominio da familia 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 sequéncias primarias

obtidas foi realizada através do servidor Phyre2
(http://lwww.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index). Este servidor & um
conjunto de ferramentas disponiveis na web para prever possiveis estruturas 3D de
uma unica sequéncia de proteina submetida. Essa técnica tem aproximadamente 80%
de precisao se a sequéncia primaria estiver correta (KELLEY et al., 2015). Os arquivos
modelos em .pdb foram utilizados posteriormente para a realizagdo do docking
molecular.

A estrutura dos peptideos inibidores de GORE1 e GORE2 foi projetada
utilizando-se o software Discovery Studio (BIOVIA, 2017) e os hidrogénios foram
adicionados usando o programa Pymol. As estruturas 3D de GORE1 e GORE2 foram
armazenadas em .pdb para a realizagao do docking molecular.

A qualidade dos modelos preditos das proteinas foi avaliada quanto a
geometria e estereoquimica, distribuicido de energia e outras caracteristicas do
modelo 3D usando o pacote de analise 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).




43

2.1.2. Molecular Docking

A predicdo das interagdes moleculares entre as proteases de lepidépteros-
praga (moléculas alvo) e os inibidores de protease peptidicos (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 configurag&o para curar problemas comuns e para preparar a proteina
alvo e os arquivos de entrada do ligante (avaliagao critica da previsédo de interagdes).
O modo de ligacao e a energia foram visualizados e analisados usando o programa
PyMOL Molecular Graphics System, Versao 2.0 Schrodinger, LLC. Um perfil
farmacoforico foi obtido do complexo com maior energia de afinidade usando o
software Discovery Studio (BIOVIA, 2017).

2.2. Analise in vitro do potencial inibitério dos peptideos
2.2.1. Purificagao parcial de tripsinas-like de Anticarsia gemmatalis

Um total de 30 larvas de A. gemmatalis foram dissecadas e seus intestinos
transferidos para uma solugao de HCI 1 mM a 4°C na proporg¢ao de cinco intestinos
(350 mg de amostra de intestino médio) por 1 mL. A maceragao foi realizada com
nitrogénio liquido. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 30 min a 4°C e
filtradas usando uma membrana de 22 ym. O sobrenadante obtido foi armazenado a
-20°C.

O procedimento de purificagao parcial foi realizado em Cromatografia Liquida
de Proteina Rapida (FPLC). O volume total da amostra/cromatografia foi de 2ml de
extrato enzimatico contendo o equivalente a 10 intestinos meédios. As fragdes de
tripsina-like enriquecidas foram obtidas utilizando coluna HiTrap Benzamidine (high
sub) 5ml (GE Healthcare) equilibrada em tampao Tris-HCI 0,05 mol.L-1 NaCl 0,5
mol.L-1, pH 7,5. A eluicdo da proteina foi realizada com tampé&o Glicina 0,05 mol.L-1,
pH 3,0, em fluxo continuo de 1 mL/min e coletada em fragdes de 2,0 mL. As atividades
de tripsina-like das fragdes eluidas foram determinadas usando o L-BApNA como
substrato (Erlanger et al., 1961; Patarroyo-Vargas et al., 2020). As fra¢des
correspondentes ao pico de eluigdo foram reunidas e armazenadas a -20°C para uso

posterior em ensaios cinéticos enzimaticos. Em seguida, amostras de tripsina-like
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enriquecidas foram submetidas a eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida

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

2.2.2. Cinética de inibigao

A reducao dependente da concentracdao na atividade de tripsinas-like de A.
gemmatalis foi estimada através do substrato cromogénico especifico L-BApNA
(Benzoil-L-arginil-p-nitroanilida). Os ensaios foram realizados em Tris-HCI 0,1 mol/L,
CaCl2 20 mmol/L pH 8,2, usando concentra¢des de L-BApNA de 1,25, 2,50, 5,0, 10,0
e 20,0 mM. As concentragdes de inibidores de peptideo foram, inibidor de GORE1:
0,04, 0,08, 0,17, 0,35, 0,70, 1,40 mM e inibidor de GOREZ2: 0,04, 0,08, 0,16, 0,32,
0,64, 1,29 mM. As reacdes sem adi¢cao de inibidor foram utilizadas como controle
enzimatico. A concentracgao total de tripsina-like enriquecida foi de 0,2 ug/pL e foram
utilizados 30 yL no meio reacional.

As velocidades de reagdo enzimatica observadas versus dados de
concentragdo de substrato (na presenca e auséncia de inibidores) foram ajustadas
simultaneamente de acordo com o ajuste de regressao nao-linear usando o software
GraphPad Prism 5.033. Duas abordagens foram aplicadas a esta analise. Em uma
instancia, todos os dados foram analisados simultaneamente (Kcat, [E] Km e Ki).
Esses valores foram entdo fixados no ajuste dos dados de taxa média obtidos dos
experimentos de inibigdo para estimativa de Ki (COPELAND, 2013). A equagao que
descreve essa relagao é:

Ku _ Ku-[1 Ky
Keat  Ki-Kear  Keat

(1)

2.3. Sobrevivéncia, desenvolvimento e analise nutricional: abordagem in vivo

Por tratamento, foram utilizadas 30 larvas de A. gemmatalis. Cinco dias apés
a eclosao dos ovos, as larvas mais vigorosas foram selecionadas com auxilio de lupa
e individualizadas em recipientes plasticos (3x3x5 cm), sendo alimentadas ad libitum
com dieta artificial contendo ou n&o inibidores de protease a 25 £ 2 -C, 70 + 10% de
umidade relativa e sob 14 horas de luz:10- h fotoperiodo 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 GOREZ2; 4- Dieta artificial
contendo 0,12% (p/v) de SKTI.

A sobrevivéncia larval foi analisada em dias alternados por meio de
estimulacdo mecéanica com pinga ou pincel. Os dados de sobrevivéncia foram
submetidos ao estimador de Kaplan-Meier (BLAND; ALTMAN, 1998) e as fungdes
obtidas de cada tratamento foram comparadas pelo teste Log-rank. Além disso, a
duracao do ciclo larval, peso pupal, teor de proteina pupal e a relagdo entre teor de
proteina pupal e peso pupal foram avaliados e os dados submetidos a Analise de
Variancia seguida de analise post-hoc usando o teste de Duncan. Para determinagao
de proteinas totais, as pupas foram maceradas com nitrogénio liquido e
homogeneizadas na proporgédo de 1 pupa por 5 mL de solugdo de HCI 10-3 M e a
concentracdo da proteina 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 avaliagdo de parédmetros de digestibilidade. As larvas foram
individualizadas em recipientes plasticos com 3g de dieta, contendo ou néo IPs. Os
insetos foram mantidos a 25 £ 1°C, 14:10 h (claro/escuro). Apos 3 dias, as larvas
foram pesadas e a quantidades de pellets fecais produzida e a dieta restante foram
registradas através de balanga analitica de precisdo. Foram avaliados os parametros
nutricionais eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI), eficiéncia de
conversdo do alimento digerido (ECD) e digestibilidade aproximada (AD)
(WALDBAUER, 1968).
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3. RESULTADOS

3.1. Docking molecular e perfil farmacoférico: abordagem in silico

Para explorar a interacao molecular entre os peptideos projetados e tripsinas-
like de lepiddpteros, a simulagao in silico por docking molecular foi estudada usando
Swissdock, um servico web para prever as interagdes moleculares que podem ocorrer
entre uma proteina alvo e uma pequena molécula, como os peptideos analisados. O
programa gerou varios complexos receptor-peptideos, dos quais foram selecionadas
as melhores conformacgdes, com base no valor de afinidade (ou seja, os modelos com
AG de ligagdo mais negativos). No docking proteina-peptideo, apenas os graus de
liberdade do ligante (movimentos translacionais e rotacionais da molécula) séo
explorados, mantendo rigido o centro de massa da proteina receptora.

Assim, cada peptideo foi acoplado com seis tripsinas-like de A. gemmatalis e
mais trés tripsinas-like de Lepidopterds pragas (Tabela 1), gerando nove complexos
para cada peptideo (GORE1 e GORE2). A partir dos nove complexos, foi realizado o
perfil farmacoférico (Fig. 1-4). Aproximidamente 97% das ligagdes formadas entre
peptideos e tripsinas-like sédo ligagbes H, incluindo ligagdes convencionais de
hidrogénio, carbono-hidrogénio e Pi-hidrogénio (Fig. 1-4, Tabela 2). Especificamente,
o peptideo GORE2 interage com as tripsinas-like de A. gemmatalis através de
ligacbes H com residuos de aminoacidos como Cys72, Tyr45, Asp 116, Cys207,
Gly208, interagindo com aminoacidos cataliticos diretamente e bloqueando
espacialmente o sitio ativo (Fig. 3 e 4). Além disso, uma interagao pi-sigma entre
GOREZ2 e o residuo Tyr88 de A. gemmatalis foi encontrada nas analises de docking
realizadas.

A afinidade de ligagao entre o peptideo GORE2 e as tripsinas dos insetos
lepidopteros € confirmada pelos valores de AG de ligagao (Tabela 2), que foram todos
negativos e inferiores a -7,5 Kcal/mol. Para a melhor pose do ligante associado a
tripsina de A. gemmatalis o valor de AG de ligagao foi de -9,87 Kcal/mol, sendo o maior
valor de energia de afinidade entre GOREZ2 e os receptores tripsina-like (Tabela 2).

Para o peptideo GORE1, verificou-se que 53% das liga¢cdes formadas com as
tripsinas-like aqui analisadas s&o do tipo ligagdo de hidrogénio convencional, seguidas
de 27% de ligagdes do tipo carbono-hidrogénio e 10% de ligagcdes Pi-hidrogénio (Fig.

1 e 2). O peptideo GORE1 interage com as tripsinas-like de A. gemmatalis através de
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ligacbes de hidrogénio concencionais e carbono-hidrogénio com os residuos de
aminoacidos Hys57, Val74, Ser211, Phe 208 e Cys208, todos proximos da triade
catalitica da tripsina. Assim, semelhante ao GOREZ2, este peptideo inibidor também
obstrui espacialmente o sitio ativo da enzima (Fig. 1 e 2).

A afinidade de ligacdo entre o peptideo GORE1 e as tripsinas-like dos
lepidopteros avaliados, é confirmada pelos valores de AG de ligagéo (Tabela 2), todos
negativos, com valores variando entre -7,14 e -8,96 Kcal/mol. Para a melhor pose do
ligante associado a tripsina de A. gemmatalis o valor da ligagdo AG 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. Purificagao parcial das tripsinas-like do intestino de A. gemmatalis

Para abordar os pardmetros cinéticos de proteases de tipo tripsinas-like
expostas a inibidores de peptideos, purificamos parcialmente o extrato bruto do
intestino médio de A. gemmatalis (Fig. 5). Em uma unica etapa de purificagcdo usando
a coluna HiTrap Benzamidine, apenas um pico (fragao 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 pM/s (Fig. 5A).

Além disso, a concentragao de proteina total (Abs 595 nm) refletiu o perfil de
atividade triptica (Abs 410 nm) (Fig. 5B). A atividade especifica de proteases tripsina-
like entre amostras brutas e purificadas aumentou de 1,35 para 4,43 uMs'ug”,
constituindo um fator de purificagéo de 3,28 (Tabela 3).

Em seguida, as fragdes enriquecidas contendo atividade de tripsina-like foram
reunidas apos passar pela coluna de cromatografia e avaliadas por SDS-PAGE. A
canaleta 2 do gel, contendo o extrato purificado, apresentou um perfil de proteinas
diferente quando comparada com a canaleta 3, contendo extrato bruto. No extrato
purificado varias bandas adicionais, variando de 20 a 35 kDa, foram melhores
visualizadas em relagao ao extrato bruto, indicando a presenga de enzimas tripsina-

like e reducao de reducgao de otros tipos proteicos (Fig. 5C).
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3.3. Cinética de inibicao

Para avaliar a cinética de inibicao dos peptideos frente a enzimas tripsina-like
de A. gemmatalis, um método de regressao néo linear foi utilizado para determinar a
constante de inibigcdo Ki. Os dados de controle (sem inibidor) foram analisados por
regressao nao linear para obter os melhores valores de ajuste para Kcat e KM (Fig.
6A e 6B). Esses valores foram entdo fixados na analise subsequente de todos os
dados (dados de controle e inibicdo) para o calculo de Ki. O valor de Ki foi de 0,49
mM para o inibidor de peptideo GORE1 (Fig. 7C) e 0,10 mM para o inibidor de
peptideo GOREZ2 (Fig. 6D).

A anadlise de regressao indica que ambos os peptideos exibiram inibicao
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 anadlise de Kinect enzymes no software

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

3.4. Sobrevivéncia, desenvolvimento e analise nutricional

Para validar o efeito da inibicdo da tripsina-like sobre os insetos, a
sobrevivéncia de larvas de A. gemmatalis alimentadas com dietas contendo GORE1
ou GOREZ2 e SKTI (controle positivo) a 0,12% p de inibidor/v de dieta, foi avaliada. As
ingestdes crénicas dos peptideos e SKTI mostraram mortalidade aumentada quando
comparadas ao controle (Log-rank x2 = 10,34, p = 0,0159) (Fig. 7). No entanto, a
presenca do peptideo GORE2 na dieta teve efeito mais pronunciado na sobrevivéncia
das larvas ao final do ciclo larval (40% de sobrevivéncia) do que SKTI e GORE1 (60%
de sobrevivéncia) (Fig. 7).

Os parametros bioldgicos larvais e pupal quanto ao periodo 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 duragédo do periodo larval dos insetos
alimentados com a dieta controle foi de 14,667+0,15 dias, enquanto as larvas
alimentadas com dieta contendo GOREZ2 foi de 15,75+0,25 dias, mostrando efeito de
alongamento do ciclo larval causado por este peptideo (Tabela 4). Por outro lado, o
peso das pupas foi afetado negativamente apenas nas larvas expostas a dieta
contendo o peptideo GORE1, diminuindo aproximadamente 15% do peso (Tabela 4).

Embora o teor de proteina pupal tenha apresentado resultados semelhantes
entre todos os tratamentos (F=1,130; p=0,359), quando se calculou o teor de proteina
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pupal e a relacao peso pupal, as pupas das larvas expostas ao GORE2 apresentaram
menor acumulo de proteina (p<0,001) (Tabela 4). No geral, as analises nutricionais
revelaram que os peptideos GORE1 e GOREZ2 tém um efeito toxico quando ingeridos
por larvas de A. gemmatalis com parametros ECI, ECD e AD reduzidos (p<0,05) (Fig.
8). O efeito dos peptideos nos parametros nutricionais foi semelhante ao do SKTI

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

Plantas geneticamente modificadas portadoras de toxinas Bt e inseticidas
inorganicos sao ferramentas indispensaveis e difundidas na agricultura intensiva para
controlar pragas de insetos lepidépteros (KHAN, 2019; REISIG; KURTZ, 2018). No
entanto, com o relato de insetos-praga resistentes ao Bt e os efeitos nocivos a saude
humana e ao meio ambiente de inseticidas inorganicos, pesquisas intensivas tém sido
realizadas para encontrar moléculas ecologicamente corretas capazes de atuar no
controle de insetos-praga (PANDEY; YADAV; SANYAL, 2021). Os inibidores de
protease estdo entre as moléculas de origem natural que podem ser utilizadas no
manejo de herbivoros (SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016). Neste trabalho,
avaliamos as interagdes in silico, a cinética e efeitos biologicos de GORE1 e GOREZ,
dois pequenos peptideos racionalmente projetados para ligar e inibir proteases
tripsina-like. Moléculas peptidicas apresentam uso potencial na agricultura, porque a
estabilidade destas moléculas pode ser ajustada atraves de peptideomimética. Sendo
assim, estas moléculas podem ser ajustadas e carreadas para a cultura de forma a
durarem o suficiente para controlar os herbivoros praga, mas também para degradar
como demonstrado em outros estudos (MERINO-CABRERA et al., 2020). Isto significa
que biopesticidas contendo peptideos ndo causaria os problemas a longo prazo dos
inseticidas convencionais sem derivativos biologicos. Além disso, a producédo de
peptideos em larga escala é mais facil por meio de sintese quimica em comparagao
com a de um inibidor proteico, como o SKTI, o que pode viabilizar a produ¢gao em larga
escala.

Os resultados de docking previstos mostraram energias de ligagao
negativas para todos os complexos peptideo-tripsina, indicando que essas moléculas
se ligam a proteases tripsina-like e formam intera¢des estaveis. As energias de ligagao
observadas para os complexos tripsina-peptideos variaram de valores semelhantes a
outros complexos ligante-receptor altamente estaveis, 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 ligagdo observados para GORE2 (-7,57 a -9,87) do
que GORE1 (-7,14 a -8,96) sdo possivelmente devido a interagdes eletrostaticas mais
fortes entre os residuos de tripsina-like e o grupo guanidinio duplamente carregado
positivamente do residuo 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 residuo de aspartato importante no sitio S1, responsavel pela
especificidade por aminoacidos basicos lisina e arginina (Hedstrom, 2002; Oliveira et
al., 1993).

Neste estudo, as interagdes moleculares de cada residuo nas proximidades
do sitio de tripsinas-like de A. gemmatalis foram realizadas (distancia menor que 4A)
para identificar aquelas que s&o importantes na formagdo do complexo tripsina-
peptideo inibidor. Aproximadamente trés residuos de aminoacidos receptores tém
uma contribuicdo favoravel, criando interagdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio
convencionais, ligagdes de hidrogénio doador pi e ligagdes carbono-hidrogénio com
os ligantes. Uma interagao pi-sigma foi observada exclusivamente entre o peptideo
GORE2 e a tripsina 4 de A. gemmatalis. As interagdes do tipo pi-sigma podem
contribuir para a reducédo da disténcia 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 ligagao
com pelo menos um residuo de aminoacido chave do sitio catalitico de enzimas tipo
tripsina (LIANG; PHILLIP BOWEN, 2016). Embora algumas poses n&o tenham uma
conexao direta com os residuos conservados de ligagcdo ao substrato e a triade
catalitica, as interagbes foram formadas com residuos presentes no bolsao do sitio
ativo, que podem bloquear espacialmente as interacbes com o substrato. O padréo
de interagdo com os residuos do sitio ativo indica um modelo de inibicdo competitiva,
pois eles se ligam no mesmo local que o substrato natural das proteases tripsina-like
(LEWIS et al., 1993). O tamanho dos peptideos possivelmente confere uma vantagem
na ligagdo competitiva em comparagdo com outros inibidores de proteases maiores,
uma vez que o menor tamanho dessas moléculas poderia maximizar as interagdes
com os sitios ativos de tripsina-like (SAIKHEDKAR et al., 2018).

A analise complementar de ensaios cinéticos enzimaticos confirmou o
modelo de inibicdo competitiva para GORE1 e GORE2. Ambos os peptideos se
encaixam no modelo especifico de inibicdo competitiva. A capacidade de GORE1 e
GORE2 em inibir tripsinas-like de A. gemmatalis in vitro e as baixas constantes
inibitorias (Ki) obtidas para a interagdo, indicam que estas moléculas apresentam
potencial para serem utilizadas no controle de insetos-praga. Normalmente, um valor
de Ki mais baixo indica uma ligagao enzimatica mais forte, portanto, um inibidor mais
eficaz (Zhao et al., 2019). Os peptideos GORE1 e GOREZ2 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 lepidopteros (Merifio-
Cabrera et al., 2019; Pilon et al., 2018). O valor Ki mais baixo do peptideo GORE2 do
que GORE1 mostra que enzimas tripsina-ike de A. gemmatalis se ligam
preferencialmente a arginina sobre a lisina na posigao do substrato P1. Este resultado
difere daquele apresentado por Lopes et al., 2005, que demonstrou que tripsinas-like
de insetos lepidopteros ndo possuem diferencas na preferéncia por residuos de
arginina e lisina na posigéao P1.

A analise da cinética de inibicdo demonstrou que ambos os peptideos
apresentaram um modelo de inibigdo competitivo. Assim, resultados de docking
molecular apoiaram os resultados experimentais, uma vez que a maioria das melhores
poses para os complexos enzima-peptideo mostraram interagdes com o sitio ativo de
tripsinas-like. Desta forma, estudos de docking molecular estdo se mostrando bons
métodos para prever bolsdes de ligagao e tipos de interagdes para complexos ligante-
receptor.

Larvas de A. gemmatalis alimentadas com dietas contendo os peptideos
GORE1 e GORE2 apresentaram sobrevivéncia reduzida, sendo explicada pelo fato
de inibirem a principal protease digestiva (i.e., tripsinas-like) de insetos lepiddpteros
(Oliveira et al., 2005; Silva Junior et al., 2020). A inibicdo de proteases digestivas afeta
negativamente a digestao proteica, causando deficiéncia de aminoacidos e reciclagem
ineficiente de proteinas, o que desestabiliza o metabolismo larval (Singh et al., 2020).
Outros inibidores de protease de enzimas tripsinas-like testados contra lepidopteros e
outras larvas de insetos também mostraram reducdo na sobrevivéncia larval
(MERINO-CABRERA et al., 2019b; VAJRAVIJAYAN et al., 2018; ZHU-SALZMAN;
ZENG, 2015). A maior redugcdo da sobrevivéncia conferida pelo peptideo GORE2
provavelmente se deve a sua maior capacidade de se ligar a enzimas tripsina-like,
demonstrada pela sua menor constante de inibic&do (Ki). Além disso, o prolongamento
do periodo larval causado pelo GORE2 aumenta a exposi¢ao das larvas a inimigos
naturais, o que pode ajudar na redugao da populagao de A. gemmatalis no campo
(BOND et al., 2017). A menor relagao teor de proteina pupal/peso pupal das larvas
expostas ao GOREZ2 indica que este inibidor reduziu ainda, o acumulo de proteina, o
que pode afetar negativamente as trocas de instares e o desenvolvimento de insetos
adultos (OONINCX et al., 2015).

Foi registrada uma queda na eficiéncia de conversdo do alimento ingerido

(ECI) e digerido (ECD) quando os peptideos foram incorporados a dieta das larvas.
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Esses resultados corroboram o fato de que os inibidores de natureza proteica tém
efeito prejudicial na digestao 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 extraidos
de trigo, canola, gergelim, feijao e triticale e apresentaram reducéo de ECI e ECD
quando comparados as larvas controle (DASTRANJ et al., 2018). A eficiéncia inibitéria
dos peptideos no ensaio in vivo € comparada com o inibidor de proteases SKTI,
mostrando uma diminuigdo semelhante nos indices nutricionais.

Coletivamente, os resultados demonstram que os peptideos GORE1 e
GORE2 reduzem a sobrevivéncia de larvas de A. gemmatalis alimentadas
cronicamente em dieta artificial contendo as moléculas. Os peptideos inibidores
impactaram parametros de desenvolvimento importantes do inseto, sendo os efeitos
de GOREZ2 mais pronunciados. Além disso, foi demonstrado que enzimas tripsina-like
de A. gemmatalis apresentam preferéncia por residuos de arginina do que lisina na

posigcao P1.
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TABELAS

Tabela 1. Sequéncias de tripsinas-l/ike 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 armigera
AAA29339.1 Manduca sexta
ACR25157 1 Spodoptera frugiperda

Tabela 2. Energia livre de ligagao calculada para os complexos GORE1-tripsina e
GOREZ2-tripsina de Anticarsia gemmatalis e outras tripsinas-like de insetos
lepidépteros usando o software online Swissdock.

TrypSinS AGBinding AGBinding

GORE1 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 -7.66 -9.26
A. gemmatalis 5 -8.96 -9.87
A. gemmatalis 6 -1.77 -8.63
H. armigera -6.77 -9.16
M. sexta -8.26 -71.57

S. frugiperda -7.20 -9.68
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Tabela 3. Purificagédo parcial do extrato bruto do intestino de A. gemmatalis visando a
obtencao de tripsinas-like.

Material Total Total activity Specific Fold Enzyme
protein (UM/s) activity (uM. s= purification  yield (%)
(ug/ pL) ug™)

Extract 0.82 1.31 1.35 1.0 100

Purified 0.24 1.05 4.43 3.28 80

Tabela 4. Parametros de larvas e pupas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) expostos a dieta contendo 0,12% dos peptideos GORE1 e GORE2,
inibidor de SKTI (controle positivo) e dieta controle (sem inibidor). Os dados da tabela
sdo médias + SE. Diferentes letras minusculas na mesma coluna indicam diferenca

significativa em P < 0,05 avaliado pelo teste de Duncan.

Protease
inhibitor

Larval period
(days)

Pupal weight
(9)

Pupal protein
content (pg/pl)

Pupal protein
content/ Pupal
weight ratio

Control

GORE1

GORE2
SKTI

14.667 + 0.150a
14.833 £ 0.167a
15.750 + 0.250b
14.833 + 0.149a

0.214 + 0.009a
0.181 + 0.008b
0.233 £ 0.013a
0.213 £ 0.008a

1.107 £ 0.0305a
1.152 £ 0.0161a
1.173 + 0.0461a
1.101 + 0.0234a

5.347 + 0.150a
6.380 + 0.249b
4.603 + 0.155¢c
5.182 £ 0.130ac
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Figura 1. Perfil farmacoférico gerado pelo programa Discovery studio das interagdes
entre tripsinas-like de A. gemmatalis e o peptideo GORE1, obtidos por docking
molecular.

Conventional hidrogen bond Carbon hidrogen bond
AL
P
o
ILE
72 H
4
d
B.
ARG
2559~ . _
"= o .
H
o
4
LB

GLN
208

Figura 2. Perfil farmacoférico gerado pelo programa Discovery studio das interagdes
entre tripsinas-like de (A) Helicoverpa armigera (B) Manduca sexta (C) Spodoptera
frugiperda e o peptideo GORE1, obtidos por docking molecular.
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Figura 3. Perfil farmacoférico gerado pelo programa Discovery studio das interagdes
entre tripsinas-like de A. gemmatalis e o peptideo GOREZ2, obtidos por docking
molecular.

Conventional hidrogen bond Carbon hidrogen bond
; .
o
ILE
72 H
|
o
«H
LEU 3
& [+]
: |
H H
N
[e]
-
ALA b
16
HSE
168
,
GLY a N B
152 \ o 0
: H
'.H F \Z
: H H H
ARGH- iy H
167 )
WY s,
: 4 GLy
k- 203
THR
155 ASP

205

Figura 4. Perfil farmacoférico gerado pelo programa Discovery studio das interagoes
entre tripsinas-like de (A) Helicoverpa armigera (B) Manduca sexta (C) Spodoptera
frugiperda e o peptideo GOREZ2, obtidos por docking molecular.
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Figura 5. Perfil cromatografico do extrato soluvel do intestino de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Noctuidae) em coluna HiTrap Benzamidine (high sub) (GE). A atividade
de tripsina-like (uM/s) foi realizada usando o substrato L-BApNA (a). Concentragao de
proteina (ug/uL) (b). Perfil eletroforético em eletroforese em gel de dodecil sulfato de
sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) serino-protease 12% soluvel no intestino de
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (c). Massa molecular padrao
(Promega) (1). Fracao soluvel do extrato bruto (2). Fragdo enzimatica correspondente
ao pico de atividade apos purificagdo 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 (Regresséo N&o Linear Simultédnea) para analise da atividade
inibitéria competitiva dos peptideos 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.
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Figure 7. Graficos de sobrevivéncia de larvas de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae) criadas em dieta contendo peptideo GORE1, peptideo GOREZ2, inibidores
SKTI (controle positivo) na concentragao de 0,12%. A dieta sem inibidores foi utilizada

como controle negativo.
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Figure 8. indices nutricionais de larvas de Anticarsia gemmatalis expostas a dieta
contendo 0,12% dos peptideos GORE1 e GOREZ2, inibidor de SKTI (controle positivo)
e dieta controle (sem inibidor). (A) Eficiéncia de conversdo de alimentos ingeridos
(ECI); (B) Eficiéncia de conversao de alimentos digeridos (ECD); e (C) Digestibilidade
Aproximada (AD).
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CAPITULO | - ARTIGO Il

Constante inibitéria por dinamica molecular e estabilidade de tripeptideos

inibidores de tripsinas-like da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis.

RESUMO

Os insetos superam a ac¢ao dos IPs naturais devido a adaptagdes evolutivas por meio
de protedlise endogena e reprogramacéo de proteases. As adaptagdes de insetos
dificultam a formulagcdo de produtos fitossanitarios baseados em IP. No entanto,
pequenos peptideos desenhados com base no sitio ativo de enzimas tém mostrado
resultados promissores que podem mudar esse cenario. GORE1 e GORE2 séao
tripeptideos projetados que reduzem a sobrevivéncia de Anticarsia gemmatalis
quando ingeridos por via oral. Neste artigo, a estabilidade e capacidade dos peptideos
de se ligar a tripsinas-like de A. gemmatalis foram avaliadas por simulagcbes de
dinamica molecular (MD). A capacidade dos peptideos de inibir enzimas tripsina-like
in vivo foi comparada com a da proteina SKTI, expondo larvas de A. gemmatalis a
diferentes concentragcdes dos Pls e verificando a persisténcia da exposi¢cao pelo
tempo. Durante a simulacdo MD dos complexos enzima-ligante, ambos os peptideos
apresentaram uma pequena variagdo de RMSD e RMSF, sugerindo que essas
moléculas atingem o equilibrio ao formar um complexo com a enzima tripsina-like.
Além disso, ambos os peptideos formaram ligacdes de hidrogénio com residuos do
sitio ativo de tripsinas-like de A. gemmatalis, sendo que GORE2 foi a molécula que
mais fez interagdes. Larvas de A. gemmatalis expostas aos peptideos e SKTI
apresentaram reducado semelhante na atividade proteolitica, mas a persisténcia da
inibicdo de tripsinas-/ike foi maior nos insetos alimentados com peptideos. Apesar de
seu tamanho, os peptideos exibem importantes interagdes com o sitio ativo de
tripsinas-like, estabilidade durante a formagédo do complexo e efeitos de estabilidade
in vivo. Os resultados deste trabalho fornecem informagdes fundamentais para o
desenvolvimento de moléculas miméticas e auxiliam na tomada de decisdo para a
selecdo de métodos de delivery para experimentos de maior escala com moléculas

semelhantes.
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Palavras-chave: Persisténcia da inibicdo. 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 (Pls) 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 GOREZ2 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 GOREZ2 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. INTRODUGCAO

Insetos-praga contribuem para a perda de graos alimentares armazenados
(BERGVINSON; GARCIA-LARA, 2004), destroem a produgdo agricola anual do
mundo (OERKE, 2006), danificam estruturas humanas ao custo de milhdes de dodlares
(ELZEN; HARDEE, 2003), e transmite uma série de patégenos humanos e
veterinarios (Gratz, 1999). Desde a introdugdo do DDT na década de 1940, a
agricultura tem feito uso de inseticidas quimicos (CASIDA; QUISTAD, 1998). No
entanto, o desenvolvimento de resisténcia a insetos e impactos ambientais e na saude
humana tém estimulado a busca por novos compostos inseticidas, novos alvos
moleculares e métodos alternativos de controle (NAUEN; STEINBACH, 2016; REISIG;
KURTZ, 2018). Assim, este estudo propde a utilizagdo de peptideos inibidores de
protease para inibir proteases de insetos lepidopteros.

Os inibidores de protease (IPs) sdao moléculas naturais proteicas com
atividade inseticida que apresentam expressdo génica aumentada pelas plantas de
acordo com o nivel de herbivoria. Essas moléculas se ligam ao sitio ativo das
proteases prevenindo a protedlise no intestino médio dos insetos (SINGH et al., 2020).
A exposicao de insetos a essas moléculas pode causar efeitos antialimentares, atraso
no ciclo larval, diminuicdo da oviposi¢cdo, malformacdo de adultos e morte (ZHU-
SALZMAN; ZENG, 2015). O prejuizo negativo no fitness dos insetos ocorre
principalmente devido a redugéo na disponibilidade de aminoacidos livres. Além disso,
os IPs podem afetar o desenvolvimento dos insetos por meio de um mecanismo de
feedback que leva a um aumento na producdo de proteases que deslocam
aminoacidos de rotas metabolicas de desenvolvimento (DE OLIVEIRA et al., 2013).

Muitos estudos tém demonstrado os efeitos anti-insetos dos IPs contra insetos
lepidopteros, incluindo a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:
Noctuidae), uma importante praga da soja na regiao neotropical (CRUZ et al., 2013;
MENDONCA et al., 2020; MERINO-CABRERA et al., 2019a; PANDEY; YADAV;
SANYAL, 2021). No entanto, a aplicagédo de IPs em campos agricolas é infrutifera
devido a baixa estabilidade das moléculas e aos mecanismos adaptativos dos insetos
desenvolvidos ao longo da evolugdo com as plantas.

Os principais mecanismos adaptativos exibidos por insetos lepidopteros apds
exposic¢ao a IPs incluem superproducao de proteases alvo e insensiveis e inativagao
por clivagem proteolitica (KUWAR et al., 2015; SINGH et al., 2020). A maioria dos IPs
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gue sao objeto de estudos contra insetos Lepidoptera sdo moléculas grandes e pouco
estaveis que fornecem sitios de clivagem para proteases nao-alvo, o que pode levar
a sua inativagdo (SINGH et al., 2020; YANG et al., 2009).

Assim, dados os mecanismos adaptativos acima mencionados, exibidos por
insetos lepidopteros quando expostos a proteinas do tipo Pls, moléculas menores e
especificas tém sido propostas como inibidoras de suas principais proteases no
intestino (MERINO-CABRERA et al., 2020; SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019; SPIT et
al., 2012). Neste trabalho, caracterizamos a estabilidade in silico por dinamica
molecular e in vitro dos tripeptideos 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.
Informag¢des mais refinadas sobre os grupos funcionais dos peptideos através da
dindmica molecular foram geradas, o que pode ajudar a definir peptideos miméticos
com estabilidade e afinidade ainda maiores para enzimas tripsina-like em trabalhos

futuros.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Analises in silico

2.1.1. ID Tripsinas-like, desenho dos peptideos e formagcao dos complexos

enzima-peptideo

Para obter dados de dinamica molecular, docking molecular entre tripsinas-
like e os peptideos ligantes foi realizado (ALMEIDA BARROS et al., 2021) e os
melhores complexos foram escolhidos para o ensaio dindmico. O ensaio de dindmica
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 JUNIOR et al., 2020). A estrutura 3D da
proteina tripsina-1-/ike foi modelada usando o servidor Phyre2 (KELLEY et al., 2015),
e 0 modelo usado para modelagem foi C6esoA, confianga 100,0 e % i.d. de 34
(Arquivo .pdf suplementar). GORE1 e GOREZ2 foram projetados usando o software
Discovery Studio (BIOVIA, 2017) e atomos de hidrogénio foram adicionados usando

o software Pymol.

2.1.2. Simulagoées de dinamica molecular de peptideos em solugao

As simulacdes foram realizadas usando o campo de forca CHARMM36 do
pacote computacional NAMD 2.12 (HUANG et al., 2017). O modelo teorico validado
para GORE1 e GORE2 foi utilizado como estrutura inicial nas simulagbes e
posteriormente imerso em moléculas de agua em uma caixa cubica. Para manter a
neutralidade da carga total do sistema, moléculas de cloreto de sddio e calcio foram
usadas como fonte de ions. A insercdo de ions foi realizada usando a ferramenta
Autoionize do VMD. Apés 1000 etapas de minimizagéo, o sistema foi simulado a 310
K e pressdo de 1 atm no conjunto de pressao constante (NPT). Para as interagbes
ndo ligadas, o corte foi ajustado para 12 A e para o longo alcance, o sistema foi
modelado usando o método Particle Mesh Ewald (PME). Os sistemas com energia
minimizada, temperatura e pressao equilibradas foram submetidos a simulacdo de

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

peptideos

Para cada complexo (tripsina-GORE1 e tripsina-GOREZ2), foi realizada uma
simulacdo MD com solvente explicito. As estruturas iniciais foram retiradas dos
resultados de docking com o software online Swissdock (GROSDIDIER; ZOETE;
MICHIELIN, 2011) e da minimizagdo do complexo com YASARA (LAND; HUMBLE,
2018). Os sistemas com energia minima, temperatura e pressao equilibradas, foram
submetidos a uma simulacéo de dindmica molecular (MD) ao longo de 15 ns.

O calculo da energia livre de ligacao foi realizado pelo método da energia de
interagéo linear (HANSSON; MARELIUS; AQVIST, 1998). Os valores das energias
livres absolutas de ligacéo e hidratag&o a partir de simulagbes de dinamica molecular
do estado inicial (solugao peptidica) e do estado final (complexo enzimatico-peptideo
em solugao) foram fornecidos pelo método com pouco esforgo computacional. Dentro
desta aproximacédo, a energia livre de ligagéo ligante-proteina foi dada da seguinte

forma:

AGBind = ﬁ((vle—ls>bound - (Vl(ils)free) + a((Vlv—ch)bound - (Vlv—ci‘w)free) +y (1)=

onde (V£)y e séo os valores médios das interagdes eletrostaticas e de van der Waals
entre o ligante (l) e seus arredores (s) no estado do ligante Y, que pode estar livre em
solugao ou ligado a proteina. Os parédmetros a e 3 sdo, respectivamente, disperséo e
fatores de escala de energia eletrostatica ajustavel e y € um termo constante. Eles
sdo dependentes da natureza quimica da dispersao e dos fatores de escala de energia

eletrostatica ajustavel do ligante.

2.1.4. Calculo do potencial de dissociagao estimado K,

O processo de reconhecimento celular entre enzima e ligante € dirigido pela
combinacao de efeitos entropicos e entalpicos. Estes efeitos podem ser estimados
pela energia livre de Gibbs AGgi,q das interagdes enzima-ligante, que esta

diretamente relacionada com o potencial de dissociacdo K, pela seguinte equagéo

(2):
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AGping = RTINK, 2)

2.2. Estabilidade em agua a temperatura ambiente dos inibidores peptidicos:
analises in vitro

O efeito inibitério dos peptideos (GORE1 e GORE2) foi estudado por 12 dias
em temperatura ambiente (25-30 °C). Todas as analises experimentais foram
comparadas com o inibidor de tripsina SKTI (Soybean Kunitz trypsin inhibitor), por se
tratar de uma proteina estavel que em condic¢des fisioldgicas se liga ao sitio 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 trés solugdes aquosas (6,5 mg/mL) de inibidores. Em dias alternados, uma
aliquota de 20 pL das amostras foi misturada com 100 pl de tampao Tris-HCI 50 mM,
pH 8,2 e 20 mM de CaCl2 e 40 pL de substrato L-BApNA (1,2 mM). Além disso, 30 ul
de extrato bruto de intestino médio de A. gemmatalis (contendo cerca de 30 ug de
proteina total), preparado por esmagamento de cinco intestinos médios com nitrogénio
liquido e solugdo de HCI (10 M), foi adicionado. A mistura do extrato do intestino
meédio, solucdo tampao, substrato e inibidores foi incubada por 2 min para medir a
atividade da enzima ftripsina-like a 410 nm usando SpectraMax ABS Plus
(ERLANGER; KOKOWSKY; COHEN, 1961b). Os dados foram submetidos a uma
analise two-way ANOVA e teste t de Student para avaliar dois fatores: a inibicao da
enzima tripsina-like por diferentes inibidores e a estabilidade do efeito inibitério ao

longo dos dias.

2.3. Inibicao endégena de tripsinas-like

GORE1, GORE2 e SKTI foram misturados em quatro concentracdes
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
periodo de 12 horas. Além disso, foi preparada uma dieta controle sem inibidores.
Quatro larvas de 42 e 5 instares de A. gemmatalis foram colocadas em um pote de
plastico, 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 repeticdes. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
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casualizado (CRD). Para a atividade de enzimas do tipo tripsina, 20 uL do extrato foi
adicionado a 100 pL de Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 solugdo tampao contendo 20 mM
CaCl2 e 40 pL do substrato L-BApNA a 1,2 mM em Tris-HCI 50 mM , tampéao pH 8,0.
A absorbancia foi medida a 410 nm por 2 min. Os dados obtidos sobre a atividade de
tripsina-like foram submetidos a analise de regressao utilizando o pacote 'ExpDes.pt'

no software R.

2.4. Persisténcia da inibicao de tripsinas-like e proteases totais por peptideos e
SKTI

Para determinar quanto tempo dura a inibicdo enddégena 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 trés 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 exposig¢ao 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 substituidas por dietas
controle apds 12 horas de exposicao: 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 nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C para analise enzimatica.
Cada tratamento compreende quatro réplicas biologicas, cada uma consistindo em
dois intestinos dissecados. A atividade de tripsina-/ike foi medida como descrito acima.
A atividade proteolitica total foi determinada usando azocaseina a uma concentragao
final de 0,5% (p/v) em tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, CaCl?> 20 mM a 37°C. A mistura
de reacdo consistiu em 80 yL do substrato e 60 uL do extrato enzimatico. Apos 30
minutos de incubacéo, a reacgéao foi interrompida pela adigdo de 240 uL 10% (p/v) de
acido tricloroacético. As amostras foram entdo homogeneizadas em vortex, mantidas
em gelo por 15 min e centrifugadas a 8.000 g por 5 min a 25°C para remoc¢ao do
precipitado. Uma aliquota de 240 uL do sobrenadante foi transferida para microtubos
contendo 280 yL 1 M NaOH. A absorvéancia foi medida a 440 nm. Para atividades
tripsina-like e proteases totais, trés repeticdes técnicas foram realizadas durante a
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analise enzimatica. 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. Dindmica molecular de peptideos em solugdo e calculo do potencial de

dissociagao

A estabilidade global dos peptideos foi avaliada calculando o RMSD. Em
todas as simulagdes, os RMSDs convergiram durante os 15 ns em uma faixa de 0,02-
2,2 A para ambos os peptideos (Fig. 1A). Devido & semelhanga das AUCs (area sob
a curva) (AUC-GORE2 = 20,59 e AUC-GORE1 = 20,97), ndo houve diferengas entre
os RMSDs de peptideos totais calculados na caixa de agua (Fig. 1A).

Ao avaliar a estabilidade dos peptideos complexados com a enzima tripsina-
like de A. gemmatalis, os valores de RMSD permaneceram na mesma faixa de 0,02-
2,2 A, mas um maior numero de valores préximos a 1 A e menores que 1 A foram
registrados ao longo da simulagao, resultando em uma diminui¢do nas AUCs (Fig.
1B).

Para identificar o comportamento dindmico da enzima tipo tripsina, os valores
de RMSD e RMSF foram calculados separadamente para a proteina individual que
interage com os peptideos (Fig. 1C e 1D). Quando o peptideo GORE1 foi ligado ao
receptor, a proteina foi tao flexivel quanto quando ligada a GORE2, como mostrado
pela semelhanga da AUC do RMSD (Fig. 1C). O RMSF da tripsina complexada com
GORE1 mostra que os maiores movimentos estdo concentrados no inicio da cadeia
protéica, entre os residuos 1 e 30. Para GOREZ2, os maiores movimentos estao
concentrados entre os residuos 110 e 120. Vale ressaltar que os principais sitios da
tripsina avaliada incluem os residuos Y70, D115, S211 (sitio ativo) e S205, S226,
H228 (sitio de ligagcdo do substrato) (Fig. 1D).

Além disso, a energia permaneceu estavel durante toda a fase de produgao
(Fig. 1E). Esses resultados mostram que o protocolo de simulagdo de dindmica
molecular utilizado foi bom e encontrou a conformagdo com o minimo de energia

global nas corridas de produgédo dos complexos estudados (Fig. 1E).

3.2. Perfil de ligagao de peptideos a enzima tripsina-like durante a simulagao de
7,5e 15ns

A dindmica molecular permitiu a determinagado das melhores poses de cada

complexo em 7,5 e 15 ns e o célculo da energia livre de ligagao (Fig. 2 e Tabela 1). A
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partir dos valores de energia livre de ligagao, foi estimada uma constante inibitoria
tedrica (Ki), que é 0,96 mM para GORE2 e 1,11 mM para GORE1. Ambos os
peptideos se ligam aos sitios de ligagdo do substrato compreendendo os residuos
proximos ao intervalo entre S205 e H228. O peptideo GOREZ2 interage adicionalmente
com S211 da triade catalitica e com D238 no subsitio S1. GORE1 interage com R54
em um local secundario por meio de uma ligagdo C-H fraca. O modo de interagéo
predominante entre ligante e receptor foi a ligagdo de hidrogénio, com maior numero

de interagdées no complexo GORE2-tripsina.
3.3. Estabilidade em agua a temperatura ambiente de peptideos e SKTI

Para avaliar a estabilidade e capacidade inibitoria dos peptideos e SKTI
quando mantidos em temperatura ambiente misturados com agua, a inibicdo 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 peptideos e SKTI foi menor que a do controle durante todo o periodo
experimental, sendo o efeito inibitério de GORE2 e SKTI mais pronunciado que o de
GORE1. A capacidade dos peptideos e SKTI de inibir tripsinas-like permaneceu
praticamente inalterada ao longo dos dias, exceto no dia 11, quando a inibigdo por
GORE2 no extrato do intestino médio mostrou um efeito mais forte.

3.4. Inibicao endégena de enzimas tripsina-like por peptideos 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 concentragdo das moléculas (Fig. 4). Para
GOREH1, a atividade inibitéria in vivo seguiu uma curva de regressao de primeiro grau,
enquanto SKTl e GOREZ2 seguiram curvas de regressao de segundo e terceiro grau,
respectivamente. Além disso, GOREZ2 apresentou a maior atividade inibitéria (60% de
inibicdo), em comparagao com 40% de inibicado de SKTlI e GORE1 na maior
concentragao avaliada, i.e., 0,12% (p/v), que foi posteriormente utilizada no ensaio de
persisténcia de inibigao.
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3.5. Persisténcia da enzima tripsina-like e inibicao de proteases totais por

peptideos 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 peptideos
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 niveis normais (i.e., semelhante a atividade de controle) em
larvas tratadas com dieta SKTI por 12 horas e depois substituidas pela dieta de
controle e alimentadas por mais 36 horas (Fig. 5E). Além disso, o padrao de atividade
proteolitica total ao longo do tempo e sob as diferentes condigdes de exposicéo as
moléculas refletiu a atividade da enzima tripsina-like, como esperado. A excecao foi a
exposi¢ao continua de 48 horas de larvas a GOREZ2, onde a atividade proteolitica

geral se assemelhava a do controle (Fig. 5B, 5D e 5F).
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4. DISCUSSAO

Uma variedade de peptideos e proteinas tém sido usados para produzir
biopesticidas contra microorganismos e pragas de insetos. A fungao desses peptideos
€ influenciada por caracteristicas estruturais, como peso molecular, hidrofobicidade,
carga e sequéncia peptidica (WANG; XIE; LI, 2019). As caracteristicas estruturais dos
peptideos afetam suas propriedades funcionais e sdo um fator importante para a
estabilidade. Aqui, a estabilidade estrutural por dinamica molecular e a persisténcia
da inibicdo de enzimas tripsina-like no intestino de A. gemmatalis foram caracterizadas
quando expostas aos peptideos GORE1 e GORE2. Além disso, as interagdes de
ligacdo foram avaliadas por simula¢des dindmicas para melhor avaliar os grupos
funcionais presentes nos peptideos que sédo importantes para a inibicdo de enzimas
tipo tripsina, fornecendo informagdes de base refinadas para o desenvolvimento de
moléculas miméticas.

A dindmica molecular (MD) é uma técnica que permite simulagdes de atomos
inteiros de biomoléculas. As simulacdes de MD levam em consideracgao a flexibilidade
nao 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 peptideos, GORE1 e GORE2, o menor RMSD das
conformagdes nao ligadas obtidas das simulagées moleculares variou de 0,02 a 2,2 A
ao longo do periodo de simulagéo, o que representa previsdes de boa qualidade de
acordo com os critérios de Avaliagao Critica da Predi¢cao de Interagbes (CAPRI) e
apresenta alta estabilidade em agua (CIEMNY et al., 2018). Em comparagdo com
resultados anteriores (Barros et al., 2021), esses resultados de MD confirmam que a
ligacdo do peptideo a enzima tripsina-like de A. gemmatalis é estavel. Em contraste
com o encaixe molecular, as simulagdes de MD foram capazes de explicar a
flexibilidade de peptideos e refinar as posi¢coes de encaixe (MIRZAEI et al., 2020) de
peptideos em enzimas tripsina-like de A. gemmatalis.

O RMSF é uma medida numérica de quanto um determinado residuo se move
durante o periodo de simulacgéao e indica a posi¢ao dos residuos que mais contribuem
para o movimento molecular. Nossos resultados mostraram que apds a ligagdo aos
peptideos GORE1 e GORE2, o maior movimento molecular foi encontrado em
residuos que n&o fazem parte do sitio ativo ou regido de ligagdo do substrato da

enzima tripsina-like. Desde que GORE1 e GOREZ2 estejam ligados principalmente na
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regido de ligacado ao substrato e S211 do sitio ativo, os resultados de RMSF indicam
que essas moléculas estdo estabilizadas nessas regides, enquanto o movimento
ocorre principalmente em outras partes da enzima. O movimento do sitio ativo e das
regides de ligagdo ao substrato € importante para a atividade enzimatica, como nas
enzimas tripsina-like de A. gemmatalis, e isso foi confirmado em outros trabalhos, para
outras enzimas. Por exemplo, mutagdes nas algas que cercam o sitio ativo de uma
enzima, que limitam significativamente sua mobilidade, levam a uma redugédo
acentuada na atividade da enzima (MERSKI et al., 2017).

Os perfis de ligagdo de GORE1 e GORE2 a enzima tripsina-like de A.
gemmatalis mostram que o complexo é formado em residuos chave da protease. No
entanto, a dindmica molecular previu um numero maior de interagdes de ligagao para
GOREZ2 do que para GORE1. Ambos os peptideos se ligam na regido S1 da enzima
tripsina-like, com GORE1 gerando 80% menos interagbes do que GORE2. Com base
nesses dados, foi razoavel supor que ambos os peptideos se ligam a enzima tripsina-
like por mecanismos diferentes e que GORE2 tem uma afinidade maior. De fato, a
constante de inibicdo (Ki) calculada pelo potencial de dissociagdo previsto (Kb)
mostrou uma maior afinidade de GOREZ2, o que é consistente com os resultados
anteriores de cinética de inibicdo com substrato L-BApNA (ALMEIDA BARROS et al.,
2021). A dupla carga do grupo guanidinio da arginina presente em GORE2 pode ser
a principal razao pela qual essa molécula tem maior afinidade por enzimas tripsina-
like do que GORE1, que possui apenas uma unica carga negativa devido a lisina
(LOPES et al., 2006). A bolsa S1 de enzimas tripsina-like contém um acido aspartico,
que é responsavel pela afinidade dessa bolsa com cargas positivas (DOSA et al.,
2012). A estabilidade da capacidade inibitoria peptidica foi avaliada in vitro e ambos
os peptideos apresentaram estabilidade ao longo do tempo, assim como o SKTI. No
entanto, o peptideo GOREZ2 contendo arginina na posicado P1 apresentou maior
atividade inibitéria sobre tripsinas-like do que GORE1. Embora ambas as moléculas
sejam tripeptideos, as diferengas encontradas entre GORE1 e GORE2 podem ser
devido a diferentes caracteristicas dos peptideos, incluindo hidrofobicidade,
propriedade acido/base e tipo de aminoacidos C- ou N-terminais (WANG; XIE; LI,
2019). Tanto GORE1 quanto GOREZ2 possuem um residuo de aminoacido C-terminal
carregado positivamente, mas o residuo encontrado em GORE2 apresenta um ponto
isoelétrico mais alto e um indice de hidropatia mais negativo, ou seja, o0 aminoacido &

mais soluvel em agua.
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Em geral, as interagbes peptideo (GOREZ2) - proteina exibem uma maior
densidade de ligagcbes de hidrogénio (em comparagdo com GORE1) e
empacotamento altamente complementar devido ao elevado numero de interagdes,
resultando em alta afinidade de ligagao. Além disso, a ligag&do ocorre apenas quando
associada a uma energia livre de ligacao de Gibbs negativa (4G), que é mais negativa
quanto maior o numero de interagdes ligante-proteina que ocorrem (KASPAR;
REICHERT, 2013). Nossos resultados mostram que ambos os peptideos se ligam a
enzimas tripsina-like, devido aos valores negativos de energia livre de ligagao na MD.

Embora existam diferengcas na capacidade inibitoria in vitro entre os dois
peptideos e SKTI, a inibicdo de enzimas tripsina-like alcangcada foi semelhante quando
larvas de A. gemmatalis foram alimentadas com a dieta contendo os inibidores, exceto
na concentracdo mais alta testada (i.,e 0,12%), onde GOREZ2 inibiu mais do que SKTI
e GORE1. Assim, os resultados sugerem que essas moléculas relativamente
pequenas contribuem significativamente para a inibicdo da enzima tripsina-like de A.
gemmatalis, com potencial semelhante a interagdes proteina-proteina. As algas
centrais reativas de inibidores de protease do tipo batata Il (Pin-1l Pls) isoladas em
tripeptideos de sua estrutura nativa mantiveram sua capacidade inibitéria
independente da estrutura tridimensional do Pl (SAIKHEDKAR et al., 2018),
demonstrando também o potencial dos peptideos na inibicdo de enzimas semelhante
a de proteinas.

As larvas de A. gemmatalis alimentadas com os peptideos por 12 horas
retiveram a inibicdo das enzimas tripsina-like mesmo quando a dieta foi substituida
por dieta livre de inibidor. Ao contrario dos insetos expostos aos peptideos, as enzimas
tripsinas-like e proteases totais retornaram aos niveis normais em insetos que se
alimentaram de SKTI por 12 horas e tiveram sua dieta substituida por uma dieta livre
de inibidor. Isso pode ser devido ao fato de que a SKTI € uma proteina contendo 181
residuos de aminoacidos (SONG; SUH, 1998) e, portanto, contém sitios de clivagem
para outras enzimas que podem estar presentes no intestino médio de A. gemmatalis
e causar a inativagdo das moléculas por protedlise. Por outro lado, os tripeptideos
exibem retengc&o mais longa e alta estabilidade no intestino do inseto, como mostrado
em outros trabalhos (SAIKHEDKAR et al., 2018). O mecanismo de inativagao de IPs
por clivagem proteolitica esta presente em outros insetos, como Otiorynchus sulcatus
contra a orizacistatina Il (MICHAUD; CANTIN; VRAIN, 1995), Phaedon cochleariae
contra orizacistatina | e inibidor de Bowman-Birk (BBIl) (GIRARD et al., 1998),
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Helicoverpa armigera contra inibidor de tripsina de gréo de bico (GIRI et al., 1998),
Spodoptera exigua contra inibidor de proteinase de batata Il (P12) (A. JONGSMA,;
BEEKWILDER, 2011) e Plutella xylostella contra MTI-2 (YANG et al., 2009). Como
esperado, a atividade proteolitica 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
proteolitica, o que poderia levar a uma deplecdo de aminoacidos essenciais
(BEZERRA,; OLIVEIRA; MACEDO, 2017; CRUZ et al., 2013).

Este estudo permitiu confirmar o potencial inibitério dos peptideos GORE1 e
GORE?2 e determinar a estabilidade estrutural por dindmica molecular e a persisténcia
da inibicdo de enzimas tripsinas-like no intestino de A. gemmatalis para analisar os
efeitos a curto e médio prazo dos peptideos. A inibicdo de enzimas tripsina-like de A.
gemmatalis pode alcancar resultados semelhantes aos da proteina SKTI, sugerindo
que essas pequenas moléculas inibem enzimas tripsina-like de A. gemmatalis com
potencial semelhante a inibidores proteicos. Nossas simulagdes de MD fornecem
informacgdes refinadas que podem ajudar no projeto de moléculas miméticas baseadas
em peptideos. Acreditamos que esse tipo de molécula pode ser incorporado na
formulacdo de defensivos agricolas quando combinado com métodos de delivery
apropriados e nanotecnologia que permite a liberac&o lenta e de longo prazo desses
produtos nos campos de cultivo.
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TABELAS

Tabela 1. Potencial de dissociagéo calculado por simulagéo dindmica molecular (MD)
e constante de inibicdo experimental e tedrica Ki para a interagao entre os Peptideos

1 e 2 e a proteina tripsina-like de Anticarsia gemmatalis.

Peptide K, (Dissociation Ki Ki theoretical
Potencial) (MD) experimental
GORE2 -3.75 0.1 0.94

GORE1 6.83 0.5 1.11
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Figura 1. Valores de RMSD (A e B) dos peptideos 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 peptideos, obtidos a partir de
simulagdes de dindmica molecular em caixa d'agua. Energia total (E) dos complexos

de tripsina e peptideos apds simulagédo de dindmica molecular em caixa d'agua.
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CAPITULO lI: EFEITO DE BPTI E SKTI SOBRE Anticarsia gemmatalis E
DESENHO DE PEPTIDEOS INIBIDORES

ARTIGO | - 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
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CAPIiTULO Il - ARTIGO IlI

Inibidor de tripsina-like pancreatica 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 € desafiado por herbivoros resistentes e problemas relacionados
a saude humana e questdes ambientais. De fato, o maior desafio para a agricultura
moderna é proteger as plantagdes 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 proteina inibitéria extraida de mamiferos (BPTI) como um
potencial inibidor de tripsinas digestivas da praga A. gemmatalis e comparar 0s
resultados com os do inibidor da soja (hospedeiro) SKTI. BPTI e SKTI s&o inibidores
competitivos, bloqueando a entrada do substrato através de ligagdes hidrofobicas e
hidrofébicas, como interagdes alquila. Larvas de A. gemmatalis expostas ao BPTI ndo
apresentaram dois mecanismos adaptativos comuns, ou seja, degradagéao proteolitica
e superproducao de proteases, apresentando atividade de tripsina-like altamente
reduzida. Por outro lado, as larvas alimentadas com SKTI ndo apresentaram reducao
na atividade de tripsinas-like, apresentando superprodugao de proteases e digestao
proteolitica do SKTI. Além disso, a sobrevivéncia larval foi reduzida pelo BPTI de
forma semelhante ao SKTI, e adicionalmente causou uma diminuicdo 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 peptideos menores.

Palavras-chave: Inibigdo. Cinética enzimatica. Dindmica molecular. Inibidores de

protease. Eletroforese. Adaptacéo.
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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. INTRODUGAO

As praticas de manejo da sojicultura contam com cultivares transgénicas que
expressam proteinas entomotoxicas de Bacillus thurigiensis, além de uma grande
quantidade de quimicos disponiveis para controlar os danos causados por herbivoros
(Bueno et al., 2021). No entanto, essas abordagens de manejo de pragas estdo sendo
constantemente desafiadas com herbivoros resistentes e problemas relacionados a
saude e questdes ambientais. De fato, o maior desafio para a agricultura moderna é
proteger as plantagdes de pragas e ainda manter a qualidade ambiental. Assim, novas
moléculas, com diferentes modos de acdo, tém sido buscadas e avaliadas para
complementar, ou mesmo substituir, os atuais produtos quimicos utilizados no manejo
de pragas (ALMEIDA BARROS et al., 2021; MERINO-CABRERA et al., 2020;
SAIKHEDKAR et al., 2018, 2019).

Enzimas proteoliticas como serino, cisteino, aspartil e metaloproteases sao
encontradas no trato alimentar de insetos fitéfagos, com sua predominancia e
eficiéncia catalitica variando muito entre as diferentes ordens de insetos e
comportamentos alimentares (A. JONGSMA; BEEKWILDER, 2011). A digestéo
eficiente de proteinas vegetais por insetos herbivoros € crucial para suas
necessidades de nitrogénio, uma vez que eles tém relagdes carbono/nitrogénio nos
tecidos muito mais baixas do que as plantas (KANT et al., 2015). A inibicdo de enzimas
proteoliticas € uma abordagem promissora para o melhoramento de culturas e manejo
de pragas de insetos. Para alcangar a redugao do fitness de pragas agricolas devido
ao comprometimento da digestdo de proteinas 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 coevolugédo com as
plantas, os herbivoros desenvolveram estratégias multicamadas para lidar com estes
IPs, i.e., superexpressao de proteases alvo, expressao de proteases insensiveis a IPs
e degradacéo de |Ps, dificultando a utilizag&o 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 sao gargalos a serem superados pelos pesquisadores para viabilizar a
incorporagao desse tipo de moléculas na agricultura. No entanto, inibidores de
proteases proteicos nao vegetais, como IPs de mamiferos, fungos, bactérias e outros
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artrépodes e, até mesmo peptideos sintéticos racionalmente projetados, podem ser
uma faisca de luz para otimizar essa abordagem no controle de herbivoros. Uma
mistura contendo inibidores de protease relacionados a pacifastina resultou em maior
supressao de insetos em comparagao com inibidores derivados de plantas em ensaios
de alimentacdo (BREUGELMANS et al., 2009). Insetos lepidopteros expostos a
diferentes pequenos peptideos, racionalmente projetados para inibir suas serino-
proteases, apontaram maior supressao quando comparados com inibidores de
proteases de origem vegetal, como o SKTI (ALMEIDA BARROS et al., 2021; MERINO-
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 lepidopteros tém participacdo destacada na geragao de prejuizos
econdmicos para a economia global (Bueno et al., 2021). A digestibilidade das
proteinas da dieta em insetos lepidopteros 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 lepiddptero em que sua
atividade proteolitica total no trato alimentar depende principalmente de tripsinas-like
(MENDONCA et al., 2020; SILVA JUNIOR et al., 2020).

O Inibidor de Tripsina Pancreatica Bovina (BPTI) € um inibidor de protease de
58 residuos altamente estavel, que contém trés ligagbes dissulfeto. O BPTI reage
rapidamente com serina proteases para formar complexos estaveis, inibindo assim as
atividades das enzimas (BORJIGIN; NATHANS, 1993). Proteases semelhantes a
tripsina parcialmente purificadas extraidas de larvas de quarto/quinto instar de A.
gemmatalis apresentaram sua atividade enzimatica reduzida pela metade por
concentragdes de até 1,92 uM de BPTI (OLIVEIRA et al., 2005). Acreditamos que a
exposicao de A. gemmatalis ao BPTI possa causar maior impacto na aptidao das
larvas do que aquelas que evoluiram intimamente com o inseto, como o SKTI
(Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor). Possivelmente, os mecanismos utilizados por A.
gemmatalis sdo menos adaptaveis 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 proteina inibitoria extraida de mamiferos (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 METODOS
2.1. Abordagem in silico: interagao inibidores-tripsinas de A. gemmatalis

2.1.1. Determinagcao da estrutura tridimensional das proteinas: inibidores e

enzimas

Para analisar o potencial inibitério das proteinas 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 sequéncias de
enzimas de aminoacidos foram obtidas pela tradugédo de genes de tripsina
identificados por analises de zimograma e espectrometria de massa (SILVA JUNIOR
et al., 2020), utilizando a ferramenta Expasy (Gasteiger et al., 2003); as regides
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) sequéncias
semelhantes a tripsina (KELLEY et al., 2015).

A avaliacdo da geometria e estereoquimica das enzimas modeladas foi
realizada pelo pacote de anélise dos servidores web PRoSA (Protein Structucture
Analysis)  (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), ERRAT  (http://
services.mbi.ucla.edu/ERRATY/) 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
proteinas (PDB) usando os cédigos 3LDJ e 1AVX, respectivamente. Os ligantes ou
receptores de proteina associados as proteinas foram removidos e os hidrogénios
adicionados usando Pymol Molecular Graphics System, Versao 2.0 Schrodinger, LLC.

2.1.2. Interagao proteina-proteina

A interagdo proteina-proteina entre tripsinas de A. gemmatalis (moléculas
alvo) e as proteinas 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 ligagdo e a energia mais baixa
dos complexos foram obtidas; a visualizagao e analise dos complexos foi realizada



122

com Pymol. Um perfil farmacoférico foi obtido do complexo com maior energia de
afinidade usando o software Discovery Studio (BIOVIA, 2017).

2.1.3. Dinamica molecular dos complexos proteina-proteina

Simulacdes de dindmica molecular para proteinas BPTI e SKTI em complexo
com tripsinas de A. gemmatalis foram realizadas em uma caixa cubica de agua,
utilizando Water TIP3P (potencial intermolecular transferivel com 3 pontos). Essas
simulagdes dinamicas foram realizadas para avaliar as propriedades dos complexos
em termos de sua estrutura e as interacdes microscopicas entre eles. Foi utilizado o
campo de forcza CHARMM36 do pacote computacional NAMD 2.12 (HUANG et al.,
2017). A neutralidade da carga total das moléculas do sistema foi suportada pelos
ions sédio, calcio e cloro, pela adigao de calcio e cloreto de sddio. A insergao dos ions
foi realizada utilizando a ferramenta Autoionize da VMD. Apdés 1000 etapas de
minimizacdo, o sistema foi simulado a 310 K e pressdo de 1 atm no conjunto de
presséo constante (NPT). Para as interagcdes nao ligadas, o corte foi ajustado para 12
A 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 pressdo equilibradas foram submetidos a simulacdo de dinamica

molecular (MD) durante 20 ns.

2.2. Parametros cinéticos dos inibidores BPTI e SKTI

Os parametros cinéticos, especificamente constantes de inibicdo (Ki) de
proteinas SKTI e BPTI foram calculados usando Tris-HCI 0,1 M, CaCl2 20 mM, tampao
pH 8,2, substrato cromogénico L-BApNA e uma fragdo contendo tripsinas de A.
gemmatalis apos purificagdo em coluna HiTrap Benzamidina acoplada a FPLC
(ALMEIDA BARROS et al., 2021) e, as proteinas SKTI e BPTI.

A inibicao de tripsinas-like de A. gemmatalis foi avaliada com as seguintes
concentragdes: 20 ug de tripsina-like; 4130, 2060, 1030, 520 e 260 uM de L-BApNA;
12,4, 6,2, 3,1,1,55e 0,77 uM de BPTl e 4, 2, 1, 0,5 e 0,25 de SKTI e o controle sem
inibidores. As velocidades iniciais de reagao foram determinadas pela formagao do
produto p-nitroanilida a 410 nm durante 150 s usando o coeficiente de extingdo molar

especifico 8800 M-1cm-1.
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2.3. Criacao de A. gemmatalis e exposi¢ao a inibidores de protease

Larvas de A. gemmatalis foram obtidas a partir de criagdo em massa no
Laboratério de Insetos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Vigosa (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 condigbes
controladas, ou seja, 25 £ 2 °C, 70 + 10% de umidade relativa e 14 h de luz: 10 h de
fotoperiodo escuro. Apds os insetos atingirem o quinto instar, foram deixados sem
alimento durante 12 h e submetidos a trés 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 solugdo de inibidor de protease (agua destilada) quando as dietas
atingiram 45 °C. Cada tratamento consistiu de 10 larvas de quinto instar alimentando-
se a vontade durante 24h. A produgao 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 °C para avaliar proteases e inibicao proteolitica,

respectivamente.

2.4. Inibigao de tripsinas-like por dieta artificial e extratos de fezes

Para avaliar a atividade inibitoria das fezes das larvas, apds exposicao aos
inibidores de proteases, as fezes de cada tratamento foram agrupadas. Depois disso,
quatro solucdes diferentes foram preparadas em cinco concentracdes diferentes. As
solugdes consistiram de 250, 125, 62,6 e 0 miligramas (Controle) de fezes misturadas
com 1 mL de agua destilada ajustada para pH 3 com HCI para evitar a autoprotedlise
nas amostras. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 10 min e o
sobrenadante foi recuperado como extrato de fezes. A inibicdo da protease foi
avaliada pela adigcao de 70uL de extrato de fezes em 120 uL de Tris-HCI 50 mM, pH
8,0 solugao 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. Apos
o0 periodo de incubagdo, 50 uL de substrato L-BApNA 1,2 mM (B4875, Sigma-
Aldrich®) foram adicionados e o aumento na absorbancia da solu¢ao devido a agao

das tripsinas avaliada em SpectraMax ABS Plus® a 410 nm durante 2 min. A inibigdo
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percentual foi calculada dividindo as Absorbancia dos tratamentos pela absorbancia
do controle enzimatico (ou seja, incubagdo com 70 pL de agua destilada pH 3 em vez
de extratos de fezes). Os efeitos na inibi¢do da tripsina para cada concentragao 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 apds a adicdo dos inibidores de protease. Neste
caso, as solugdes consistiram em 500, 250, 125, 67,5 e 0 miligramas (Controle) de
dieta artificial, misturadas com 1 mL de agua ajustada para pH 3.

2.5. Atividade proteolitica nos extratos de intestino médio apdés 24h de

exposicao

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 proteolitica (ou seja, tripsinas,
quimotripsinas e proteases totais), totalizando 5 repetigdes. Os intestinos médios
foram triturados mecanicamente com auxilio de pistilo e nitrogénio liquido. Para cada
amostra (ou seja, dois intestinos médios, uma repeticao) 500 uL de agua 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 uL do extrato foi adicionado em 70 uL de Tris-
HCI 50 mM, solucdo tampao pH 8,0 com 20 mM de CaCl2 e 50 uL do substrato L-
BApNA a 1,2 mM. A absorbéancia foi medida a 410 nm por 2 min. Para a atividade de
quimotripsina, 10 pL do extrato foi adicionado em 70 yL de Tris-HCI pH 8,5 com 20%
de DMSO (v/v) e 50 pyL de L-BTpNA (B6760, Sigma-Aldrich®). A absorbancia também
foi medida a 410 nm por 2 min. A atividade proteolitica total foi avaliada usando
Azocaseina na concentracgéo final de 0,5% (p/v) como substrato em tamp&o Tris-HCI
0,1 M, pH 8,2 contendo CaCl2 20 mM, a 37 °C. A mistura de reagao consistiu em 80
ML do substrato e 60 uL de extrato enzimatico. Apds 30 min de incubacgao, a reacao
foi interrompida pela adicdo de 240 uL de acido ftricloroacético a 10% (p/v). Em
seguida, as amostras foram homogeneizadas em vértex, mantidas em gelo por 15
min, centrifugadas a 8.000 g por 5 min a 25°C para remog¢&o do precipitado. Uma
aliquota de 240 uL do sobrenadante foi transferida para microtubos contendo 280 pL
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de NaOH 1 M. A absorvancia foi medida a 440 nm. Em seguida, a absorbancia foi
obtida no comprimento de onda de 440 nm.

Todas as atividades proteoliticas medidas foram divididas pela absorbancia
do teor de proteina total das amostras para obter atividades especificas. A proteina
total foi determinada através do ensaio de Bradford a 595 nm usando diferentes
concentragdes de albumina sérica bovina (BSA) para estabelecer a curva padrao
(TOMARELLI; CHARNEY; HARDING, 1949).

2.6. Perfil proteico dos extratos de intestino médio de lagartas expostas 24h aos

inibidores

Quinze microgramas de proteina total de cada uma das trés réplicas
biolégicas (n = 3) foram carregados em um gel de eletroforese SDSPAGE a 12%. O
perfil de banda foi analisado através de analise de densitometria de pixel (software
ImageLab) comparando os grupos controle com os grupos expostos aos inibidores de
protease SKTI e BPTI.

2.7. Processamento proteolitico 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 apds 24 h de alimentagdo em dietas
que os contém, incubamos 3 ug de proteinas MJ de cada tratamento com 0,3 pg de
BPTI ou SKTI solubilizado em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 com CaCl2 20 mM, durante 2
h. Apds o periodo de incubagdo, 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 Il — Biorad,

seguindo as instrugdes do fabricante.

2.8. Anadlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de larvas de A. gemmatalis
expostas a BPTI e SKTI

Por tratamento, 25 larvas de A. gemmatalis foram individualizadas em
recipientes plasticos (5 x 5 cm), 5 dias apds a eclosao 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 seg¢éo 2.3
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deste manuscrito. Os insetos foram expostos a dietas artificiais contendo inibidores
de protease durante quatro dias apds o inicio do experimento. Apds isso, todas as
larvas, independente do tratamento, foram mantidas alimentando-se em dieta controle
até a fase de pupa. A sobrevivéncia larval foi analisada diariamente por meio de
estimulacdo mecéanica com pingas ou pincéis. Os dados de sobrevida foram
submetidos ao estimador de Kaplan-Meier e as fungdes obtidas de cada tratamento
foram comparadas pelo teste Log-rank. Além disso, os pesos apos a pupacéo foram
registrados e analisados por ANOVA seguido do teste de Tukey.
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3. RESULTADOS

3.1. Abordagem in silico: interagao inibidores-tripsinas A. gemmatalis

Para o sistema BPTI-tripsina, foi determinado por docking molecular e
simulagbes dindmicas que a interagdo entre BPTI e tripsinas de A. gemmatalis é
mediada por um unico sitio reativo no inibidor. Os residuos de aminoacidos que fazem
parte deste sitio reativo sdo Tyr, Gly, Gly, Cys, Arg e Ala (YGGCRA), partindo da
posicao 35 a 40. As analises de docking apontaram que o inibidor bloqueia o sitio S1
da tripsina, caracterizada pela presenga da triade catalitica His70, Asp107 e Ser214
(Fig. 1).

A validagao da ligagao da proteina inibidora a tripsina de A. gemmatalis foi
realizada por docking molecular utilizando Cluspro seguido de simulagao dinamica. O
docking mostrou que o BPTI possui baixas energias, variando entre -831,5 e -1086,2
(Tabela 1), e a dindmica confirmou o sitio de ligacao do BPTI a tripsina (Fig. 1).

O perfil farmacoforico foi realizado apos docking e simulagdo de dinamica
molecular. As ligagdes determinadas pelo perfil farmacoforico estiveram presentes
entre o sitio reativo do inibidor e residuos de aminoacidos préximos a triade catalitica
das enzimas receptoras, como Cys63, Asn173, Arg174, Thr251 e Cys255 (Fig. 1).
Dois tipos de interagcbes foram registrados entre o sitio reativo e os residuos de
aminoacidos do receptor, ligagcdo de hidrogénio convencional e alquila. Essas
interacbes sao as que mais estabilizam a formacdo do complexo BPTI-Tripsina
conforme determinado pelo docking e na analise temporal por simulagdes dindmicas.

Para o sistema SKTI-tripsina, foi determinado por docking molecular e
simula¢des dinamicas que a interacdo entre SKTI e tripsinas de A. gemmatalis é
mediada por duas alcas que bloqueiam o sitio ativo da enzima. A visdo detalhada na
figura mostra apenas a alga mais proxima da enzima, que contribui mais para o
bloqueio do sitio ativo (Fig. 2). Essa alga € composta pelos residuos de aminoacidos
Val, lle, Met, Leu, Cys, Val, Gly e lle (VIMLCVGI), comegando da posi¢céo 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 dinamica confirmou o sitio de ligacdo de SKTI a tripsina
(Fig. 2). O teste t de Student ndo mostrou diferencas significativas (P = 0,0765) entre

as energias mais baixas dos complexos BPTI-tripsina e SKTI-tripsina.
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As ligagdes determinadas pelo perfil farmacoférico foram encontradas entre o
sitio reativo do inibidor e residuos de aminoacidos da triade catalitica nas enzimas do
receptor, como Hys71 e Asp161 (triade catalitica) e proximo a esses residuos, como
Trp53, Arg55, Cys56, Ser164 etc (Fig. 2). Quatro tipos de interagdes foram registrados
entre o sitio reativo e os residuos de aminoacidos do receptor, ligagdo de hidrogénio
convencional, alquil, Pi-cation e Sulfur-X. Essas interacbes sao as que mais
estabilizam a formagdo do complexo SKTI-Tripsina conforme determinado pelo

docking e na analise temporal por simula¢des dindmicas.

3.2. Parametros cinéticos dos inibidores BPTI e SKTI em relagao a tripsinas-like

de A. gemmatalis

As curvas de Lineweaver-Burk para BPTIl e SKTI foram maiores que as do
controle (sem inibidor) (Fig. 3B e 3D). Os valores de Ki foram de 0,50 uM e 0,85 uM
para inibidor de BPTI e SKTI, respectivamente. Esses resultados cinéticos mostraram
que ambos os inibidores sdo competitivos demonstrados pelo alto R? (BPTI
(R?=0,926) e SKTI (0,911)). Valores obtido ao ajustar os dados em um modelo de
inibicdo competitiva (Fig. 3).

3.3. Verificagao da inibicao da tripsina por dieta artificial misturada com IPs

Extratos da dieta com IPs (ou seja, BPTIl e SKTI) resultaram em inibigdo de
tripsina de até 40% nas duas concentra¢gdes mais baixas, chegando a 70% nas trés
ultimas concentracdes (Fig. 4). O extrato da dieta controle atingiram cerca de 20% de
inibicdo na maior concentragao (Fig. 4), possivelmente devido aos IPs ja presentes
nos ingredientes da dieta, que contém proteinas de soja. Esses resultados mostram
que o preparo das dietas mistas foi bem feito e, portanto, podem exercer inibigdo sobre
as tripsinas de A. gemmatalis.

3.4. Atividades de proteases in vivo

A atividade da tripsina foi fortemente reduzida apds 24h de exposi¢céo das
larvas de A. gemmatalis ao BPTI. As larvas expostas ao SKTI apresentaram atividades
semelhantes ao grupo controle (Fig. 5A). A ingestao de IPs pelos insetos nao alterou
a atividade das quimotripsinas (Fig. 5B). No entanto, ndo mostra exatamente que as
quimotripsinas ndo tenham efeito sobre o mecanismo adaptativo de A. gemmatalis,
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pois a expressao de outras isoformas de quimotripsinas pode ter sido alterada. Como
esperado, desde que as enzimas tripsina-like contribuem com a maior parte da
protedlise total de A. gemmatalis, o padrao de atividade das tripsinas espelha o da
atividade proteolitica total (Fig 5C).

3.5. Parametros de digestibilidade de larvas de A. gemmatalis expostas aos

inibidores de proteases.

O ganho de peso larval durante 24 h nao diferiu entre as larvas expostas ou
nao 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 relagdo as demais (Figura 6B).
A producéo de fezes foi menor nas larvas que se alimentaram com dietas BPTI (Figura
6C). Além disso, as larvas expostas ao BPTIl também apresentaram a maior
digestibilidade aproximada (AD) (Figura 6D).

3.6. Verificagao da clivagem de Pls por extrato do intestino médio apés
exposicao a BPTI e SKTI através de SDS-PAGE

Quando o extrato de larvas expostas ao SKTI foi incubado com a proteina
purificada, ocorreu degradacédo das moléculas. E 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, ndo ocorreu a digestao proteolitica
(Figura 7A). Por outro lado, quando o extrato das larvas expostas a qualquer uma das

dietas foi incubado com BPTI purificado, ndo foi detectada degradagao (Figura 7B).

3.7. Inibigao das tripsinas-like por extratos de fezes de A. gemmatalis expostas

aos inibidores

A porcentagem de inibicdo exercida sobre tripsinas por pelo menos uma
concentracdo de extrato de fezes contendo IPs indica que parte dessas moléculas
ainda esta ativa apos passar pelo lumen do intestino médio de A. gemmatalis (Figura
8).
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3.8. Anadlise de densitometria de gel carregado com extrato do intestino médio

de larvas expostas aos inibidores

Os extratos de larvas expostas as dietas controle, BPTI e SKTI foram
carregados em gel de pagina SDS 12% para verificar a abundancia de bandas em
peso molecular de proteases comuns presentes no intestino médio de A. gemmatalis
e outros lepiddpteros (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 ndo apresentaram
aumento na densidade de pixels quando comparadas ao grupo controle. Para proteina
variando de 30,1-45 kDa, as pistas carregadas com amostras alimentadas com BPTI

e alimentadas com SKTI ndo mostraram diferenca do grupo controle.

3.9. Analise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para A. gemmatalis expostas a
BPTI e SKTI

O grafico de sobrevivéncia para larvas de A. gemmatalis criadas em dieta
contendo inibidor de proteinas BPTI e SKTI em uma concentracédo de 0.3 mM é
mostrado na Fig. 11. As curvas de sobrevivéncia obtidas usando estimadores de
Kaplan-Meier indicaram diferengas significativas na sobrevivéncia entre as larvas
expostas aos diferentes inibidores (Log-Rank X*2=7,009; df = 2; P= 0,03) (Fig. 11A).
A maior mortalidade alcangada foi de 40% pelo inibidor SKTI (Fig. 11A).

Os pesos apos a pupacéao foram registrados e analisados por ANOVA seguido
do teste de Tukey (Fig. 11B) e foram encontradas diferengas 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. DISCUSSAO

Aprotinina ou inibidor de tripsina pancreatica 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 glandula parotis de vaca e pancreas na década de 1930
(MOCZYDLOWSKI; MOSS; LUCCHESI, 1992). O BPTI é utilizado para modular
respostas inflamatdrias e prevenir perda sanguinea, fibrindlise e agao da trombina em
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca (ROBINSON; BLISS, 2002) e atualmente
ganhou fama como possivel opgédo de tratamento para virus influenza e coronavirus
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 redugao notavel nas
atividades dos extratos do intestino médio (OLIVEIRA et al., 2005). Aqui, usamos
varias abordagens para analisar a interagao entre o inibidor de BPTI ndo hospedeiro
e tripsinas de A. gemmatalis, comparando com o inibidor SKTI da planta hospedeira.
Além disso, ensaios bioldgicos de curto e longo prazo foram estabelecidos para avaliar
o efeito dos IPs em parametros de importancia biolégica para o inseto. Demonstramos
que BPTI se liga ao sitio ativo de enzimas semelhantes a tripsina com menos
interagdes do que SKTI, mas ainda com a mesma energia de alta afinidade. Esses
resultados demonstram a alta eficiéncia do BPTI, possivelmente devido ao seu
scaffold menor que o SKTI e interagcdes especificas 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 analises in vitro confirmaram
a capacidade do BPTI de se ligar e inibir as tripsinas de A. gemmatalis em um
mecanismo de inibigdo competitiva, apresentando uma constante inibitoria (Ki)
ligeiramente inferior ao SKTI.

No nivel estrutural, quando se analisa a interagdo proteina-proteina (PPI) e
especificamente a regido de interface, ou seja, a superficie de contato quando se
forma o complexo proteina-proteina, certas cadeias laterais proteicas contribuem
principalmente para a energia de Gibbs da ligacao proteina-proteina. Esses residuos
chamados de hot-spots geralmente se sobrepbéem a regides estruturalmente
conservadas e representam uma caracteristica comum das interfaces PPl (GEPPERT
et al.,, 2011; MOREIRA; FERNANDES; RAMOS, 2007). Em nosso estudo, as



132

interfaces entre tripsina-BPTIl e tripsina-SKTI foram analisadas por docking e
simulagdes de dindmica molecular. Quatro tipos de interagbes foram registrados entre
o sitio reativo de SKTI e os residuos de aminoacidos do receptor, ligacdo de
hidrogénio convencional, alquil, Pi-cation e Sulfur-X; essas interagdes e o numero de
residuos de aminoacidos participantes foram maiores em comparagdo com BPTI-
tripsina. Isso pode ser possivel porque o BPTI € uma das menores proteinas
globulares (Dittrich & Kanchanawarin, 2008), e o bloco de construgdo do peptideo que
se liga ao sitio 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 numero menor
de interagdes é suficiente para igualar a afinidade do SKTI, uma proteina inibidora de
massa maior com um numero maior de interagdes com tripsina do que BPTI.

As sequéncias que se ligam as tripsinas de A. gemmatalis fazem parte de uma
alca unica (BPTI) ou duas algas (SKTI), estabilizadas por ligagdes de hidrogénio ou
hidrofébicas, conforme demonstrado no perfil farmacoférico apds dindmica molecular.
Essas algas sdo comuns em inibidores de protease e sdo chamadas de RCL (Reactive
Center Loops) e medeiam as interagbes entre BPTI e SKTI com tripsinas de A.
gemmatalis (SWEDBERG et al.,, 2011). A andlise de energia via docking e
experimentos de dindmica molecular destacou este segmento de alta afinidade no
BPTI (Y-G-G-C-R-A), onde cada um dos residuos de aminoacidos teve uma
contribuicdo energética diferente na formag¢ao do complexo, entrando no conceito de
hot-spots (KIMURA et al., 2001; MACALINO et al., 2018) para o complexo BPTI-
tripsina e candidatos a peptideos inibitérios, ou pelo menos pistas promissoras para
projetar pequenas moléculas e peptideos inibitérios 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 estaveis, mas a formagdo do complexo
enzima inibidor pode envolver varios intermediarios correspondentes a etapas
discretas da reagcdo (ASCENZI et al., 2003); na praga A. gemmatalis, o inibidor
mamifero BPTIl n&o inibiu a atividade da quimotripsina, apenas as tripsinas
apresentaram 70% de redugdo em sua atividade. Este resultado possivelmente pode
ser explicado pela expressao de quimotripsinas que apresentam caracteristicas
moleculares neste inserto que contribuem para a resisténcia a BPTI e SKTI. Sabe-se

que os insetos produzem tripsinas e quimotripsinas resistentes a 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 protedlise e obtencdo de
aminoacidos livres.

E bem conhecido que o grau de utilizacdo dos alimentos depende da
digestibilidade destes e da eficiéncia com que os alimentos digeridos sdo convertidos
em biomassa (FATHIPOUR et al., 2019). A exposigao de larvas de A. gemmatalis aos
inibidores também afetou os paréametros dietéticos, onde observou-se redug¢ao 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
inibitérios do BPTI sobre as tripsinas e a atividade das proteases totais, bem como a
reducado 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 parametros alimentares, levando a uma reducéo no crescimento do
inseto (HEMATI et al., 2012).

No ensaio de atividade inibitoria utilizando SKTI e BPTI coletados de fezes,
identificamos que uma parte dos inibidores é eliminada nas fezes, demonstrada pela
reducao da atividade da tripsina quando a concentracao de fezes aumenta no extrato.
O SKTI é o que esta sendo mais excretado, pois o BPTI possui um K| menor (sendo
necessarias menos moléculas para inibir a mesma quantidade de atividade) do que a
proteina vegetal e atinge uma redugado semelhante na atividade das tripsinas apenas
na concentragdo mais alta nas fezes. O aumento da capacidade inibitéria das fezes
de insetos lepiddpteros expostos a inibidores de protease também foi observado para
outros inibidores de proteinas, como o inibidor de tripsina Inga laurina (ILTI)
(MACHADO et al., 2017); o resultado também demonstra a alta estabilidade dos
inibidores avaliados, que mesmo apos passarem pelo trato digestivo do inseto, ainda
mantém parte de sua estabilidade e capacidade de inibir tripsinas.

Os mecanismos adaptativos de insetos aos |IPs de plantas geralmente incluem
trés estratégias principais: superproducao de enzimas digestivas existentes, sintese
de isoformas de proteases insensiveis a inibidores e ativagcdo de proteases
especificas que desintoxicam os IPs por clivagem proteolitica (AHN et al., 2004;
MACHADO et al., 2017; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). A analise de densitometria
das bandas de gel mostrou um aumento de proteinas variando de 20,1 a 30 kDa, nas

quais as isoformas serino proteases de muitos insetos lepidopteros séao
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predominantemente encontradas (ALMEIDA BARROS et al., 2021; BERNARDI et al.,
1996; HEGEDUS et al., 2003; MERINO-CABRERA et al., 2020). Um padréo
semelhante ndo foi observado na analise densitometria desses extratos de intestino
meédio obtidos de larvas expostas ao BPTI, acendendo uma luz na hipotese de que
apenas o SKTI estimula esse mecanismo adaptativo relativamente bem descrito em
relacédo a exposigao de IPs de plantas (ou seja, superprodugéo de enzimas digestivas)
(SINGH et al., 2020). Além disso, verificamos a capacidade do extrato extraido dos
insetos que se alimentaram 24 h em dietas contendo ou néo inibidores de protease
em digerir as proteinas BPTI e SKTI purificadas. O fato de que apenas os extratos de
larvas expostas ao SKTI digeriram o inibidor de protease no ensaio de digestao indica
que apods 24 h de exposicéo, enzimas proteoliticas que sao potenciais desintoxicantes
podem estar especificamente presentes apenas quando A. gemmatalis ingere o
inibidor de seu hospedeiro (ou seja, SKTI). Um fenbmeno semelhante foi observado
para Plutella xylostella degradando especificamente o inibidor de tripsina da planta
hospedeira MTI2 e n&o o inibidor de tripsina ndo 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 digestao
que SKTI estimula mais os mecanismos adaptativos do que BPTI, possivelmente
devido a origem do BPTI e falta de relagcéo evolutiva entre a praga A. gemmatalis e
este inibidor de mamifero. A falta de relagdo evolutiva pode ser considerada uma
vantagem para o uso do BPTIl 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 sobrevivéncia reduzida quando comparados ao grupo controle.
Esperavamos uma maior supressio da sobrevivéncia em larvas expostas a BPTI do
que em larvas expostas a SKTI, desde que, ao contrario do inibidor da planta
hospedeira, o inibidor de proteina ndo hospedeira exerce uma forte redugdo na
atividade da tripsina, mostrando menos sinais de adaptagéo proteolitica mecanismos.
Isso indica que o efeito sobre a sobrevivéncia dos inibidores de protease n&o depende
apenas da capacidade da molécula de reduzir a atividade proteolitica, uma vez que,
embora a SKTI ndo tenha reduzido a atividade proteolitica total, exerceu impactos
semelhantes na sobrevivéncia larval. Além de mediar diretamente a expressao de
enzimas proteoliticas digestivas para compensar os efeitos da inibigdo proteolitica,

sabe-se que os inibidores de proteases afetam outras partes do metabolismo, como o
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metabolismo de carboidratos e o sistema imunolégico, podendo eventualmente causar
a morte do inseto (KUWAR et al.,, 2015). No entanto, embora o SKTI tenha
apresentado impactos na sobrevida semelhantes ao inibidor ndo hospedeiro, apenas
o BPTI exerceu efeitos negativos sobre o peso pupal. O menor peso pupal pode ser
um reflexo dos efeitos do BPTI na incorporagao de proteina no tecido do inseto, o que
pode afetar o desenvolvimento de insetos adultos, sendo uma possivel vantagem em
relacdo 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
proteina inibitoria extraida de mamiferos (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 s&o inibidores
competitivos que se ligam ao sitio ativo da enzima com alta afinidade, bloqueando a
entrada do substrato através de ligagdes hidrofébicas e hidrofébicas, como interagdes
alquila. A. gemmatalis apresentou mecanismos menos adaptativos quando expostos
ao BPTI, possivelmente devido a origem do BPTI e a falta de relagdo evolutiva com
as tripsinas do inseto. A sobrevivéncia de larvas expostas a SKTI e BPTI é igualmente
reduzida, mas o inibidor ndo hospedeiro causa um efeito negativo adicional no peso
das pupas, o que pode prejudicar a viabilidade dos adultos. Coletivamente, mostramos
que o BPTI apresenta caracteristicas interessantes que o tornam um candidato
promissor para uso no manejo de pragas de lepidopteros ou como informagéo 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 comparacéo entre as energias mais baixas dos complexos Aprotinina-tripsina e

SKTI-Tripsina ndo demonstrou diferengas significativas (P=0,0765).

Members of Cluster Lowest
the Cluster Center Energy
1 106 -722.9 -906.1
2 189 -752.1 -831.5
Complex 3 369 -696.5 -922.8
Aprotinin-
Trypsin 4 247 -737.5 -924.9
5 172 -807.8 -1086.2
6 96 -765.2 -912.1
1 165 -915.6 -1057.6
2 124 -959.7 -985.0
Complex 3 152 -848.3 -1050.2
SKTI-
Trypsin 4 96 -820.7 -953.1
5 149 -887.9 -1018.4
6 132 -833.7 -990.2
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Figura 1. No topo: Visdo geral da pose de ancoragem mais bem classificada da
ligacdo do inibidor pancreatico bovino (BPTI) a tripsina digestiva Anticarsia
gemmatalis. Forma da superficie representando a tripsina em laranja e o BPTI em
roxo. No canto inferior direito: aminoacidos cataliticos em bastbes verdes e os
residuos reativos do inibidor em bastdes roxos envolvidos na interagao tripsina-BPTI.
No canto inferior esquerdo: perfil farmacoférico do complexo BPTI-tripsina apés
docking molecular. Circulos coloridos e as linhas pontiagudas indicam o tipo de

interacao entre a sequéncia reativa do BPTI e a cadeia lateral dos residuos da tripsina.
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Figura 2. No topo: Visao geral da pose de encaixe mais bem classificada da ligagao
do inibidor de tripsina Kunitz (SKTI) de soja com tripsina digestiva Anticarsia
gemmatalis. Forma da superficie representando a tripsina em azul e o SKTl em verde.
No canto inferior esquerdo: aminoacidos enzimaticos em bastdes azuis e os residuos
reativos do inibidor em bastdes verdes envolvidos na interagao tripsina-SKTI. No canto
inferior direito: perfil farmacoférico do complexo SKTI-tripsina apds docking molecular.
Circulos coloridos e as linhas pontiaguda indicam o tipo de interagao entre a sequéncia
reativa SKTI e a cadeia lateral dos residuos da tripsina.
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Figura 3. Grafico de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk da inibigdo intestinal de

tripsina-like em Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) pelas proteinas BPTI
(A e B) e SKTI (C e D) na presenga do substrato L-BApNA.
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Figura 4. Inibicdo percentual de enzimas tripsina-like do intestino médio de A.

gemmatalis por extratos de dieta contendo ou ndo IPs em diferentes concentragdes.



155

As letras indicam diferencas entre as concentragoes do mesmo tratamento. As linhas

verticais seguidas dos valores de p indicam diferencas entre os diferentes

tratamentos.
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Figura 5. Atividades de tripsinas, quimotripsinas e proteases totais de extratos do
intestino médio de A. gemmatalis expostos ou ndo a IPs (BPTI e SKTI). Os valores

sao a média £ S.E. Letras diferentes indicam diferencgas 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.
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Figura 7. Perfil SDS-PAGE da digestao de BPTI e SKTI por extrato do intestino médio

de lagartas expostas ou ndo aos. As letras acima dos canais indicam que SKTI (A) e
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BPTI (B) foram expostos a extratos extraido de larvas expostas as dietas controle (C),
SKTI (S) e BPTI (B).
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Figura 8. Inibicdo percentual de tripsinas por extratos de fezes de insetos expostos
aos IPs. Os valores sao a média £ S.E. O maior * (em vermelho) indica diferenca
estatistica entre as diferentes concentragcdes das fezes coletadas do mesmo
tratamento. O menor * (em preto) indica diferenga estatistica entre a inibicdo pelas

fezes coletadas de diferentes tratamentos, mas na mesma concentragéo.
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Figura 9. Anadlise de densitometria dos pixels do SDS-PAGE 12% do extrato de A.
gemmatalis expostos ou n&o a inibidores de protease SKTI e BPTI. Os valores sao as
médias = S.E. * indica diferengas significativas entre os grupos expostos aos inibidores

de protease e controle.
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Figura 10. 12% SDS-PAGE carregado com extratos do intestino de A. gemmatalis
expostos ou néo a inibidores de protease. As letras maiusculas 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.
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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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CAPITULO II: ARTIGO IV

Atividade inibitéria de peptideos desenhados com base em algas centrais
reativas de proteinas BPTI e SKTI: ligagao a tripsinas-like de pragas de

lepidépteros.

RESUMO

Os inibidores de protease (IPs) sado fontes potenciais para o desenvolvimento de
novos pesticidas contra insetos Lepidoptera. A exposicao de lepiddpteros a essas
moléculas afeta os parametros do ciclo de vida com algumas limitagées, como agao
lenta e adaptagdes fisiologicas, que incluem percepgao e reprogramacao do perfil de
proteases que podem levar a inativagdo. No entanto, pequenos peptideos projetados
com base em IPs naturais podem superar o mecanismo de adaptac¢ao do inseto devido
a sua alta estabilidade, baixo peso molecular e falta de associagdo proxima
(coevolugao). A este respeito, quatro peptideos baseados nas algas do centro reativo
de Pls BPTI (TGPCK e TGPCR) e SKTI (SKTI) (AVIMK e AVIMR) foram projetados.
Nossos resultados demonstraram a influéncia crucial de tipos especificos de ligagbes
quimicas na afinidade de ligagao dos ligantes com isoformas de tripsina-like de insetos
Lepidoptera por analises in silico e de correlagdo. Em geral, o numero de interagdes
pi-sigma esta correlacionado com maior afinidade para AVIMK, enquanto as ligagdes
alquil/pi-alquil e C-H estdo correlacionadas com menor afinidade para peptideos
AVIMR e TGPCK, respectivamente. Além disso, o numero de interacbes com
residuos-chave de enzimas semelhantes a tripsina, ou seja, His57, Asp102, Ser195,
Asp189, S195 e G197 (numeragcdo de quimotripsinogénio), esta fortemente
correlacionado com suas energias de ligacdo. Ensaios de inibicdo com extrato do
intestino médio de A. gemmatalis mostraram que todos os peptideos exibiram uma
inibicdo competitiva. No entanto, apenas os peptideos 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 peptideos ndo podem ser
descartados contra tripsinas de outros insetos lepidopteros porque o encaixe
molecular previu grande ligagdo com isoformas semelhantes a tripsinas-like de varios

lepidopteros.
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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 (Pls) 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 Pls 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) Pls 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. INTRODUGAO

A produgao agricola em todo o mundo é constantemente ameagada por
herbivoros, que reduzem os rendimentos agricolas e a qualidade dos graos. Enormes
quantidades de pesticidas sintéticos sdo usadas nos campos para reduzir o impacto
da herbivoria nas culturas agricolas. Recentemente, o Brasil facilitou a
regulamentacgao de 475 agrotéxicos, dos quais apenas 8% séo considerados produtos
bioldgicos (BRAGA et al., 2020). O uso indiscriminado de agrotdxicos convencionais
nao esta apenas associado a problemas de saude 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
biolébgicas que possam ser otimizadas para fornecer estratégias
alternativas/adicionais de controle de pragas, que sejam tdo eficientes quanto os
inseticidas convencionais, € de grande importancia para a sustentabilidade mundial
(Bale et al., 2008).

Nesse contexto, enzimas digestivas de insetos-praga sao consideradas alvos
potenciais para o desenvolvimento de novos pesticidas. A digestdo de proteinas por
pragas de Lepidoptera é altamente dependente de serino-proteases, principalmente
enzimas tripsina- e quimotripsina-like (NAPOLEAO et al., 2019; SILVA JUNIOR et al.,
2020). Quando insetos lepiddpteros sdo expostos a inibidores de proteases tripsina-
like, o ciclo é frequentemente atrasado e a sobrevivéncia e reproducao sao reduzidas
devido a um déficit de aminoacidos livres e desregulacdo metabolica (PANDEY;
YADAV; SANYAL, 2021). No entanto, apesar de seu potencial inseticida, os inibidores
de proteases ainda ndo sao usados na pratica porque os insetos lepidopteros
desenvolveram mecanismos adaptativos baseados na superexpressao de proteases
sensiveis e insensiveis e na clivagem proteolitica endogena de inibidores de
proteases (SINGH et al., 2020).

Os inibidores de protease sao induzidos pelas plantas como um mecanismo
natural de defesa quando atacados por herbivoros. Os herbivoros estimulam o
metabolismo secundario das plantas para se defenderem. Isso ocorre pela presenca
de elicitores na saliva do inseto e os danos mecanicos causados por estes, 0 que
aumenta a quantidade de inibidores de protease no tecido vegetal. De fato, a
exposicao crbénica de herbivoros 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 ndo € uma realidade devido a muitos gargalos, como
exposicao prolongada para obter efeitos knockdown, adaptagdes de insetos e
estabilidade ambiental (SINGH et al., 2020; ZHU-SALZMAN; ZENG, 2015). Os
inibidores naturais de proteases sdo moléculas relativamente grandes e, portanto,
exibem baixa estabilidade quando expostos a elementos ambientais e proteases nao-
alvo encontradas no intestino médio de insetos lepidopteros. Apesar de seu tamanho,
os inibidores de protease interagem com a protease através de pequenas partes da
proteina 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
peptideos que apresentam maior estabilidade ambiental e fisiologica, além de
possibilitaram modificacbes quimicas pontuais na estrutura quimica. Encontrar
peptideos derivados de RCLs que exibem fungao biolégica € uma estratégia comum
para avangar na descoberta de medicamentos. Peptideos RCL derivados de
SERPINS (inibidores de serino proteases) mostraram fungdes imunomoduladoras
aprimoradas em comparagao com os efeitos da proteina inteira (AMBADAPADI et al.,
2016). Além disso, pequenos peptideos com atividades inibitérias ja foram testados
contra insetos-praga e prejudicaram o fitness de diferentes herbivoros (Fiandra et al.,
2009; Merino-Cabrera et al., 2020; Patarroyo-Vargas et al., 2020; Saikhedkar et al.,
2018, 2019; Spit et al., 2012).

O desenvolvimento de inibidores de proteases n&o hospedeiros, como
peptideos RCL capazes de inibir a fungao bioldgica de proteases de herbivoros vitais,
poderia ajudar a superar as adaptagbes que os insetos desenvolveram durante a
coevolugao com as plantas. Formulagdes de pesticidas contendo uma variedade de
inibidores de peptideos otimizados para eficacia 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 construgdo de gendtipos de plantas
transgéncias resistentes com base em tais tecnologias pode se tornar viavel se
contiverem multiplas regides inibitorias de RCL de inibidores peptidicos.

Neste artigo, peptideos de cinco residuos derivados de dois RCLs de BPTI
(Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) e SKTI (Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor) foram
testados quanto as suas interacbes com enzimas alcalinas tripsina de insetos

Lepidoptera, que sdao um grande problema para a agricultura. A busca por novos
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peptideos capazes de inibir proteases vitais no intestino médio de insetos Lepidoptera

certamente ajudara na formulagao de biopesticidas sustentaveis a base de proteinas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Proposta de peptideos

Quatro pentapeptideos foram desenvolvidos com base nos RCLs de BPTI
(Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor) e SKTI (Soybean Kunitz Trypsin Inhibitor). A
partir da SKTI, dois pentapeptideos (ou seja, AVIMK e AVIMR) foram projetados com
base na visédo geral e local das poses de docking molecular mais bem classificadas
entre SKTI e varias isoformas de tripsinas-like identificadas em dados protedmicos de
A. gemmatalis (SILVA JUNIOR et al., 2020). Dois pentapeptideos foram projetados a
partir de BPTI (ou seja, com base no BLASTp de BPTI, cadeia | (numero de acesso
NCBI: 1CBW) e a identificagao do "sitio de interagado com tripsinas - TGPCK". O ultimo
residuo do pentapeptideo foi sempre substituido por "Arg" ou "Lys" (residuos que se
ligam ao bolso S1 de enzimas semelhantes a tripsina). A estrutura 3D dos peptideos
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 lepidopteros

Oito sequéncias 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 proteinas 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 a analise 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 analises 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 aminoacidos que séo criticos para a
atividade de enzimas tripsina-like (numeragao do quimotripsinogénio). A Figura 1
mostra o resumo do diagrama NCBI BlastP para tripsinogénio bovino (precursor
mamifero para enzimas tripsinas-like) e uma enzima tripsina-like-alcalina C de A.

gemmatalis.
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2.3. Docking molecular e analise de dados

Apb6s modelagem e minimizagao de energia, os peptideos e arquivos pdbqt
de tripsinas-like foram carregados na ferramenta de triagem virtual PyRx como
macromoléculas (receptor) e ligantes, respectivamente. A grade automatica que
aparece apos o carregamento das moléculas para encaixe na extensao Vina Wizard
no PyRx foi mantida como configuragdo padrao. Para cada tripsina de lepidopteros,
uma pose com a melhor classificacdo foi determinada para cada peptideo. Um total
de oito poses foram geradas para cada peptideo usando diferentes enzimas tripsina-
like de lepidépteros. Apds o docking molecular, foram determinados os valores de
energia de afinidade das melhores poses estruturais dos ligantes em cada encaixe.
Os perfis farmacoféricos foram gerados usando o DS Visualizer 4.0 (Studio, 2012).

Os valores de energia de afinidade de cada peptideo e do substrato L-BApNA
com varias 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
numero de interagdes, tipo de interagdo e ligacdo a residuos conservados no sitio

ativo de cada modelo de tripsina pelo teste de correlagdo de Pearson (r).

2.4. Avaliacao da constante inibitéria aparente (Ki)

O valor do K| aparente dos peptideos 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 instar cresceram de acordo com (GREENE;
LEPPLA; DICKERSON, 1976) e foram dissecados para remover o trato intestinal.
Posteriormente 1 ml de uma solugdo aquosa ajustada para pH 3 com HCI 1M foi
adicionado para lise utilizando TissueLyser Il - Qiagen®. Apos a lise dos intestinos, o
extrato bruto foi centrifugado a 10.000 g, 4° C, por 30 minutos e o sobrenadante foi
coletado para dosagem de proteina total pelo método de Bradford.

A diminuicao dependente da concentragao na atividade de tripsina do extrato
bruto de A. gemmatalis foi analisada utilizando-se diferentes concentragdes de L-
BApNA (2,56 mM, 1,28 mM, 0,64 mM, 0,32 mM) e peptideos (0, 0,25 mM, 0,5 mM, 1
mM, 2 mM). As atividades foram medidas usando um espectrofotdmetro SpectraMax
M2 a 410 nm por 2 minutos. A mistura de reacédo na placa de 96 pocos consistiu de

Tris-HCI 0,05 M e CaCl2 20mM, 30 pg de proteinas do extrato do intestino médio de



168

A. gemmatalis e os peptideos e substrato nas concentragdes acima citadas,
totalizando 250 pL. Os dados foram analisados usando o pacote de regressdo nao
linear (ajuste de curva) do GraphPad Prisma 5.0, com dados categorizados em
diferentes modos de inibigdo (ou seja, inibicdo competitiva, inibicdo n&do competitiva e
inibicdo mista).
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3. RESULTADOS

3.1. Andlise da energia livre de ligagao

A influéncia de um tipo particular de ligagdo quimica entre os peptideos e os
residuos de tripsina na AGsinoing da formacdo do complexo foi analisada por
correlagao de Pearson (r) e mostrada em mapas de calor para cada peptideo (Figura
2). Para peptideos baseados em SKTI, o numero de interagdes pi-sigma entre AVIMK
e tripsinas-like de Lepidoptera se correlacionou com um AGsinbing Mais baixo,
enquanto que para AVIMR, a presenca de interagdes alquil com residuos de tripsina
foi correlacionada com um AGginping mais alto (Figura 2A. e 2B.). Por outro lado, para
peptideos baseados em BPTI, a formagéo de ligagbes C-H entre residuos de tripsina
e TGPCK foi significativamente correlacionada com um maior AGginoing de formagéo
de complexo, enquanto que para complexos TGPCR-tripsina, nenhuma correlagao foi
encontrada entre qualquer tipo de ligagao quimica e AGeinoinG (Figura 2C. e 2D.).

A energia livre de ligacdo (Kcal/mol) de peptideos e L-BApNA e varias
tripsinas de Lepidoptera foi menor para os peptideos baseados em BPTI e o substrato
do que para peptideos SKTI (Tabela 2). O numero total de interagbes para formar os
complexos nédo apresentou correlagao significativa com a energia livre de ligagao (r =
-0,289; t'test-5% = -1,655; P > 0,05). A influéncia da ligagéo a residuos do sitio ativo
conservado de enzimas tripsina-like na energia livre de ligagado do complexo peptideo-
tripsina também foi capturada pela correlagdo de Pearson (r). O numero de interagdes
com His57, Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197 (numeragdo de
quimotripsinogénio) mostrou uma forte correlagdo com a energia livre de ligagédo da
formagao do complexo. Quanto maior o numero de interagbes com residuos criticos
para a especificidade da tripsina, menor a energia livre de ligacdo (ou seja, maior
afinidade) - (r = -0,558; t'test-5% = -3,679; P <0,00045).

3.2. Perfis farmacoforicos

Todos os peptideos interagiram diretamente com pelo menos um dos residuos
do sitio ativo conservados, exceto para os complexos formados entre a isoforma
1TryAg e os peptideos AVIMK, AVIMR e TGPCR (Figura 4., Material Suplementar 1.).
No entanto, algumas peculiaridades podem ser observadas entre os peptideos em

relacdo a natureza das interagdes quimicas com outros residuos na regidao do sitio
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ativo (Figura 5.). Em geral, liga¢des H, ligagdes C-H e alquil/Pi alquil predominam nas
interacdes entre os quatro peptideos e enzimas tripsinas-like. Vale a pena notar que
se prevé que o peptideo TGPCR tem um numero significativamente maior de ligagdes
C-H do que outros peptideos formados com enzimas tripsinas-like de insetos
Lepidoptera. Além disso, os peptideos contendo lisina (K) na posicdo P1
apresentaram uma ligagao significativamente maior através de ligagdes pi-sigma. A
frequéncia de ligacéo desfavoravel foi maior para o peptideo TGPCR, que apresentou
trés possiveis ligagbes desfavoraveis no sitio ativo de tripsinas de lepidopteros, em
comparagao com uma para TGPCK e AVIMK e duas para AVIMR.

3.3. Cinética de inibicao

As constantes de inibicdo (Ki) calculadas para o meio reacional contendo
substrato L-BApNA, extratos brutos do intestino médio de A. gemmatalis e os
peptideos indicam que aqueles derivados de BPTI sio 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
peptideos, os dados da constante de inibicgdo mostraram um melhor ajuste para o
modo competitivo de inibicdo do que para os modelos ndo competitivos e mistos. Os
coeficientes R? foram 0,87, 0,77, 0,81 e 0,94 para AVIMK, AVIMR, TGPCK e TGPCR,

respectivamente (Figura 6.).
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4. DISCUSSAO

O uso generalizado de pesticidas sintéticos para controlar pragas de
Lepidoptera na agricultura levanta grandes preocupagdes sobre o impacto dessas
moléculas na sustentabilidade. Além disso, os insetos desenvolveram resisténcia aos
pesticidas comumente utilizados, exigindo um uso ainda maior do ingrediente ativo
em campos agricolas ao redor do mundo (CASIDA; QUISTAD, 1998; NAUEN;
STEINBACH, 2016). O avango das técnicas biotecnologicas possibilitou o
desenvolvimento de formulagbes compostas por derivados biolégicos. No entanto, a
maioria dos agrotoxicos disponiveis comercialmente na agricultura sdo baseados em
formulagbes contendo Bacillus thurigienses com proteinas Vip e Cry e outros
organismos entomopatogénicos como Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana
(CHANDLER et al., 2008; UMETSU; SHIRAI, 2020). A diversidade limitada dos modos
de acao dos agrotdxicos ja existentes no mercado estd levando a comunidade
cientifica a buscar novos compostos biologicos com atividade inseticida e diferentes
modos de acéo.

As afinidades (kcal/mol) dos peptideos baseados em SKTI - AVIMK e AVIMR
-para enzimas tripsina-like de insetos Lepidoptera foram fortemente correlacionadas
com a presenca de Pi-sigma (correlagdo negativa) e alquil (correlagdo positiva),
respectivamente. As interagdes pi-sigma sao tipos de ligagdes covalentes formadas
pela sobreposi¢cao dos orbitais pi e sigma que ajudam a estabilizar as cargas no sitio
ativo das enzimas, geralmente aumentando a afinidade do ligante (ARTHUR;
UZAIRU, 2019). As ligagdes alquil sao interagdes hidrofébicas importantes para a
ligagdo a bolsdes hidrofobicos, como os subsitios S2 e S3 no sitio ativo das tripsinas.
As interacdes de alquil sao flexiveis e suportam flexibilidade conformacional quando
o ligante esta enterrado no sitio ativo. No entanto, em alguns casos, essa flexibilidade
do sitio ativo pode interferir na forte ligacdo entre um complexo enzima-ligante. Por
exemplo, derivados de 5-(alquiloxi)-triptamina com uma proporgdo maior de
interagdes alquil ligam-se com menor afinidade aos receptores de serotonina 5-HT1D
do que grupos com cadeias alquil menores (GLENNON et al., 1996). No peptideo
TGPCK, as ligagdes C-H estdo associadas a uma menor afinidade por enzimas do
tripsina-like. De fato, as liga¢gbées C-H s&o mais fracas do que as ligagdes de hidrogénio
convencionais e a formagao dessas interagdes pode reduzir a formagao de ligagdes

de hidrogénio mais fortes. No entanto, embora mais fracas que as ligagdes H
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convencionais, as ligacbes C-H podem ser facilmente formadas entre dois atomos e
tém fortes efeitos na retengao de ligantes, assim como as liga¢gdes H (HERREBOUT;
SUHM, 2011).

A similaridade da energia livre de ligagao de peptideos derivados de BPTI ao
L-BApNA sugere que TGPCK e TGPCR se ligam com alta afinidade a tripsinas de
lepidopteros desde que este substrato € 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 peptideos
derivados de SKTI tenham apresentado uma energia livre de ligagdo negativa,
sugerindo interagdo espontdnea com tripsinas de insetos Lepidoptera, altas
concentragdes no meio reacional (fisiologico e in vitro) podem ser necessarias para
inibir eficientemente a interagdo de substratos semelhantes ao L-BApNA com as
enzimas. A energia livre de ligagao dos peptideos e enzimas examinados neste estudo
nao se correlacionou com o numero de interagdes que essas moléculas fizeram no
sitio de interagdo, mas sim com a ligagdo a aminoacidos especificos do sitio ativo de
enzimas semelhantes a tripsina (isto é, His57, Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197
(numeragao de quimotripsinogénio). A interacdo direta com esses residuos indicou
boa incorporagao no sitio ativo, pois sao residuos-chave para atividade de tripsinas-
like - His57, Asp102 e Ser195 formam a triade catalitica de tripsina - Asp189 esta
localizada na parte inferior do subsitio S1 e confere especificidade para aminoacidos
basicos a enzima - S195 e G197 sao dois residuos que contribuem para a
estabilizagao da carga parcial em evolugao no intermediario tetraédrico durante o ciclo
catalitico (HEDSTROM, 2002; OLIVEIRA et al., 1993).

As previsdes de docking molecular indicaram que a maioria dos complexos
peptideo-tripsina fez contato direto com os principais residuos do sitio ativo
(HEDSTROM, 2002) de todas as isoformas de enzimas tipo tripsina de Lepidoptera,
sugerindo um modo competitivo de inibicdo. Na inibicdo competitiva, o inibidor e o
substrato ligam-se no mesmo local, e mudangas na molaridade do substrato podem
abolir o efeito inibitério (ROBIN; REUVENI; URBAKH, 2018). A presencga de ligagéo
desfavoravel pode resultar na dificuldade de encaixar os peptideos no sitio ativo
devido a conflitos estéricos, o que pode afetar o efeito inibitério dos peptideos. No
entanto, uma interacdo desfavoravel no encaixe molecular nao significa
necessariamente que o composto ndo seja um bom inibidor. Ha muitas razdes para
isto (TAYLOR; JEWSBURY; ESSEX, 2002), como: a flexibilidade do receptor ndo é
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levada em consideragdo no encaixe molecular pelo PyRx, entdo, 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 interagdes
(solvente, entropia, interagdo com outros compostos do meio fisioldgico, etc.); o
composto pode ter um modo de agao inesperado.

Os peptideos derivados de BPTI s&o inibidores mais potentes de enzimas
tripsina-like de A. gemmatalis do que os inibidores derivados de SKTI. Os Ki aparentes
dos peptideos AVIMK e AVIMR sdo muito altos para serem considerados bons
inibidores de peptideos de enzimas tripsinas-like de lepidépteros. Outros estudos
sobre inibidores peptidicos de RCLs de inibidores de protease com atividades anti-
insetos mostram que o Ki varia de 0,005 mM a 4,31 mM (Merifio-Cabrera et al., 2022;
Almeida Barros et al., 2022; Almeida Barros et al., 2021; Merifio-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 proteina 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 mével em um dominio de
folha 3 de seu alvo (GUO et al., 2015). Por outro lado, peptideos derivados de BPTI,
especialmente TGPCK, apresentaram consideravel capacidade em inibir enzimas
tripsina-like de A. gemmatalis, evidenciado por constantes de inibigdo mais baixas do
que peptideos derivados de SKTI. Surpreendentemente, o peptideo derivado de BPTI
com lisina na posi¢cao P1 (isto €, TGPCK) apresentou um K; aproximadamente 4x
menor do que o dos inibidores contendo arginina (isto €, TGPCR). Outros estudos
sobre a cinética de A. gemmatalis sugerem que tripeptideos e dipeptideos contendo
arginina na posicéo P1 apresentam maior afinidade do que aqueles contendo lisina
(ALMEIDA BARROS et al., 2021; MERINO-CABRERA et al., 2022). No entanto, um
estudo em que se variou o residuo de aminoacido na posi¢cao P1 de um substrato
contendo oito aminoacidos ndao mostrou preferéncia entre Arg e Lys nesta posi¢céao
para tripsinas-like de insetos lepidépteros (LOPES et al., 2006). Além disso, os perfis
farmacoforicos previram um maior numero de ligagdes desfavoraveis entre TGPCR
do que TGPCK com tripsinas de lepidépteros. E possivel que o grupo guanidio dos
residuos de arginina em peptideos maiores possa promover impedimentos estéricos,
prejudicando a capacidade da molécula de inibir a enzima.

Nossos resultados sugerem que peptideos derivados do RCL de BPTI,

especialmente TGPCK, sdo candidatos promissores para otimizagéo e uso no controle
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integrado de A. gemmatalis. No entanto, sdo necessarios ensaios biolégicos para
confirmar a capacidade inseticida. Embora os experimentos de inibicdo ndo tenham
revelado boa atividade inibitoria de tripsinas-like de A. gemmatalis para os peptideos
SKTI, ainda assim vale a pena testar suas atividades contra tripsinas de outros
lepidopteras, tendo em vista que as analises in silico mostraram bons indicadores de
afinidade. Os insights sobre a afinidade e o modo de ligagao de isoformas de tripsinas-
like alcalinas de insetos lepidopteras com pequenos peptideos que podem ajudar no
desenvolvimento de novas e aprimoradas formulagdes baseadas em IPs. Além disso,
peptideos com potencial inibitério também podem fazer parte de genes sintéticos

contendo peptideos em tandem.
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TABELAS

Tabela 1. Sequéncias de tripsinas-like obtidas do banco de dados NCBI.

Denomination Species NCBI Identifier
AgTry1 A. AWL83213.1
AgTry2 gemmatalis XP_012549322.3
SfTry1 XP_035433891.1

S. frugiperda
SfTry2 XP_035433885.1
HaTry1 XP_021200143.1
H. armigera
HaTry2 XP_021199089.1
SITry1 XP_022815737.1
S. litura
SITry2 XP_022814598.1

Tabela 2. Energia livre de ligacdo (Kcal/mol) da formacdo do complexo entre

peptideos /BApNA e enzimas alcalinas tripsina-like de insetos lepidopteros.

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
SITry1 -5,3 -5,6 -6,6 -7 -6
SITry2 -3,9 -4,9 -4 -6,6 -5,4

Duncan’s -5,25 + -5,31 + -6,14 + -6,55 + -6,69 +
test 0,35A 0,54A 0,42B 0,33B 0,32B
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FIGURAS

A) Trypsin alkaline-C-like (XP_012549322.3)
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Figura 1. Resumo grafico do BLASTp com conjunto de dados do NCBI para duas
sequéncias de enzimas tripsina-like. Os residuos destacados sdo comparaveis a
His57, Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197, de acordo com a numeragao do
quimotripsinogénio (Hedstrom, 2002).
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Figura 2. Mapa de calor para andlise de correlagcao de Pearson (r) entre os tipos de
ligacdo quimica AGsinoing envolvidos na formagéo do complexo entre os peptideos
(A) AVIMK, (B) AVIMR, (C) TGPCK e (D) TGPCR e enzimas tripsina-like de insetos

lepidopteros.
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Figura 3. Representacao da analise de correlagcédo entre n° de ligagdo com residuos
conservados e energia livre de ligagdo. Os circulos abertos representam a energia
livre de ligagdo e o numero de interagdes com os residuos do sitio ativo, isto é, His57,
Asp102, Ser195, Asp189, S195 e G197 (numeragdo de Quimotripsinogénio) para
cada um dos complexos formados entre tripsinas de lepidépteros e os peptideos.
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Figura 4. Representagcdo farmacoférica de uma enzima tripsina-like (1TryAg) e

peptideos.
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Figura 5. Tipos de ligagdes quimicas formadas entre peptideos e multiplas isoformas

de tripsina-like de insetos lepidopteros.
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Figura 6. Método SNLR (Regress&o N&o Linear Simultdnea) para analise de modelo
de inibicdo competitivo dos peptideos 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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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, buscou-se avaliar a capacidade inibitéria de inibidores de
proteases proteicos sem associagao proxima com pragas lepidopteros. Neste sentido,
duas abordagens foram utilizadas para o desenvolvimento de novos inibidores
peptidicos capazes de inibirem enzimas tripsinas-like de insetos lepidopteros.

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. Apos
analisar a capacidade inibitéria por meio de docking molecular e cinética enzimatica
destas moléculas, verificamos que a exposigcao crénica de larvas de A. gemmatalis
por meio de dieta artificial aos peptideos prejudicou o ciclo larval. Além disso, verificou-
se que a capacidade inibitoria de tripeptideos € mais prolongada do que do SKTI, um
inibidor de tripsinas-like naturalmente presente na soja.

No segundo capitulo, foram demonstrados os potenciais efeitos inseticidas do
inibidor proteico de mamifero BPTI, que apresentou capacidade inseticida similar ao
do SKTI, mas com efeito extra na redugao de peso das pupas. Além disso, foram
propostos e avaliados, novos potenciais peptideos inibidores com base nos centros
reativos do BPTI e SKTI. Neste caso, verificamos que os peptideos baseados na
estrutura do BPTI, apresentaram maior capacidade inibitoria de tripsinas-like do que
aqueles inspirados no SKTI.

Coletivamente, os resultados deste trabalho demonstram que peptideos
inibidores de proteases sdo uma promissora fonte de moléculas biolégicas com
potencial inseticida. Além disso, a avaliagdo do modo de interagdo com tripsinas-like
de insetos lepiddpteras fornece informacgdes preciosos que podem ser utilizadas na
otimizagao destas moléculas.

Os préximos passos para possibilitar a utilizacdo de moléculas similares na
agricultura devem envolver pesquisas que busquem melhorar parametros de
estabilidade ambiental/fisiolégica e toxicidade, que envolvam tecnologias de
nanoencapsulamento e modificagbes estruturais moleculares. Além disso, genes
sintéticos podem ser montados com base em peptideos inibidores, para se criar
proteinas inseticidas potentes, com multiplos dominios inibitérios, que possam ser
utiizadas para gerar organismos geneticamente modificados resistentes a

lepidopteras.



