ADRIANA MARIA PATARROYO VARGAS

MODELAGEM MOLECULAR, ANALISES DE DOCKING DE SERINO-
PROTEASES INTESTINAIS DE Anticarsia gemmatalis E USO DE PEPTIDEOS
SINTETICOS NA CARACTERIZACAO DO MODELO DE INIBICAO
ENZIMATICA

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pbés-Graduacdo em Bioquimica Agricola, para
obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2015



ADRIANA MARIA PATARROYO VARGAS

MODELAGEM MOLECULAR, ANALISES DE DOCKING DE SERINO-
PROTEASES INTESTINAIS DE Anticarsia gegmmatalis E USO DE PEPTIDEOS
SINTETICOS NA CARACTERIZACAO DO MODELO DE INIBICAO
ENZIMATICA

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pbds-Graduacdo em Bioquimica Agricola, para
obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 27 de fevereiro de 2015.

Profé. Camila Rocha da Silva Prof. Gustavo Costa Bressan

Prof. Maximiller Dal-Bianco Lamas Costa Prof. Wellington Garcia Campos

Profé. Maria Goreti de Almeida Oliveira
(Orientadora)



Ao meu marido Emerson e ao meu filho Augusto Rafael

"Ha pessoas que transformam o sol numa simples mancha amarela, mas ha
também aquelas que fazem de uma simples mancha amarela o préprio sol.”
(Pablo Picasso)

Dedico.



Ao meu pai, Joaquin Patarroyo e a minha méae, Marlene Vargas

Minha for¢a, minha inspiracao
Luz no meu caminho que me guia e me da direcédo.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me proporcionar viver esse momento.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular pela oportunidade de engrandecer meus estudos.

Ao Instituto de Biotecnologia Aplicada & Agropecuéria (BIOAGRO) e ao Laboratério
de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos, por permitir a realizacdo do
trabalho experimental.

A Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC), em especial ao Dr.
Manuel Alfonso Patarroyo, chefe do Departamento de Biologia Molecular e
Imunologia, pela oportunidade de treinamento e realizagéo do trabalho de modelagem
molecular e estudo de docking.

A Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) pela
concesséo da bolsa de estudos.

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Interagdes Planta-Praga (INCT-IPP)
pelo apoio fincanceiro durante o trabalho.

A professora Maria Goreti de Almeida Oliveira, minha orientadora, pela confianca
depositada em mim e principalmente pelo apoio na certeza de que eu conseguiria chegar
até aqui. Sinto-me honrada em ser sua orientada.

As minhas irmas, Bel, Angi e Carol os meus alicerces. Somos “4ever”!!

A minha v e meus sobrinhos Amanda e Luca por tornarem mais leves meus momentos
dificeis.

Ao meu cunhado Fer pelo carinho e apoio. Por toda a sua histéria de vida desejo que

vocé tenha a oportunidade dessa conquista. Vocé merece!



A professora Camila Rocha da Silva, pela amizade, por adotar de coracéo e alma seu
“sobrinho” Augusto, por me apoiar nos momentos dificeis durante toda a minha
trajetdria e pelas sugestdes e ideias que enriqueceram esse trabalho. “Tia Cacad” vocé ja
é parte dessa familial

Aos amigos Adriane Franco e Ricardo Zatti por sempre acreditarem em mim e me
incentivarem ao longo dessa jornada.

Aos colegas do Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos do
BIOAGRO pelos momentos de descontracdo e de apoio ao longo desse trabalho.

Ao Carlos Fernando Suarez Martinez por todos o0s ensinamentos e ajuda na modelagem
molecular e nos estudos de docking.

Ao Fabricio Valente pela ajuda nas analises estatisticas.

Ao secretario do Programa de PoOs-Graduacdo em Bioquimica Agricola, Eduardo
Monteiro, pela amizade e pela prontiddo em ajudar.

A todos aqueles que de alguma forma contribuiram para o sucesso desse trabalho.

Muito obrigada!

Vi



BIOGRAFIA

Adriana Maria Patarroyo Vargas, filha de Joaquin Hernan Patarroyo Salcedo e
Marlene Isabel Vargas Viloria, nasceu no dia 12 de margo de 1980 em Vicosa, Minas
Gerais.

Em outubro de 2002 iniciou o curso de Farmécia na Universidade Federal de
Minas Gerais graduando-se em julho de 2006. Em agosto de 2007 obteve a Habilitacéo
em Farmécia Industrial pela mesma universidade.

Em agosto de 2009 ingressou no Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica
Agricola do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade
Federal de Vicosa, defendendo dissertacdo em 31 de janeiro de 2011, para obtencéo do
titulo de Magister Scientiae.

No mesmo ano ingressou no Doutorado do Programa de Pés-Graduagdo em
Bioguimica Agricola do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Vicosa, defendendo tese em 27 de fevereiro de 2015, para

obtencéo do titulo de Doctor Scientiae.

vii



SUMARIO

LISTADE FIGURAS ... .. X
LISTADE TABELAS. ... s Xiii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........cooiieee e Xiv
RESUMO . ...ttt ettt Xv
AB ST R A CT e Xvii
O [N 210] 16 107X TR 1

2. OBIETIVOS.....cc ettt ne e 5
2.1. ODJEIVO GBIl ....vveeeceiece ettt 5
2.2. ODJetivos ESPECITICOS. ... ciuieeiiiiiiieieisieiees e 5
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt snes e, 7

TN T ) - TP O P PP PR PRSPPI 7
3.2. Anticarsia gemmatalis (Hiibner) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae)........... 8
3.3. INteracao Planta-iNSELO........cc.eiieiieii et 11
34, PIOTBASES.....c.eeiiiiiiiitieitis i 13
3.4, L. SEIINO-PIOLEASES. .....veveeieeterteste ettt ettt ettt sttt ettt bt b et 15
3.5. INIDIAOres de Proteases. .........coeiiririiieiiieese e 18
3.6. CiNALiCA ENZIMALICA. ......cviuieeeieiiiieiee e 24
3.7. Bioinformatica estrutural aplicada ao estudo de enzimas.............c.cccccvveeurenee. 27
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccoviiiieierierisseessessssssesssssnens 31
CAPTTULO Lttt 41
RESUMO . ...ttt ettt 42
1. INTRODUGAO........ooieieeeeieeeeeeeeeeeeeeses e ses s sassn s 42
2. MATERIAL E METODOS.........oiiiiiteeeieeeeeeeeeteee s esnes s senesesn s san e 44

2.1. Obtencdo das sequéncias das serino-proteases intestinais de Anticarsia 44
GEMMEALALIS. ...ttt

2.2. Modelagem molecular por homologia...........ccoiviiiirieieneneseseeen 45

2.3. Estudos de docking com diferentes peptideos ligantes............cccoevvvrvrnennnn. 45

viii



3.RESULTADOS E DISCUSSAO..........oiiiieeieeeeeeeeeeeeereseees e 47
3.1. Modelagem por NOMOIOGIA. .........ccceveeiieiecieceese s 47

3.2. Estudos de docking com os modelos preditos das serino-proteases 55
intestinais de A. gemmAtaliS..........cocoiiiiiiiiiiec

a) Estudo de docking do ligante Gor 1 com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 56

4. CONCLUSAO........cotmieriiiiiissises st 82
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oviieieieseeeeees s 83
CAPITULO 2.ttt 86
RESUMO ...ttt et e e et e e e e e e nnraeeannaeens 87
1. INTRODUGAO . ...ttt 88
2. MATERIAL E METODOS......c.coiiieveiieeverseesesssesisss s s sense e, 90
2.1. Criag80 da lagarta da SOJa.........cccceveririeinieieienie e 90
2.2. Preparo da di€ta........ccccveiieieeieiic e 91
2.3. Extracdo do intestino e obtencdo do extrato proteico...........cccccvevvevvevirenen 91

2.4. Determinagdo da concentragdo de proteina e determinacdo das atividades g¢o
BNZIMALICAS. ... ve vttt st e bbb et e e et benbesbesneereeneeneeneas
2.5. Cromatografia de afinidade. ... 92

2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢fes desnaturantes (SDS- 93

2.7. CaraCterizagdo CINALICA.........ceveeeriere ettt bbbt 93
2.7.1. Constante de Michaelis-MEeNtEN..........cccoviiiiiiii i 93
2.7.2. Determinacédo das constantes de iNiDIGAO..........ccccvrereiiriiniiciesec e 94
2.7.3. Determinacdo dos pardmetros CINELICOS. .........covverirerinieieie e 94

iX



3. RESULTADOS E DISCUSSAQ.........cccomiriieieieieeeiieesssissiesess e 96

3.1. Purificacdo das serino-proteases do extrato sollvel intestinal de A. 96
GEMMEALALIS. ...ttt
3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes.............. 98

3.3. Determinacdo dos parametros cinéticos das serino-proteases tripsina-like
PUFTTICAOAS. ...ttt et e e e reeaeene e 100

3.4. Determinagdo das constantes de inibicdo utilizando peptideos 104
SINMEBLICOS. ...ttt b bbbttt et et b e bbbt b e

F N o1 N[ LU Sy -X @ TSRS 114
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o 115
PERSPECTIVAS. ...oooeeeeeeeeeee ettt er e et e e e e e e e s e e et et e e et e e eseees et eeer e e ereee s 120

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Anticarsia gemmatalis, inseto adulto. 9
Figura 2: Estagio larval de Anticarsia gemmatalis. 10
Figura 3: Mecanismo catalitico de serino-proteinases. 17

Figura 4: Modelo de Schechter e Berger (1967). Modelo utilizado para

descrever a interacdo de uma protease com o substrato proteico. 18
Figura 5: Estrutura primaria do inibidor de soja da familia Bowman-Birk. 21
Figura 6: Estrutura do inibidor tipo Kunitz de Delonix regia. 29
Figura 7: Estrutura quimica da benzamidina, cadeia lateral da Lys, cadeia
lateral da Arg e do berenil. 24
Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo de predicdo de estrutura 3D 29
e funcéo de proteinas do programa I-TASSER.

CAPITULO 1
Figura 1: Gréaficos do parametro B-factor profile (BPF) para a predi¢do da
estrutura secundaria das sequéncias das serino-proteases intestinais de
Anticarsia gemmatalis. 49
Figura 2: Modelos 3D gerados pelo programa I-TASSER das serino-proteases
intestinais de A. gemmtalis utilizando o visualizador VMD. 51



Figura 3: Modelos 3D da regido predita para ligacdo na enzima Seq 1.

Figura 4: Modelos 3D da regido predita para ligacdo na enzima Seq 2.

Figura 5: Modelos 3D da regido predita para ligacdo na enzima Seq 3.

Figura 6: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor 1 e a enzima

Seq 1.

Figura 7: Modelo tridimensional das intera¢des entre o ligante Gor 1 e a enzima

Seq 2.

Figura 8: Modelo tridimensional da ezima Seq 2.

Figura 9: Representacdo dos principais pontos de interacdo na enzima Seq 3

prevista pelo I-TASSER.

Figura 10: Modelo tridimensional das
enzima Seq 3.

Figura 11: Modelo tridimensional das
enzima Seq 1.

Figura 12: Modelo tridimensional das
enzima Seq 2.

Figura 13: Modelo tridimensional das
enzima Seq 3.

Figura 14: Modelo tridimensional das
enzima Seq 1.

Figura 15: Modelo tridimensional das
enzima Seq 2.

Figura 16: Modelo tridimensional das
enzima Seq 3.

Figura 17: Modelo tridimensional das
enzima Seq 1.

Figura 18: Modelo tridimensional das
enzima Seq 2.

Figura 19: Representacdo da cavidade
secundario da enzima Seq 2.

Figura 20: Modelo tridimensional das
enzima Seq 3.

interagOes entre o ligante Gor 1 e a

interacdes entre

o

ligante Gor 2 e a

interacOes entre

o

ligante Gor 2 e a

interacdes entre

o

ligante Gor 2 e a

interacdes entre

o

ligante Gor 3 e a

interacdes entre

o

ligante Gor 3 e a

interacdes entre

o

ligante Gor 3 e a

interacdes entre

o

ligante Gor 4 e a

interacdes entre

o

ligante Gor 4 e a

situada entre o centro ativo e o sitio

interacdes entre o ligante Gor 4 e a

Xi

52

53

54

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71



Figura 21: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor 5 e a
enzima Seq 1.

Figura 22: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor 5 e a
enzima Seq 2.

Figura 23: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor 5 e a
enzima Seq 3.

Figura 24: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor K e a
enzima Seq 1.

Figura 25: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor K e a
enzima Seq 2.

Figura 26: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor K e a
enzima Seq 3.

Figura 27: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor R e a
enzima Seq 1.

Figura 28: Modelo tridimensional das interacfes entre o ligante Gor R e a
enzima Seq 2.

Figura 29: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor R e a
enzima Seq 3.

CAPITULO 2
Figura 1: Perfil cromatografico do extrato sollvel de Anticarsia gemmatalis em
coluna de p-aminobenzamidina agarose (HiTtrap®) equilibrada com Tris-HCI
0,05mol.L™*, NaCl 0,5mol.L™, pH 7,5.

Figura 2: Perfil eletroforético em SDS-PAGE (12%) das serino-proteases
sollveis do intestino de Anticarsia gemmatalis.

Figura 3: Grafico de Lineweaver-Burk da inibicdo de tripsina-like intestinal de
A. gemmatalis pelo peptideo Gor 3 em presenca do substrato L-BApNA.

Figura 4: Grafico de Lineweaver-Burk da inibicao de tripsina-like intestinal de
A. gemmatalis pelo peptideo Gor 4 em presenca do substrato L-BApNA.

Figura 5: Grafico de Lineweaver-Burk da inibicdo de tripsina-like intestinal de
A. gemmatalis pelo peptideo Gor 5 em presenca do substrato L-BApNA.

Figura 6: Gréafico das inclinagdes do grafico de Lineweaver-Burk versus
concentracdo de | para hidrolise de L-BApNA pelas tripsinas-like purificadas

xii

71

73

74

76

77

78

79

80

81

96

99

105

105

106

108



em presenca do peptideo Gor 3.

Figura 7: Gréafico das inclinagdes do grafico de Lineweaver-Burk versus
concentracdo de | para hidrolise de L-BApNA pelas tripsinas-like purificadas
em presenca do peptideo Gor 4.

Figura 8: Gréafico das inclinagdes do grafico de Lineweaver-Burk versus
concentracdo de | para hidrolise de L-BApNA pelas tripsinas-like purificadas
em presenca do peptideo Gor 5.

Figura 9: Gréfico de Dixon da inibicdo de tripsina-like intestinal de A.
gemmatalis pelo peptideo Gor 3 em presenca do substrato L-BApNA.

Figura 10: Grafico de Dixon da inibicdo de tripsina-like intestinal de A.
gemmatalis pelo peptideo Gor 4 em presenca do substrato L-BApNA.

Figura 11: Grafico de Dixon da inibicdo de tripsina-like intestinal de A.
gemmatalis pelo peptideo Gor 5 em presenca do substrato L-BApNA.

LISTA DE TABELAS

CAPITULO 1

Tabela 1: Sequéncia dos peptideos ligantes utilizados nos estudos de docking
com as trés estruturas 3D preditas das serino-proteases intestinais de A.
gemmatalis.

Tabela 2: Predicdo do numero de Classificacdo da Enzima baseado no
parametro C-score"C para as sequéncias das serino-proteases intestinais de
Anticarsia gemmatalis

Tabela 3: Energia de ligagdo do melhor modelo de docking predito pelo
AutoDock Vina entre o peptideo ligante e as serino-proteases intestinais de A.
gemmatalis

CAPITULO 2

Tabela 1: Rendimento da purificacdo em coluna p-aminobenzamidina agarose

Tabela 2: Pardmetros cinéticos das serino-proteases semi-purificadas para a
hidrolise dos substratos cromogénicos

Tabela 3: Constante de inibigdo para os diferentes peptideos em presenca do
substrato cromogénico L-BApNA.

xiii

109

109

110

111

111

46

55

101

112



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Abs - absorvéancia

Arg - arginina

Asp - aspartato

Berenil - 4,4 - diazoamino-bis-benzamidina
BSA - albumina de soro bovino

E - enzima

ES - complexo binério enzima-substrato

El - complexo enzima-inibidor

| - inibidor

IP - inibidor de protease

Keat - constante catalitica

kDa - kilodalton

Kj- constante de inibicédo

Kwm - constante de Michaelis-Menten

Kcai/ Km - constante de especificidade
L-BApNA - benzoil-L-arginina-p-nitroanilida
Lys - lisina

P - produto de reacdo enzimatica

PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida
PDB — Protein Data Bank

S - substrato enzimético

SBBI - inibidor de tripsina da soja tipo Bowman-Birk
SDS - dodecil sulfato de sodio

Ser - serina

SKTI - inibidor de tripsina da soja tipo Kunitz
Tris - Tris (hidroximetil) amino metano

V - velocidade

Vmax - velocidade maxima

Xiv



RESUMO

VARGAS, Adriana Maria Patarroyo, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2015. Modelagem molecular, analises de docking de serino-proteases intestinais
de Anticarsia gemmatalis e uso de peptideos sintéticos na caracterizacdo do modelo
de inibicédo enzimatica. Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera), € considerada uma das
principais pragas da sojicultura, causando enormes prejuizos devido ao seu ataque. As
proteases digestivas desempenham papel importante na fisiologia das larvas e o estudo
de inibidores de proteases como agentes de controle de pragas tem recebido atencdo
continua. Para a utilizacdo dessa estratégia de controle é necessario conhecer a estrutura
dessas enzimas, além de entender as intera¢6es quimicas com esses inibidores. O uso de
programas computacionais sdo ferramentas Uteis para contornarem o0s problemas
relacionados as técnicas de elucidacdo estrutural e avaliam in silico as principais
interacdes entre as enzimas e os ligantes. ApOs esse processo a caracterizacdo cinética
do complexo enzimatico contribuem para a melhor compreensdo dos centros ativos e
dos mecanismos de acdo da enzima. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo
realizar a modelagem molecular por homologia das serino-proteases intestinais de A.
gemmatalis, avaliar as possiveis interacdes com peptideos sintéticos utilizando estudos
de docking e prop6r um modelo de inibicdo enzimatica das serino-proteases utilizando
0s peptideos. As sequéncias obtidas foram utilizadas na modelagem molecular com o
programa I-TASSER. Os trés melhores modelos estruturais foram validados através dos
parametros de C-score e B-factor profile. A analise do C-score™ classificou as enzimas
como serino-proteases. No estudo de docking, dos sete ligantes testados, somente Gor
K, Gor R e Gor 5 apresentaram valores de energia livre de ligacdo para a formacdo de

complexos estaveis. As principais interacfes observadas foram em regiGes do centro

ativo e sitio secundario das enzimas. Para a caracterizacdo cinética utilizando diferentes

XV



substratos peptidicos as enzimas foram purificadas por cromotagrafia de afinidade
utilizando coluna de p-aminobenzamidina agarose em sistema FPLC. Pelas analises dos
parametros cinéticos foi possivel constatar que as serino-proteases intestinais tripsina-
like de Anticarsia gemmatalis tém preferéncia na hidrolise de substratos contendo
arginina na posicdo P;. Nos estudos de cinética de inibicdo utilizando os peptideos
sintéticos Gor 3, Gor 4 e Gor 5 em presenca do substrato cromogénico L-BApNA
observou-se que a inibicdo é do tipo competitiva linear nas concentracdes utilizadas. A
melhor K; foi observada para o peptideo Gor 5 que apresentou uma inibicdo mais
eficiente em comparacéo aos peptideos Gor 3 e Gor 4. No geral, a eficiéncia na inibicédo
da atividade enzimatica esta relacionada a capacidade de ligacdo ao centro ativo da

enzima.

XVi



ABSTRACT

VARGAS, Adriana Maria Patarroyo, D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2015. Molecular modeling, docking analysis of intestinal serino-proteases from
Anticarsia gemmatalis and use of synthetic peptides in the characterization
enzimatic of inhibition model. Advisor: Maria Goreti de Almeida Oliveira.

The velvetbean caterpillar, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera), is considered the main
pest of soybean culture, causing huge losses due to its attack. Digestive proteases play
an important role in the physiology of the larvae and the study of protease inhibitors as
pest control agents has received continuous attention. The use of this control strategy
requires knowledge of the structure of these enzymes, besides understanding the
chemical interactions with those inhibitors. Computer programs are useful tools to
overcome problems related to structural elucidation techniques and also evaluate in
silico the main interactions between enzymes and ligands. After this process the kinetic
characterization of the enzyme complex contribute to a better understanding of the
active centers of the enzyme and mechanisms of action. In this context, this study aimed
to perform homology modeling of intestinal serine proteases A. gemmatalis, to evaluate
possible interactions with synthetic peptides utilizing docking studies and to propose
one enzyme inhibition model of serine proteases using peptides. The sequences
obtained were used in molecular modeling with I-TASSER program. The top three
structural models were validated through the C-score parameters and B-factor profile.
Analysis of C-score® ranked enzymes like serine proteases. In the docking study of the
seven tested ligands, only Gor K, Gor R and Gor 5 showed binding free energy values
for the formation of stable complexes. The main interactions were observed in regions
of the active site and secondary site of the enzyme. For Kinetic characterization using

different peptides substrates the crude extract were purified by affinity cromotagraphy

using p-aminobenzamidine agarose column FPLC system. From the analysis of the
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Kinetic parameters was noted that the trypsin-like serine proteases from Anticarsia
gemmatalis prefer hydrolyse substrates containing arginine at position Py. In inhibition
kinetic studies using synthetic peptides Gor 3, Gor 4 and Gor 5 in the presence of
chromogenic substrate L-BApNA was observed that the inhibition is linear competitive
in the concentration range used. The best K; was observed for Gor 5 peptide that
showed more efficient inhibition compared to peptides Gor 3 and Gor 4. Overall, the
efficient inhibition of enzyme activity is related to the binding capacity to the active

center of the enzyme.
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1. INTRODUCAO

Os insetos representam um dos mais importantes estresses bidticos da
agricultura mundial. Sao responsaveis por grandes reducdes nos rendimentos das safras,
apesar do consideravel uso de pesticidas quimicos (TELANG et al., 2005). Estes ndo
apenas provocam perdas diretas na produtividade devido ao ataque herbivoro, mas
também indiretamente por atuarem como vetores de varios patdgenos de plantas
(HILDER & BOULTER, 1999; GATEHOUSE, 2002).

A cultura da soja (Glycine max) tem grande importancia para 0 cenario
econémico nacional, sendo um dos principais produtos do agronegécio brasileiro,
ocupando lugar de destaque na pauta de exportacdes do pais (SAVIO et al., 2008;
DALL’AGNOL et al., 2010). Dos principais paises produtores de soja (Estados Unidos,
Brasil e Argentina), o Brasil é o que tem maior potencial (terra, tecnologia e clima) para
expandir consideravelmente a producdo de soja para atender uma demanda mundial
crescente. No Brasil, a soja € cultivada em praticamente todo o territério nacional,
destacando-se como fonte de proteina e de 6leo vegetal, para consumo interno ou como
gerador de divisas, através das exportagdes (SAVIO et al., 2008; DALL’AGNOL et al.,
2010).

A cultura da soja esta sujeita ao ataque de pragas durante todo o seu ciclo, e 0s
insetos, principalmente na fase larval, representam um importante prejuizo, pois afetam
tanto a planta quanto a semente, podendo reduzir substancialmente a qualidade de
ambas, causando perdas significativas do rendimento da cultura (ANDRADE et al.,
2004).

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), €
uma das principais pragas que atacam a soja no Brasil, sendo encontrada em todos os

locais de cultivo. Sua capacidade de consumo aumenta com o desenvolvimento

1



fisiologico. E uma praga desfolhadora, que mesmo em baixas densidades populacionais
pode causar prejuizos a lavoura, que vao desde o desfolhamento até a destruicdo
completa das plantas (SILVA et al., 2002). A fase imatura do inseto é generalista e pode
se alimentar de outras espécies de vegetais causando prejuizos em outras culturas, como
alfafa, amendoim, arroz, ervilha, feijdo, vagem e trigo (BATISTA et al., 2005).

Na tentativa de controlar o ataque de insetos aos cultivares, tém-se buscado
novos métodos que nao sejam baseados em agroquimicos. Embora atualmente os
métodos de controle de pragas ainda se concentrem basicamente na utilizacdo dessas
substancias (LAWRENCE & KOUNDAL, 2002), o alto custo para o desenvolvimento
de novos produtos cujas formulagbes devam se adequar as pragas cada vez mais
resistentes ao seu uso, as consequéncias ambientais inaceitaveis e a propria pressao de
consumidores contra essa pratica, tem provocado uma revolucdo no controle de pragas
na agricultura moderna.

A exploracdo de mecanismos de resisténcia endégena das plantas ao ataque dos
insetos herbivoros € uma tendéncia, servindo de ferramenta para a aplicacdo nas
estratégias alternativas de controle de pragas (GATEHOUSE, 2002; FERRY et al.,
2006; SCOTT et al., 2010). Uma das principais formas diretas de defesa das plantas
contra o ataque de insetos é mediada pela Via das Lipoxigenases, uma vez que por ela
ocorre a producdo de &cido jasmonico que ativa 0s genes que expressam inibidores de
proteases (FARMER & RYAN, 1992; SCOTT et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010). A
ingestdo de inibidores de proteases pelos insetos interfere no processo de degradacéo de
proteinas no intestino médio. Assim sendo, os inibidores séo considerados agentes anti-
metabolicos, pois levam os insetos a uma deficiéncia proteica. Essa interferéncia na
digestdo diminui a disponibilidade de aminoacidos, prejudicando a sintese de proteinas

necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo (SILVA-FIALHO &
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FALCO, 2000; SCOTT et al., 2010; WIELKOPOLAN, et al., 2015). Outra hip6tese €
que os inibidores afetem o desenvolvimento dos insetos de forma indireta, via um
mecanismo de “feedback”, que levaria a um aumento da produg¢do de proteases
digestivas para compensar 0s baixos niveis de aminoacidos disponiveis. Os aminoacidos
seriam deslocados para sintese de proteases em detrimento de outras proteinas
essenciais (JONGSMA & BOLTER, 1997). Em contrapartida, como resultado da co-
evolucdo das interacdes planta-inseto, estes também desenvolveram mecanismos para se
defenderem dos efeitos deletérios provocados pelos inibidores de proteases produzidos
pelas plantas, através do aumento da sintese enzimatica, tanto da classe que esta sendo
inibida como de enzimas insensiveis aos inibidores, tentando burlar esse efeito
inibitério JONGSMA & BOULTER, 1997; SRINIVASAN et al., 2006; PILON et al.,
2006; PILON et al., 2009; SCOTT et al., 2010).

Alguns estudos comprovam que, mesmo com 0S mecanismos adaptativos do
inseto, a utilizacdo de genes que codificam inibidores de enzimas digestivas para a
obtencdo de plantas resistentes contra o ataque de pragas é uma estratégia promissora
(FERRY et al., 2006). Entretanto, o sucesso dessa estratégia sera obtido quando a planta
for capaz de expressar uma combinacdo de inibidores que cubra o espectro total de
proteases intestinais (JONGSMA & BOLTER, 1997). Dessa forma, deve ser
considerada a fisiologia do inseto, a microbiota associada ao trato digestivo, a
bioguimica da sua digestdo e o conhecimento do sistema de proteases produzidas pela
lagarta e ou pela microbiota associada (FRANCO et al., 2002; SRINIVASAN et al.,
2006; PILON, 2008; VISOTTO et al., 2009a,b).

Somente apds o esclarecimento do complexo sistema de proteases secretadas no
intestino do inseto a relacdo estrutura/funcdo dessas macromoléculas poderd ser mais

bem compreendida. O conhecimento da estrutura da enzima e os principais sitios de
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interacdo € uma ferramenta Util nos estudos de quimica de proteinas. Diante deste
conhecimento os centros ativos moleculares poderdo ser mapeados, através de cinética
enzimatica, modelagem molecular e estudos de docking, podendo gerar implicacdes
diretas no desenvolvimento de potentes inibidores organicos, peptideos ou peptideos
mimeticos para serem utilizados na defesa da planta como controle contra pragas

agricolas.



2. OBEJTIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar a cinética de inibicdo das serino-proteases intestinais de A. gemmatalis semi-
purificadas utilizando diferentes inibidores peptidicos e diferentes substratos para
mapeamento do centro ativo. ldentificar, entre os inibidores peptidicos, um possivel
inibidor a ser utilizado no processo de defesa de plantas de soja contra a A. gemmatalis.
Realizar modelagem molecular e estudos de docking das serino-proteases presentes no
intestino da Anticarsia gemmatalis para melhor compreensdo da interacdo dos

inibidores com essas enzimas.

2.2. Objetivos Especificos

e Purificar as serino-proteases tripsina-like do intestino médio de A. gemmatalis em
FPLC em coluna de p-aminobenzamidina agarose (HiTrap®).

e Realizar estudos cinéticos da hidrolise para os substratos tripeptidicos L-Val-Leu-Arg-
p-Nitroanilida, L-Val-Leu-Lys-p-nitroanilida, N-(p-Tosil)-Gly-Pro-Arg-p-Nitroanilida,
N-(p-Tosil)-Gly-Pro-Lys-p-Nitroanilida, N-benzoil-Phe-Val-Arg-p-nitroanilida e L-Val-
Gly-Arg-p-Nitroanilida catalisada pelas enzimas semi-purificadas, a fim de verificar se
a cinética segue ou ndo o modelo proposto por Michaelis-Menten.

e Determinar os parametros cinéticos Ky, Vimax, Vmax/[E] € Vimax/[El/Km para a hidrolise
dos substratos L-Val-Leu-Arg-p-Nitroanilida, L-Val-Leu-Lys-p-nitroanilida, N-(p-
Tosil)-Gly-Pro-Arg-p-Nitroanilida, N-(p-Tosil)-Gly-Pro-Lys-p-Nitroanilida, N-benzoil-
Phe-Val-Arg-p-nitroanilida e L-Val-Gly-Arg-p-Nitroanilida catalisada pela tripsina-like.

¢ Realizar o0 mapeamento do centro ativo a partir dos parametros obtidos.



e Determinar a constante de inibicdo K; para os diferentes peptideos utilizando os
substratos L-BApNA a fim de propor um modelo de inibicdo para as enzimas tripsina-
like de A. gemmatalis.

e Realizar modelagem molecular por homologia das serino-proteases intestinais de A.
gemmatalis a partir de sequéncias obtidas por nosso grupo de pesquisa.

e Realizar estudo de docking das serino-proteases com os diferentes peptideos sintéticos

a fim de propor uma sequéncia promissora para utilizagdo no controle da praga.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Soja

A cultura da soja (Glycine max) tem grande importancia para 0 cenario
econdmico nacional e para o0 agronegocio brasileiro, sendo hoje, uma das culturas mais
plantadas em territorio nacional (SAVIO et al., 2008). Isto pode ser atribuido a diversos
fatores, tais como: estruturacdo de um grande mercado internacional relacionado com o
comeércio de produtos do complexo soja, consolidacdo da oleaginosa como importante
fonte de proteina vegetal, especialmente para atender demandas crescentes dos setores
ligados & producgéo de produtos de origem animal e maior desenvolvimento e oferta de
tecnologias, que viabilizaram a expansdo da exploracdo sojicola para diversas regifes
do mundo (DALL’AGNOL et al., 2010).

Entre os principais fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos em soja
estdo as doencas. Aproximadamente 40 doencas causadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus ja foram identificadas no Brasil. Esse nimero continua aumentando
com a expansdo da soja para novas areas e como consequéncia da monocultura. A
importancia econdmica de cada doenca varia de ano para ano e de regido para regiao,
dependendo das condicGes climaticas de cada safra. As perdas anuais de producdo por
doencas sdo estimadas em cerca de 15% a 20%, entretanto, algumas doengas podem
ocasionar perdas de quase 100% (EMBRAPA, 2013).

A cultura da soja encontra-se sujeita ao ataque de insetos durante praticamente
todo o seu ciclo. Logo ap0Os sua emergéncia, insetos como a lagarta rosca Agrotis
ipsilon (Hifnagel) (Lepidoptera: Noctuidae), os percevejos castanhos Scaptocoris
castanea (Perty) (Hemiptera: Cydnidae) e Atarsocoris brachiariae (Becker)
(Hemiptera: Cydnidae) podem atacar as plantulas. Posteriormente a lagarta-da-soja

Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), a lagarta falsa-medideira
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Chrysodeixis (Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e na safra
2012/2013 a lagarta Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) atacam
as plantas durante a fase vegetativa e, em alguns casos, até durante a floracdo. Embora
esses insetos tenham suas populacdes reduzidas por predadores, parasitoides e doencas,
em niveis dependentes das condi¢bes ambientais e do manejo de pragas que se pratica,
quando atingem populacdes elevadas, capazes de causar perdas significativas no
rendimento da cultura, necessitam ser controlados (EMBRAPA, 2013).

Apesar de os danos causados na cultura da soja serem, em alguns casos,
alarmantes, ndo se indica a aplica¢do preventiva de produtos quimicos, pois, além do
grave problema de poluicdo ambiental, a aplicacdo desnecessaria eleva os custos da

lavoura e contribui para o desequilibrio populacional dos insetos (EMBRAPA, 2013).

3.2. Anticarsia gemmatalis (HUbner) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae)

As larvas de Anticarsia gemmatalis (HUbner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae),
conhecidas como lagarta da soja, sdo consideradas pragas-chave da sojicultura, sendo
economicamente importantes em funcdo das grandes perdas que ocasionam a esta
lavoura (GALLO et al., 2002). A lagarta € a principal desfolhadora da cultura da soja na
América do Norte e do Sul (VIANNA et al., 2011). No Brasil é encontrada em todos os
locais de producdo de soja e representa um risco a producdo e a qualidade dos cultivos
brasileiros, exigindo atencdo e controle répido para ndo causar prejuizos econémicos
(PRACA et al., 2006; SAVIO et al., 2008).

A lagarta da soja é uma praga desfolhadora, que mesmo em baixas densidades
populacionais pode causar prejuizos a lavoura, que vao desde o desfolhamento até a

destruicdo completa das plantas. O desfolnamento compromete o enchimento das
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vagens, com consequente reducdo da producdo de grdos (SILVA et al., 2002). Uma
(nica lagarta pode consumir cerca de 110 cm? de folhas de soja (VIANNA et al., 2011).
Os maiores danos ocorrem na fase larval, quando as lagartas inicialmente raspam as
folhas da soja, causando prejuizos consideraveis a medida que crescem. Comem tanto o
limbo como as nervuras, podendo ocasionar 100% do desfolhamento até atingir seu
desenvolvimento maximo, para tornarem-se pupa. Embora a preferéncia alimentar desta
lagarta seja a soja, a fase imatura do inseto € generalista e pode se alimentar de outras
espécies de vegetais causando prejuizos em outras culturas, como alfafa, amendoim,
arroz, ervilha, feijdo, vagem e trigo, atacando durante a fase vegetativa e, em alguns
casos, no periodo de floracdo (BATISTA et al., 2005).

O desenvolvimento da A. gemmatalis é do tipo holometabolo e sua ocorréncia
varia de novembro a marco, atingindo picos populacionais a partir de janeiro
(ANDRADE et al., 2004). Seu ciclo bioldgico € de aproximadamente 30 dias,
dependendo das condi¢bes ambientais, com a fase adulta durando cerca de 15 dias, com
a mariposa medindo de 30 a 38 mm e apresentando coloracdo variando de cinza a
marrom avermelhado ou amarelado, sem dimorfismo sexual (PRACA et al., 2006)

(Figura 1).

B

T
Figura 1: Anticarsia gemmatalis, inseto adulto.
Fonte: http:// www.discoverlife.org/
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http://www.discoverlife.org/mp/20p?see=I_JP58415&res=640

A oviposicdo ocorre na face inferior das folhas, embora em casos de infestacfes
mais sérias 0s 0vos possam ser encontrados na superficie superior das folhas, peciolos e
até mesmo hastes. O periodo de incubacdo geralmente dura de trés a cinco dias
(BARBARA, 2000).

As lagartas recém-eclodidas alimentam-se das folhas e dependendo das
condi¢cdes ambientais podem apresentar de cinco a seis instares larvais, chegando a

medir de 40 a 50 mm de comprimento (Figura 2).

Figura 2: Estég larval de Anticarsia gematalis.
Fonte: http://www.dowagro.com/br/lorsban/pragas/lagartasoja.htm

O uso de inseticidas quimicos para o controle de pragas desfolhadoras causam
prejuizos econémicos e ecoldgicos. O uso de produtos de amplo espectro pode
selecionar o aparecimento de populagdes resistentes desta praga, exigindo o uso de
produtos mais fortes ou doses elevadas Dessa forma, pragas secundarias podem ser
elevadas a categoria de pragas-chave causando o surgimento de novas pragas e pragas
resistentes (VIANNA et al., 2011).

Uma tendéncia geral é experimentar métodos alternativos de controle em
substituicdo aos inseticidas quimicos que apresentem menor custo, sejam mais
especificos e menos poluentes. A utilizacdo de agentes de controle biolégico é uma

alternativa viavel (BATISTA et al., 2005). No Brasil, destaca-se o0 programa de controle
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da lagarta da soja desenvolvido pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), que utiliza o Virus da Poliedrose Nuclear Multicapsideo Baculovirus
anticarsia (AgMNPV). Este virus é altamente especifico e atua driblando de maneira
eficiente os mecanismos de defesa da lagarta (SAVIO et al., 2008).

As enzimas digestivas podem ser um alvo promissor para oS programas de
controle de pragas. Foi demonstrado que sua inibicdo, na presenca de inibidores de
proteases causa retardo no crescimento e diminuicdo da taxa de sobrevida dos insetos
(PILON et al., 2006; PILON et al., 2009). Portanto, 0 conhecimento das enzimas
digestivas da lagarta da soja e sua sensibilidade frente aos diferentes inibidores séo

pecas fundamentais para o desenvolvimento de novos programas de controle desta

praga.
3.3. Interacdo planta-inseto

Na natureza, insetos e plantas estdo constantemente interagindo de forma
complexa, nos mais diversos ecossistemas. Esta interacdo pode ser mutuamente
benéfica, quando os insetos propiciam as plantas atividades como polinizacao e defesa e
guando as plantas ddo aos insetos abrigo, local para oviposicdo e alimentacao.
Entretanto, alguns insetos atacam as plantas e prejudicam seu desenvolvimento (JOSE,
2002; PILON, 2012).

Desta forma, ao longo da evolucdo, as plantas desenvolveram diversos
mecanismos de defesa contra os insetos. Suas habilidades em resistir aos ataques
envolvem mecanismos de defesa diretos e indiretos, dentre os quais se podem citar a
producdo de compostos toxicos aos insetos e a liberagdo de compostos quimicos
volateis que atraem predadores destes insetos. A ativacdo destas respostas especificas

requer o reconhecimento e respostas apropriadas ao atague inimigo e a maioria destes
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eventos leva por fim a ativacdo de genes, por vias de sinalizacdo celular, em poucos
minutos (MAFFEI et al., 2007). Em resposta, os insetos desenvolveram estratégias para
contornar esses mecanismos de defesa, as quais incluem a metabolizacdo e o sequestro
de compostos toxicos, mecanismos de fuga e alteracdo nos padrdes de expressao génica
(SILVA et al., 2001; OLIVEIRA, et al., 2013).

Uma das principais formas diretas de defesa das plantas contra o ataque de
insetos € mediada pela Via das Lipoxigenases, uma vez que por ela ocorre a producéao
de acido jasmonico que ativa 0s genes que expressam inibidores de proteases
(FARMER & RYAN, 1992; SCOTT et al., 2010; SHIVAJI et al., 2010; JAMAL et al.,
2012). Os inibidores de proteases (IPs) sdo considerados agentes antimetabolicos
levando a uma deficiéncia proteica nos insetos. Sua atividade antimetabolica € atribuida
a interferéncia na digestdo proteica que diminui a disponibilidade de aminoéacidos,
prejudicando a sintese de proteinas necessarias ao crescimento, desenvolvimento e
reproducdo do inseto (SILVA-FIALHO & FALCO, 2000; PILON et al., 2006; PILON
et al., 2009; SCOTT et al., 2010; JAMAL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).
Pesquisas sobre a aplicabilidade de IPs em programas de controle tém sido
desenvolvidas visando, principalmente, a expressdo dessas proteinas em plantas
geneticamente modificadas (HAQ et al., 2004; DUNAEVSKY et al., 2005). Estudos
sobre 0s mecanismos de resisténcia de insetos em resposta a defesa de plantas levaram a
uma valorizacdo da notavel diversidade e plasticidade das proteases digestivas de
insetos, além do papel de digerir proteinas dos alimentos essas proteases também
desempenham um papel na defesa contra inibidores de proteases de plantas (ZHU-
SALZMAN et al., 2008, JAMAL et al., 2012).

Estudos sobre as respostas de insetos a dietas contendo inibidores da protease de

plantas (IPs) tém indicado uma resposta bifasica caracterizada por uma alta regulacdo
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inicial de todas as proteases digestivas especificas que precede de uma baixa regulacéo
simultanea de proteases sensiveis ao IP e uma alta regulacdo de proteases insensiveis ao
IP, ou seja, no trato intestinal do inseto ocorrem mudancas quantitativas que incluem o
aumento dos niveis de proteases especificas ou generalistas para alcancar a taxa ideal da
digestdo de proteinas e também ocorrem respostas qualitativas que incluem a sintese de
isoformas de proteases “insensiveis” que ndo sdo capazes de ligar-se ao IP ou que tenha
a possibilidade de se ligar e degradar o IP (BOWN et al., 2004; SRINIVASAN et al.,
2006; ZHU-SALZMAN et al., 2008; JAMAL et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).
Estudos sobre as respostas de insetos frente a inibidores de proteases sdo necessarios
para identificar moléculas fundamentais e que eventualmente ajudardo na compreensao
de eventos complexos de sinalizacdo que sdo responsaveis pelo acompanhamento e
coordenacao de absorcdo de nutrientes e atividade proteoliticas intestinal.

Verifica-se assim um importante mecanismo de adaptacdo por parte dos insetos,
que deve ser detalhadamente estudado em nivel molecular, a fim de se conseguir

desenvolver uma estratégia de controle mais eficaz.

3.4. Proteases

As proteases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise de proteinas, agindo em
ligacGes peptidicas. As proteases sao classificadas de acordo com Enzyme Commission
of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology - IUBMB dentro do
grupo 3 (hidrolases), subgrupo 4. Elas também sdo classificadas com base em trés
critérios: (1) tipo de reacdo catalisada, (2) natureza quimica do sitio catalitico e (3)
relagdo evolutiva de acordo com a estrutura (BARETT, 1994). Essas enzimas Sao
subdivididas em dois grupos principais, o das exopeptidases e 0 das endopeptidases,

dependendo do seu sitio de agdo. As exopeptidases clivam as ligagbes peptidicas
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proximas ao grupamento amino ou carboxi terminal no substrato, enquanto as
endopeptidases clivam ligacdes peptidicas distantes do grupo terminal do substrato.
Com base no grupo funcional presente no sitio ativo, as proteases sdo classificadas
dentro de quatro grupos, serino-proteases, aspartil-proteases, cisteino-proteases e
metalo-proteases. As serino-proteases possuem um residuo de serina em seu centro
ativo, enquanto as aspartil-proteases tém duas unidades de acido aspartico no seu centro
catalitico. Cisteino-proteases apresentam um aminoacido cisteina e as metalo-proteases
usam um ion metal no seu mecanismo catalitico (RAO et al., 1998).

Proteases digestivas de insetos sdo caracterizadas em serino, cisteino, aspartil e
metalo-proteases (TERRA & FERREIRA, 1994). Uma espécie especifica de inseto,
muitas vezes possui multiplas proteases digestivas em seu trato intestinal, pertencentes a
diferentes ou a0 mesmo grupo mecanicista, embora normalmente utilize um tipo
principal no seu papel digestivo (LIU et al., 2004; ZHU-SALZMAN et al., 2008;
AHAN et al., 2009).

As serino-proteases sdo a principal classe de enzimas digestivas de proteinas
presentes no intestino médio de muitas espécies de lepidopteras (TERRA &
FERREIRA, 1994). Entre as serino-proteases de insetos, tripsina e quimiotripsina sdo as
mais estudadas e participam de uma grande diversidade de processos fisiologicos que
incluem, além da digestdo, ativacdo de proteinas especificas, como nas cascatas de
coagulacdo, no sistema imune de insetos e plantas e desenvolvimento e producdo de
peptideos biologicamente ativos (GILL et al., 1996; KREM et al., 1999; HERRERO et

al., 2005; PAGE & Di CERA, 2008 SHI et al., 2013).
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3.4.1. Serino-proteases

As serino-proteases sdo as enzimas mais bem estudadas, tanto em eucariotos
quanto em procariotos. Essas enzimas pertencem a uma das maiores familias génicas do
reino animal, sdo amplamente distribuidas na natureza e encontradas em todos os reinos
de vida celular, bem como em vaérios genomas virais, 0 que indica uma participacdo
vital no metabolismo desses organismos (PAGE & Di CERA, 2008). Em insetos, um
estudo com Helicoverpa armigera demonstrou a existéncia de pelo menos 28 genes
diferentes pertencentes a familia das serino-proteases cujos produtos sdo expressos no
intestino (BOWN et al., 1997).

As serino-proteases sdo encontradas nos grupos de exopeptidase, endopeptidase,
oligopeptidase e dmega peptidase. Com base em suas similaridades estruturais elas séo
reagrupadas em 20 familias, as quais sdo redivididas em seis clas de ancestrais comuns.
Clas sdo divididos em familias baseados na identidade de sequéncia e similaridades
(BARRETT & RAWLINGS, 2001).

RAO e colaboradores (1998) em um trabalho de revisdo descreveram que as
serino-proteases sdo geralmente ativas em pH neutro e alcalino, com um pH 6timo entre
7,0 e 11,0. Elas ttm uma ampla especificidade, incluindo atividades amidasica e
esterasica. O ponto isoelétrico das serino-proteases esta geralmente na faixa de pH 4,0 e
6,0.

A maioria das tripsinas de insetos possui entre 20 e 30 kDa (TERRA &
FERREIRA, 1994). Entretanto, tripsinas com maior massa molecular também sdo
encontradas, como o apresentado por Wagner et al. (2002) em estudos com proteases
tripsina-like de Melolontha melolontha (Coleoptera) com massas moleculares de 56 e 63

kDa e por Ahmad et al. (1980) em estudos com tripsinas com massa de 53 kDa de
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Spodoptera litura (Lepidoptera). Tripsinas com menor massa molecular também séo
relatadas na literatura, como a tripsina do epitélio de Bombix mori (Lepidoptera), de 13
kDa descrita por Eguchi e Kuriyama (1985) e a tripsina do intestino médio de Heliothis
virescens (Lepidoptera), de 17 kDa descrita por Brito et al. (2001).

A funcdo catalitica das serino-proteases € realizada por meio da acdo da triade
catalitica - serina 195 reativa, histidina 57 e acido aspartico 102 (numeracdo no
quimotripsinogénio) - enquanto o grau e tipo de especificidade pelo substrato sédo
determinados pela natureza da regido do centro ativo. Quando residuos na triade
catalitica sdo alterados, separada ou conjuntamente, ocorrem grandes mudancas na
velocidade de turnover da enzima, 0 K, consequentemente mudando o mecanismo
enzimatico, com pequeno efeito no Ky. Os residuos da triade atuam em perfeito
sinergismo e contribuem para uma atividade catalitica otimizada (CARTER & WELLS,
1988; PERONA & CRAIK, 1995).

As serino-proteases geralmente atuam em uma reacdo de hidrélise de dois
passos, onde um intermediario, acilenzima, covalentemente ligado € formado. Esta
acilacdo é seguida pela deacilacdo, processo no qual ocorre o ataque nucleofilico
intermediado pela agua, resultando na hidrolise do peptideo. O ataque nucleofilico do
grupamento hidroxila da serina reativa sobre o atomo de carbono carboxilico da ligacédo
peptidica, catalisada pelo residuo de histidina, que funciona como uma base leva a
formacdo de um intermediario tetraédrico e um ion imidazolico. O intermediario
decomple-se atraves da catalise acido-base pela acdo dos grupos polarizados do
aspartato e da histidina em um intermediario acil-enzima, uma base imidazoélica e uma
amina. Este mecanismo implica num estreito contato entre o intermediario tetraédrico e
0 ion imidazolico, que inibe a liberacdo do préton para 0 meio solvente antes da catalise

acido-base, regenerando, assim, a enzima ativa e liberando o produto de degradacgéo
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(POLGAR & HALASZ, 1982; CRAIK et al., 1987). Cada etapa ocorre através da
formacdo de um intermediario tetraédrico, cuja estrutura se assemelha a um estado de
transicdo de alta energia em ambas as reacdes (Figura 3). Este mecanismo é capaz de
acelerar a velocidade de hidrélise da ligacdo peptidica mais de 10° vezes em relacéo a
reacdo nao catalisada (PERONA & CRAIK, 1995; HEDSTROM, 2002; PAGE & Di

CERA, 2008).

intermediario acil-enzima intermediario
tetraédrico tetraédrico

Ser195 Gly193

195

57 —[:?B
"
102 4;-

Figura 3: Mecanismo catalitico de serino-proteases. Fonte: (HEDSTROM, 2002).

Toda serino protease tripsina-like possui preferéncia por substratos com residuo
basico em Py, Lys ou Arg. Isso é principalmente causado pela presenca de um aspartato
carregado negativamente no fundo do bolso S;. A arquitetura do sitio S; entre essas
proteases é altamente conservada. Uma diferenca marcante é encontrada na posicao
190, a qual pode ser uma Ser ou Ala, e serve como ponto de identificacdo para
subfamilias. Os residuos de aminoacidos nos substratos de proteases sdo numerados da
ligacdo peptidica hidrolisada como Py, P, Ps,...P, na direcéo da regido N-terminal e Py,
P,, Ps,...P, na direcdo da regido C-terminal, ao passo que os subsitios correspondentes
na enzima sdo numerados como Si, Sy, S3,...5n € S1, S, S3,...Sn (LOPES et al., 2004)
(Figura 4).
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Figura 4: Modelo de Schechter e Berger (1967). Modelo utilizado para descrever a interacdo de uma
protease com o substrato proteico.

As tripsinas de todos os insetos possuem especificidade priméaria semelhante,
com excecdo de Lepiddpteras, hidrolisando mais eficientemente substratos que
contenham Arg do que Lys na posicdo P; (LOPES et al., 2006). Os inibidores de
proteases produzidos pelas plantas apresentam uma regido chamada de sitio reativo, o
qual interage com a sua enzima-alvo. A ligacdo do sitio reativo ocorre no sitio ativo da
enzima. O alinhamento das sequéncias de varios inibidores de proteases de plantas
indicou que os sitios reativos da maioria desses inibidores possuem um residuo de Lys
na posicdo P; (LOPES et al., 2006). A presenca de uma Lys na posicdo P; no sitio
reativo € uma estratégia de sobrevivéncia, pois esses inibidores atuariam inibindo as

tripsinas da maioria dos insetos que hidrolisam preferencialmente Arg nessa posicao.

3.5. Inibidores de proteases

Estudos sobre inibidores de proteases (IPs) presentes em plantas iniciaram-se a
partir da década de 40 quando Kneen e Sandstedt (1943) encontraram um inibidor de a-
amilase em grdos de varios cereais e, posteriormente, Kunitz (1945) purificou uma

proteina termoestavel da soja capaz de inibir a tripsina.
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Os inibidores das serino-proteases sdo o0 tipo mais abundante e amplamente
distribuido nas plantas (LAWRENCE & KOUNDAL, 2002). O papel fisiologico desses
inibidores nas plantas inclui (i) a regulacdo das proteinases enddgenas durante a
dorméncia das sementes, (ii) a imobilizacdo das proteinas de reserva, (iii) a protecdo
contra as enzimas proteoliticas de parasitas e insetos e (iv) as proteinas de reserva (HAQ
etal., 2004).

S&o proteinas relativamente pequenas (ou dominios de proteinas, no caso de
inibidores multidominios) de 29 a 190 residuos de aminoacidos e podem ser agrupadas
em familias diferentes baseando-se na similaridade de sequéncia, similaridade
topoldgica e mecanismo de ligacdo a enzima. Os IPs inibem as proteases do intestino do
inseto, ligando fortemente ao centro ativo formando um complexo essencialmente
irreversivel. A incapacidade de utilizar a proteina ingerida e reciclar as enzimas
digestivas resulta numa deficiéncia de aminoacido critico, o que afeta o crescimento,
desenvolvimento e sobrevivéncia do herbivoro (MACEDO et al., 2011).

O mecanismo de acdo de um inibidor de protease de planta baseia-se na inibicédo
competitiva de uma protease via bloqueio de sua atividade proteolitica (SILVA-FILHO
& FALCO, 2000).

A especificidade é uma caracteristica marcante nos estudos das interacdes entre
enzima-inibidor, sendo determinada pela dindmica das interagcdes envolvidas e pela
estrutura nativa do inibidor e da enzima.

A seletividade da inibigdo normalmente ocorre através da utilizagdo de sitios de
reconhecimento do substrato pela enzima. O complexo enzima-inibidor formado é
termodinamicamente e cineticamente muito estavel, apresentando constante de
dissociacdo muito baixa (107 a 10™* M), de maneira que a inibicdo estequiométrica da

enzima é alcangada (BODE & HUBER, 1992; LAWRENCE & KOUNDAL, 2002).
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Os inibidores de serino-proteases presentes em plantas séo classificados em sete
familias através de caracteristicas de homologia da estrutura primaria, massa molecular,
conteudo de cisteina e de pontes dissulfeto (RICHARDSON, 1991).

As duas familias mais bem caracterizadas de inibidores de serino-proteases sdo
os inibidores de tripsina da soja, dos tipos Kunitz (SKTI) e Bowman-Birk (SBBI). Nos
grdos de soja, os inibidores de tripsina correspondem a 6% do total de proteina
(BRANDON & FRIEDMAN, 2002), sendo que cerca de 80% da inibi¢do da atividade
triptica nos grdos é causada pela acdo do KTI e 20% pela acdo do BBI (BRANDON et
al., 1989).

Os inibidores da familia Bowman-Birk sdo proteinas globulares soluveis,
caracterizadas por suas pequenas massas moleculares que variam de 8 a 10 kDa, com
alto conteudo de cisteina podendo apresentar sete pontes dissulfeto, o que confere
grande estabilidade a sua estrutura, distribuidas em cerca de 70 a 90 residuos de
aminoéacidos (RICHARDSON, 1991).

O primeiro inibidor pertencente a familia Bowman-Birk (Figura 5), que deu
origem a essa familia, foi purificado de sementes de soja constituido de uma cadeia
polipeptidica com dois sitios reativos, um para tripsina e outro para quimotripsina e
formado de 71 residuos de aminoacidos (ODANI & IKENAKA, 1973). No caso da
tripsina ha presenca de Lys ou Arg na posicdo P, e para a quimotripsina ha presenca de

um grupo aromatico ou um grupo hidrofébico de cadeia longa (LIN et al., 1993).
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Figura 5: Estrutura priméria do inibidor de soja da familia Bowman-Birk. Estdo indicadas as sete pontes
dissulfeto, os dois sitios reativos localizados nas algas e a posicdo do residuo P; (ODANI & IKENAKA,
1973).

Os inibidores da familia Kunitz sdo proteinas que apresentam uma ou duas
cadeias polipeptidicas, em geral, com apenas um sitio reativo e massa molecular entre
18 e 24 kDa, correspondendo a aproximadamente 180 residuos de aminodcidos,
geralmente com quatro residuos de cisteina que formam duas pontes dissulfeto
proporcionando estabilidade a estrutura protéica (RICHARDSON, 1991). A estrutura
tridimensional desses inibidores é conhecida como familia folha B sendo composta por
12 conformacdes beta anti-paralelas conectadas por longas algas. O inibidor pode ser
dividido em trés subdominios, cada um contendo cerca de 60 residuos de amino&cidos.
Cada subdominio consiste de quatro folhas beta conectadas por longas alcgas,
estruturalmente organizadas como A-B1-A-f2-A-B3-A-B4, em que “A” refere-se as

alcas que conectam as folhas beta (Figura 6).
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Figura 6: Estrutura do inibidor tipo Kunitz de Delonix regia. A proteina é formada de conformagdes beta
com trés repeti¢cbes A-C, pintadas em azul, vermelho e amarelo, respectivamente (KRAUCHENCO et al.,
2003).

A estabilidade da estrutura tridimensional de muitos inibidores da familia tipo
Kunitz é dada pela presenca de inimeras pontes de hidrogénio em conjunto com as
pontes dissulfeto presentes na estrutura do inibidor (SONG & SUH, 1998). Os IPs da
familia tipo Kunitz apresentam estruturalmente uma alca de ligacdo exposta, que é
conservada em todos 0s representantes. Essa estrutura é denominada de conformacéo
canodnica (BODE & HUBER, 1992). Esses inibidores que apresentam a conformagéo
canbnica formam complexos estaveis com a proteinase alvo, 0s quais se dissociam
lentamente (RITONJA, et al.,, 1990). A alca de ligacdo, embora frequentemente
hidrofdbica, é estabilizada por interacdes adicionais entre os residuos que flanqueiam o
local do sitio reativo e o nicleo do inibidor (GRUTTER, et al., 1988).

Dentre o0s principais inibidores sintéticos de serino-proteases estdo a
benzamidina e a bis-benzamidina. A primeira € uma amina aromatica (Figura 7),
inibidor sintético competitivo da tripsina. Esta, quando presente no meio reacional em

baixas concentragdes, posiciona-se no sitio de especificidade, sitio S; da tripsina, onde é
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estabilizada por interacdes hidrofobicas no bolso hidrofobico e por interacdes
eletrostaticas entre seu grupamento amidina e um residuo carboxilico pertencente a um
acido aspartico localizado no fundo do bolso do sitio S;, apresentando K; de 16,6puM
(MARES-GUIA & SHAW, 1965; MARES-GUIA et al., 1981, OLIVEIRA et al., 1993).
A benzamidina ¢ uma molécula modelo para os estudos de intera¢fes intermoleculares,
por apresentar algumas caracteristicas estruturais similares aos aminoacidos Arg e Lys
(Figura 7). E totalmente protonada no pH fisiolgico, também apresenta possibilidade
de interac@es lipofilicas e um grupo amidina equivalente. Derivados da benzamidina sdo
amplamente aplicados em estudos de afinidade de associacbes enzima-ligante,
interacdes estéricas e principalmente eficiéncia catalitica. Por exemplo, é comprovada a
influéncia de substituintes indutores de elétrons na posicdo para do anel benzénico, com
os doadores incrementando a associa¢do do inibidor a tripsina e 0s grupos atraentes
agindo em sentido contrario. Um desses derivados da benzamidina é o berenil, uma bis-
benzamidina (PEREIRA, 2005).

O berenil é uma molécula formada por duas moléculas de benzamidina ligadas
por meio de uma ligacdo triazeno na posicdo 4 de cada anel (Figura 7). A ligacao
triazeno € susceptivel a clivagem resultando na formacéo de 4-aminobenzamidina e um
sal 4-amidinofenildiazonio (PEREIRA, 2005). O berenil comporta-se como um inibidor
parcialmente competitivo parabdlico da tripsina (JUNQUEIRA et al., 1992; OLIVEIRA

et al., 1993) apresentando Ki de 1,79 uM.
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Figura 7: estrutura quimica da benzamidina (A), cadeia lateral da Lys (B), cadeia lateral da Arg (C) e
estrutura quimica do berenil (D) (PEREIRA, 2005).

Outros tipos de inibidores de proteases foram descobertos em sementes, 0s quais
sdo pequenos peptideos ciclicos e foram denominados como “cyclic knottins™; eles
pertencem a uma familia diversa de peptideos ciclicos que se encontram nas plantas das
familias Rubiaceae, Violaceae e Cucurbitaceae (CONNERS et al., 2007).

A sequéncia peptidica mais promissora é a denominada VhTI isolada a partir da
Veronica hederofolia. Pelo trabalho de Conners et al. (2007), ela é um potente inibidor
de tripsina e tem uma estrutura “helix-turn-helix” o que permitiria modifica¢des para
desenhar inibidores especificos de proteases. A sequéncia da parte ativa da VhTI é
composta de 27 aminoacidos e contem quatro cisteinas o que permite rapidamente sua

polimerizagdo formando pontes de dissulfeto.

3.6. Cinética Enzimatica

Para a caracterizacao cinética, uma das ferramentas mais utilizadas é a obtencédo
de parametros cinéticos da enzima a ser estudada (K, Kea, Keat/Knm) para substratos

cromogénicos sintéticos.
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A utilizacdo de substratos sintéticos é justificada tendo em vista a alta
dificuldade de se obter os substratos naturais em quantidades apreciaveis e graus de
pureza aceitaveis. Gallimore & Friberger (1991) expds em sua revisao sobre o uso de
substratos peptidicos cromogénicos, tais como o0s peptidil-p-nitroanilidas, a
superioridade do uso destes compostos sobre o0s substratos naturais e substratos
sintéticos (ésteres de lisina e arginina). Os substratos cromogénicos do tipo peptidil-
PNA mimetizam sequéncias curtas de aminoacidos dos substratos naturais e permitem o
acompanhamento da hidrdlise destas ligacGes peptidicas por leitura espectrofotométrica,
em comprimento de onda de absor¢cdo maxima em 410 nm, facilitando a obtencdo dos
parametros cinéticos das enzimas que clivam estas liga¢cdes. Outra vantagem do uso
destes substratos € a possibilidade de sintetizar sequéncias especificas de aminoacidos,
permitindo verificar a influéncia da sequéncia peptidica do substrato na atividade
catalitica da enzima, avaliando a especificidade de formacdo do complexo enzima-
substrato (ES).

A obtencdo dos parametros sem a interpretacdo adequada dos resultados pouco
acrescenta aos trabalhos de cinética enzimatica. Para melhor compreensdo dos
parametros cinéticos seguem os seus significados termodinamicos, segundo Segel
(1975):

Constante de Michaelis (Ky) — € uma constante que relaciona a velocidade de uma
reacdo enzimatica com a concentracdo do substrato. Ela estabelece um valor
aproximado para o nivel fisiolégico do substrato. Valores de Ky muito elevados
significa que a formagéo do complexo ES néo é viavel. Com este pardmetro cinético é
possivel comparar enzimas de diferentes organismos ou mesmo de um mesmo
organismo em tecidos diferentes. Medindo-se os efeitos de diferentes compostos sobre

Kwm podemos identificar inibidores fisiologicamente importantes.
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Constante catalitica (K¢t) — € uma constante que determina a velocidade de
transformacédo do complexo ES em enzima e produto (E + P). O valor numérico de Kcy
estabelece a quantidade de ciclos cataliticos que cada unidade de enzima ativa processa
por unidade de tempo, geralmente expresso em s™. Assim como Ky, a K. depende da
estrutura tridimensional e da natureza quimica dos substratos e do centro ativo da
enzima.

Constante de especificidade (Kqa/Knm) - a razédo Kea/Ky conjuga os dois parametros
anteriores e relaciona a eficiéncia catalitica de uma enzima pelo respectivo substrato.
Quanto maior a razdo K/Ky maior serd a adaptacdo do substrato ao centro ativo no
estado de transicdo. Um substrato que se liga muito bem, mas tem um ciclo de catalise
longo ndo apresentard uma boa relacdo Kq/Ky. Da mesma forma ocorre com aquele
substrato que € rapidamente processado, ou seja, tem um ciclo catalitico rapido, mas que
ndo apresenta um grau de afinidade adequado com a enzima. Substratos que ndo se
ligam bem e sdo lentamente processados apresentardo valores de Kq/Ky ainda mais
baixos, significando que a atividade da enzima sobre eles é baixa.

Em casos de sistemas semi-purificados ou extratos enzimaticos os parametros
cinéticos também podem ser calculados. No entanto, como nesses sistemas a quantidade
de enzima total ndo pode ser determinada com precisdo trabalha-se com o parametro
Vmax. ESte ndo é uma constante, mas pode ser usado em célculos cinéticos. No caso, a
velocidade de transformacdo pode ser expressa como Vma/[E] e a constante de

especificidade é dada por Vms/[E]/Kw.

Desta forma, a obtencdo destes pardmetros de uma determinada enzima para

substratos que diferem em sua sequéncia de aminoacidos, pode revelar informacoes
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importantes acerca da estrutura tridimensional do centro ativo da enzima, bem como de

suas preferéncias com relagdo aos substratos naturais sobre os quais tal enzima age.

3.7. Bioinformética estrutural aplicada ao estudo de enzimas

Um dos grandes objetivos da bioinformatica na era pds gendmica € auxiliar no
entendimento estrutural e funcional de proteinas e enzimas. Estudar a funcéo, estrutura e
modo de acdo das proteinas em processos celulares sdo passos primordiais da
biotecnologia (KUNDROTAS & ALEXQV, 2006).

Apesar das consideraveis inovagfes tecnicas, sobretudo nas é&reas de
cristalografia de raios-X e difracdo de néutrons e de ressonancia magnética nuclear
(RMN), muitos problemas bésicos persistem. A obtencdo de amostras em quantidade
suficiente para os ensaios é, em muitos casos, dificil e os cristais obtidos nem sempre
tém a qualidade necessaria para o trabalho experimental, o que justifica o uso de
ferramentas de bioinformética (FILHO & ALENCASTRO, 2003).

A diferenca entre o nimero de proteinas com sequéncias conhecidas e 0 nimero
de proteinas com estrutura e fungdo experimentalmente caracterizadas continua
aumentando. Uma forma de amenizar esta diferenca é através do desenvolvimento de
abordagens computacionais avancadas para predizer a estrutura e fungdo dessas
sequéncias (YANG et al., 2015).

Existem muitas op¢des quanto ao método de célculo a ser aplicado em uma
determinada estratégia de modelagem molecular. Estes métodos basicamente diferem
quanto a natureza do campo de forgca, ou seja, do conjunto de funcdes de energia e
parametros numericos associados. Os campos podem ser totalmente empiricos, como 0s
utilizados em mecénica molecular, ou, no outro extremo, puramente teoricos (métodos

ab initio), passando pelos chamados métodos semi-empiricos. A aplicacdo de um ou

27



outro método ¢é determinada pelo compromisso entre tempo e precisao dos resultados e
pela complexidade do sistema a ser analisado (BARREIRO & RODRIGUES, 1997).

A ferramenta mais bem sucedida de predicdo de estruturas tridimensionais de
proteinas € a modelagem por homologia, também conhecida como modelagem
comparativa (comparative protein modeling). Esta abordagem baseia-se em alguns
padrdes gerais que tém sido observados, em nivel molecular, no processo de evolucao
biolégica: (a) homologia entre sequéncias de aminoacidos implica em semelhanca
estrutural e funcional; (b) proteinas homologas apresentam regides internas conservadas
(principalmente constituidas de elementos de estrutura secundaria: hélices-a e fitas-p);
(c) as principais diferencas estruturais entre proteinas homologas ocorrem nas regifes
externas, constituidas principalmente por algas, que ligam os elementos de estruturas
secundarias (FILHO & ALENCASTRO, 2003).

Um modelo construido por modelagem comparativa necessita que, pelo menos,
uma estrutura 3D da familia em questdo, tenha sido elucidada por técnicas
experimentais e que a sequéncia de aminoacidos da proteina que se quer modelar tenha
sido elucidada. Entretanto, € necessario que entre ambas as sequéncias (problema-
molde), haja certo grau de identidade. Geralmente se considera como significante um
valor acima de 25 % para a identidade sequencial entre a proteina-molde e a proteina-
alvo (PACHECO, 2009).

Com essa crescente demanda por resultados rapidos e menores custos, O
desenvolvimento de softwares para essa area, torna-se cada vez mais comum. Muitas
dessas ferramentas sdo livres, podendo ser utilizadas por qualquer pesquisador sem que
isso gere custos para ele. Para cada uma das etapas no processo de modelagem por
homologia existe um grande numero de métodos, programas e servidores (SOUZA,

2008).
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Dentre os inimeros programas de predicdo de estrutura de proteinas pode-se
citar o I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement). E um algoritmo de
computador avancado para predicdo da estrutura e funcdo de proteinas. Os modelos
estruturais sao primeiro identificados a partir do PDB (Protein Data Banking) pelo
programa LOMETS (Local Meta-Threading -Server) e depois construidos por meio de
simulacdes de alinhamento de fragmentos interativos. Finalmente as possiveis fungdes
da proteina-alvo sdo determinadas por comparacdo com os modelos 3D da base de
dados BioLiP (Figura 8). I-TASSER (assim como o 'Zhang-Server' — desenvolvido pela
Universidade de Michigan) foi classificado como o melhor programa para a predicao de
estruturas de proteinas entre 2006-2012 pelo CASP (Critical Assessment of protein
Structure Prediction), também foi classificado como o melhor para a previsao de funcdo

proteica pelo CASP9 (ZHANG, 2008; ROY et al., 2010; YANG et al., 2013; YANG et

al., 2015).
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Figura 8: Representacdo esquematica do protocolo de predigdo de estrutura 3D e funcéo de proteinas do
programa I-TASSER (ROY et al., 2010).
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A integracdo de métodos experimentais e computacionais tem enorme
importancia na identificacdo e no desenvolvimento de novas moléculas bioativas a
partir de colecdes de compostos reais ou virtuais (GUIDO et al., 2010).

Os meétodos de predicdo da interacdo proteina-ligante se baseiam no
conhecimento do arranjo topologico de alvos bioldgicos, logo, utilizam como pré-
requisito dados 3D detalhados da macromolécula em estudo. Essa informacéo pode ser
obtida mediante a analise de estruturas cristalograficas, de RMN ou de modelagem por
homologia. O docking molecular é uma das principais estratégias e consiste na predicao
da conformacdo bioativa de uma pequena molécula (ligante) no sitio de ligacdo de uma
macromolécula (proteina-alvo), seguido da avaliacéo e classificacdo do modo de ligacao
proposto (GUIDO et al., 2010; TROTT & OLSON, 2010).

As serino-proteases digestivas da Anticarsia gemmatlis, sendo um alvo
promissor na estratégia de controle da praga, tornam-se essenciais nos estudos de
docking com possiveis inibidores. A estratégia facilita a identificacdo de um inibidor

mais potente poupando gastos em ensaios in vitro e in vivo.
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Capitulo 1

Modelagem molecular por homologia e estudos de docking com peptideos sintéticos

inibidores de serino-proteases digestivas tripsina-like de Anticarsia gemmatalis
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RESUMO
As serino proteases digestivas de Anticarsia gemmatalis sdo alvo de estudo como
estratégia alternativa de controle da praga. Para o desenvolvimento de possiveis
inibidores é necessario o conhecimento das estruturas das enzimas, além do estudo das
interacdes com os possiveis inibidores. Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi relizar a
modelagem molecular por homologia das serino-proteases digestivas de A. gemmtalis e
utilizar os modelos obtidos para o estudo de docking com os peptideos ligantes. A partir
do RNA total extraido do intestino médio da lagarta foram obtidas sequéncias utilizadas
na modelagem molecular com o programa I-TASSER. Foram obtidos trés modelos
estruturais validados através dos parametros de C-score e B-factor profile. A analise do
C-score=® classificou as enzimas como serino-proteases. No estudo de docking, dos sete
ligantes testados, somente Gor K, Gor R e Gor 5 apresentaram valores de energia livre
de ligacdo para a formacdo de complexos estaveis. As principais interacdes observadas

foram em regides do centro ativo e sitio secundario das enzimas.

1. INTRODUCAO

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, é considerada uma das principais
pragas da cultura da soja. Os danos causados pelo ataque desse inseto associado a
relevancia econdémica do cultivo de soja para o Brasil e para 0 mundo fomentam a busca
por alternativas no controle dessa praga (SAVIO et al., 2008; VIANNA et al., 2011).
Estratégias de controle de insetos-pragas baseadas no uso de inibidores de proteases tém
sido estudadas e o conhecimento das enzimas digestivas tem se mostrado fundamental.

Estudar a estrutura/funcdo dessas proteinas possibilita o entendimento do

mecanismo adaptativo de A. gemmatalis, ja que a diversidade funcional das moléculas
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expressas esta diretamente correlacionada a adaptacdo dos herbivoros as defesas das
plantas.

As interagdes moleculares do tipo proteina-proteina, enzima-substrato, proteina-
acido nucléico, entre outras, apresentam um papel importante nos processos biologicos
geralmente pela formacdo de complexos estaveis. A estrutura tercidria das proteinas é
necessaria para compreender o modo de ligacdo e a afinidade entre as moléculas
(OGAWA, 2013).

Uma sequéncia de aminoadcidos ao se enovelar resulta em estruturas
tridimensionais. A estrutura tercidria esta intimamente relacionada a funcdo das
moléculas e, portanto, sua determinacdo é parte importante no estudo das proteinas.
Essas estruturas podem ser obtidas por métodos experimentais como cristalografia de
raios-X e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), mas esses metodos
despendem muito tempo e recursos financeiros, além de que muitas estruturas séo
dificeis ou até mesmo impossiveis de serem determinadas por esses métodos. Surge
assim a proposta da modelagem molecular comparativa ou por homologia (FILHO &
ALENCASTRO, 2003; SOUZA, 2008, YANG et al., 2015).

Um modelo construido por modelagem comparativa necessita que, pelo menos,
uma estrutura 3D da familia em questéo tenha sido elucidada por técnicas experimentais
e gque a sequéncia de aminoacidos da proteina que se quer modelar seja conhecida. Além
disso, é necessario que entre ambas as sequéncias (problema-molde) haja certo grau de
identidade (PACHECO, 2009).

Apols a obtencdo da estrutura tridimensional da proteina alvo, o docking
molecular € considerado um abordagem importante para a compreensdo das interacoes
entre o complexo proteina-ligante (OGAWA, 2013). O docking molecular € um

procedimento computacional de predicdo de interacbes ndo covalentes de
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macromoléculas ou, mais frequentemente, de uma macromolécula (receptor) e uma
molécula pequena (ligante) de forma eficiente. O objetivo é prever a conformacao e a
afinidade das ligacdes (TROTT & OLSON, 2010).

A previsdo exata das formas de ligacdo entre o ligante e a proteina é essencial na
concepcao moderna de drogas baseadas na estrutura. A aplicagdo mais importante dos
softwares de docking é a triagem virtual, em que as moléculas mais promissoras sdo
selecionadas a partir de um banco de dados existente para futuras pesquisas. Outra
aplicacdo é a pesquisa de complexos moleculares, sendo possivel avaliar as interacdes
da proteina com diferentes ligantes construidos para compreender as possiveis respostas
bioldgicas (OGAWA, 2013).

Dentro desse contexto, o objetivo do trabalho foi realizar a modelagem
molecular por homologia das serino-proteases do intestino de A. gemmatalis e realizar o
estudo de docking com diferentes ligantes a fim de conhecer possiveis inibidores das

proteases digestivas criando um método alternativo de controle de pragas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Sequéncias utilizadas das serino-proteases intestinais de Anticarsia gemmatalis
As sequéncias das serino-proteases intestinais de A. gemmatalis foram obtidas no
Laboratdrio de Enzimologia e Bioquimica de Proteinas e Peptideos do BIOAGRO/UFV
por Pilon (2012). O RNA total foi extraido do intestino médio de larvas do 5° instar
criadas com dieta artificial. Em seguida foi realizada a sintese de cDNA e a
amplificagdo dos fragmentos de interesse utilizando primers degenerados baseados em
dominios conservados de serino-proteases de outros insetos da ordem Lepidoptera.
Apos sequenciamento foram realizadas analises dos resultados usando o programa

BLASTX. Foram obtidas trés sequéncias denominadas Agem 1, Agem 2 e Agem 3.
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2.2. Modelagem molecular por homologia

Para a predicdo das estruturas 3D e da funcdo das trés sequéncias de serino-
proteases foi utilizado o programa I-TASSER (ZHANG, 2008; ROY et al., 2010;
YANG et al., 2013; YANG et al., 2015) com os parametros standard do programa. A
predicdo é baseada na estrutura secundaria da sequéncia através do perfil de
alinhamento de segmentacdo (PPA — Profile-Profile threading Alignment).
A sequéncia alvo inicialmente é fragmentada e é feito um alinhamento com as estruturas
do PDB (Protein Data Banking) com similaridade superior a 70% para localizar os
possiveis pontos de dobras da estrutura. E avaliado o angulo de torgdo e as distancias
interatdmicas. A resolugdo dos modelos apresentam RMSD (Root Mean Square
Deviation) na faixa de 1-2 A. A precisdo dos modelos das estruturas obtidas pelo I-
TASSER ¢ estimada atraves do calculo da pontuacdo de confianga (ou C-score) das
simulacdes de montagem da estrutura. Esse parametro varia de -5 a 2 e quanto mais
positivo o resultado maior a confiabilidade da estrutura predita. Os modelos gerados
pelo programa foram visualizados e analisados no visualizador VMD (Visual Molecular
Dynamics) (HUMPHREY et al., 1996). A melhor estrutura obtida pelo I-TASSER para

cada sequéncia foi utilizada nos estudos de docking com os ligantes.

2.3. Estudos de docking com diferentes peptideos ligantes

Para os estudos do complexo enzima-ligante foram testados sete diferentes
peptideos. Para determinar qual conformacdo representa melhor a interacdo entre a
enzima e o ligante é avaliado o valor da energia de ligacdo. Valores de energia liberada
acima de -7,0 kcal/mol sdo consideradas satisfatérias e o0 complexo formado é dito como
estavel (TROTT & OLSON, 2010). As sequéncias de cada um dos ligantes estdo

apresentadas na tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncia dos peptideos ligantes utilizados nos estudos de docking com as
trés estruturas 3D preditas das serino-proteases intestinais de A. gemmatalis

Denominacao do peptideo Sequéncia
Gor 1l V-L-K
Gor 2 V-L-R
Gor 3 V-L-F
Gor 4 V-L-Y
Gor 5 V-L-W
Gor K H-A-A-P-K
GorR H-A-A-P-R

Inicialmente foi utilizado o programa Avogadro (HANWELL et al., 2012) para
desenhar a estrutura dos sete peptideos ligantes testados. A estrutura foi mantida em sua
forma linear para que todos os possiveis dobramentos para a interacdo com a enzima
fossem avaliados. Para os estudos de docking foi utilizado o programa AutoDock Vina
(TROTT & OLSON, 2010) que prediz com muito detalhe o docking da cadeia lateral do
receptor com o ligante, sendo préprio para ligantes pequenos. Os ajustes nas estruturas
das enzimas e dos ligantes foram feitos no programa AutoDock Tools. Foram realizados
dois testes: a) avaliacdo das possiveis interacGes em toda a superficie de cada enzima
com cada ligante; b) delimitacdo na estrutura de cada enzima dos sitios de ligacdo
preditos pelo I-TASSER e avaliacdo dos possiveis pontos de interacdo nessa regiao.

O sucesso de algoritmos de docking em prever a posicdo de ligacdo é
normalmente medido em termos do parametro RMSD entre as posi¢cGes dos atomos
pesados dos ligantes observadas experimentalmente e a prevista pelo algoritmo. Um
bom desempenho é geralmente considerado quando o RMSD é inferior a 2 A. O
programa AutoDock Vina trabalha com 78% de preciséo considerando o RMSD menor

que 2 A.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Modelagem por homologia

Para a modelagem molecular foram utilizadas trés sequéncias de serino-
proteases intestinais de A. gemmatalis codificadas pelos genes Agem 1, Agem 2 e Agem
3. As sequéncias de aminoacidos foram denominadas Seq 1, Seq 2 e Seq 3 seguindo a
mesma numeracdo dos respectivos genes. A Seq 1 é constituida de 157 residuos de
aminoéacidos, Seq 2 constituida de 206 residuos e Seq 3 constituida de 169 residuos.

O uso do I-TASSER em comparacdo aos demais programas € vantajoso Visto
que a validacdo do modelo ja é realizada no proprio servidor através da verificacdo de
diferentes parametros de precisdo e confianca do modelo gerado (ROY et al., 2010).

Os modelos foram gerados pelo I-TASSER que combina os métodos de
segmentacdo, modelagem ab initio e refinamento estrutural. O procedimento foi
totalmente automatizado. Para cada sequéncia analisada foi predita a estrutura
secundaria através de simulacGes de alinhamento de fragmentos da sequéncia alvo com
0s possiveis modelos. O programa selecionou os dez melhores modelos existentes no
PDB de estruturas resolvidas por cristalografia para realizar o alinhamento. Para todas
as sequéncias analisadas as proteinas moldes eram serino-proteases com o dominio de
tripsina conservado. A identidade minima de cada modelo com a sequéncia analisada,
nos trés casos, foi maior que 25%.

A precisdo local dessa predicdo é definida como a distancia de desvio (em
Angstrom) entre as posi¢Oes dos residuos nos modelos e na estrutura nativa. O
parametro que avalia se a predi¢éo é confiavel é o B-factor profile (BFP). Residuos de
aminoacidos com valores de BFP maiores do que 2 sdo considerados menos estaveis na
estrutura experimental. Na figura 1 estdo os graficos gerados pelo I-TASSER com o0s

valores de BFP para cada residuo na sequéncia analisada.
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Observa-se que das trés sequéncias avaliadas todas apresentaram valores
satisfatorios de BPF para os residuos de aminoacidos, garantindo uma maior precisdo
das estruturas secundarias preditas nos fragmentos analisados. Os valores de BPF para a
sequéncia Seq 1 variaram de -1,09 a 1,21 sendo predominantes as estruturas de fitas § e
“random coil”. Na sequéncia Seq 2 os valores de BPF variaram de -1,44 a 2,12, sendo
que apenas um residuo apresentou o valor de BPF maior que 2. As estruturas
secundarias mais frequentes em Seq 2 foram fitas 8 e “random coil”. A varia¢do de BPF
para Seq 3 foi de -1,18 a 1,69 e as estruturas secundarias predominantes foram fitas 3 e
“random coil”.

O arranjo caracteristico das serino-proteases tripsina-like é constituido pela
maior quantidade de estruturas tipo folhas B (HEDESTROM, 2002). Assim, as
caracteristicas das estruturas secundarias preditas pelo I-TASSER coincidem com
aquelas comuns as proteinas da familia da tripsina dando maior confiabilidade aos
resultados.

Nas analises da composicdo de aminoacidos de cada enzima, realizadas com o
programa ProtParam, foi observado para a sequéncia Seq 1 um alto conteddo de
residuos de alanina (17), arginina (17) e glicina (15). Existe a predominancia de
residuos carregados positivamente (Arg + Lys) em relacdo aos residuos carregados
negativamente (Asp + Glu): 20 e 13, respectivamente. Para a sequéncia Seq 2 0s
residuos de alanina (21), glicina (19), serina (19) e treonina (19) foram o0s
predominantes, sendo que o numero de residuos carregados negativamente (16) foi
maior do que os residuos carregados positivamente (14). Os residuos de glicina (18),
alanina (16) e valina (15) foram os frequentes na enzima Seq 3, sendo que a distribuicéo
de residuos carregados positivamente e negativamente foi mais uniforme (14 e 15

respectivamente).
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Figura 1: Graficos do pardmetro B-factor profile (BPF) para a predicdo da estrutura secundéaria das sequéncias das serino-proteases intestinais de Anticarsia gemmatalis. (a)
Sequéncia Seq 1. (b) Sequéncia Seq 2. (c) Sequéncia Seq 3.
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Ap0s os alinhamentos, o programa I-TASSER gerou os cinco melhores modelos
3D para cada sequéncia avaliada, os quais foram visualizados pelo programa VMD que
¢ compativel com a extensdo do arquivo .pdb gerado pelo software. O parametro
utilizado para validar essa etapa foi o C-score que prevé a qualidade da modelagem ou
seja, qual a distancia entre as estruturas nativas e 0 modelo previsto (ROY et al., 2012).

Para Seq 1 o C-score dos cinco modelos variaram de -5 a 0,44. Considerando
que quanto mais positivo o valor mais confiavel é o resultado, o modelo selecionado
para os estudos de docking foi o de C-score 0,44. O C-score dos cinco modelos de Seq 2
variaram de -2,49 a 0,22 sendo selecionado o modelo de C-score 0,22. A variacao de C-
score de - 5 a 0,97 foi observado para Seq 3, sendo 0 modelo com o parametro de valor
0,97 selecionado para os estudos posteriores.

Na figura 2 estdo representados os melhores modelos para cada uma das
sequéncias estudadas. O padrdo de enovelamento do dominio catalitico das serino-
proteases é altamente conservado o que favorece um alinhamento com maior precisao
para a predicdo da estrutura 3D (RUSSO, 2006). A atividade catalitica das serino-
proteases da familia da tripsina é fornecido por um sistema de “relé de carga” que
envolve um residuo de acido aspartico, uma histidina e a serina reativa. As sequéncias
na vizinhanca do local dos residuos de serina e histidina ativos sdo bem conservadas
nesta familia de proteases (POLGAR & HALASZ, 1982; CRAIK et al., 1987;
HEDSTROM, 2002). Nos modelos preditos os residuos da triade catalitica estdo
representados em vermelho. Tanto em Seq 1 quanto em Seq 2 o residuo de histidina
encontra-se na estrutura da hélice. A serina reativa que caracteriza a familia encontra-se

no sitio catalitico em todas as trés estruturas apresentadas.

50



Figura 2: Modelos 3D gerados pelo programa I-TASSER das serino-proteases intestinais de A.
gemmtalis utilizando o visualizador VMD. Vista através do sitio ativo. Em vermelho estdo representados
os residuos da triade catalitica, em roxo estdo representadas as a-hélices, em amarelo as folhas-B e em
azul os “random coil”. (a) Modelo de Seq 1 (H6, D56, S143). (b) Modelo de Seq 2 (H59, D103, S201).
(c) Modelo de Seq 3 (H19, D66, S164).

A predi¢do dos possiveis sitios de ligacdo gerados pelo I-TASSER contemplou
os residuos de aminoacidos da triade catalitica para Seq 1. A figura 3 apresenta a regiao

de ligacdo predita pelo programa e a localizacéo da triade catalitica na enzima.
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Binding positions (ITASSER)

679104849505152535456 115118
119120 137 138 139 140 141 142 143

Catalytic triad

Figura 3: Modelos 3D da regido predita para ligacdo na enzima Seq 1. No primeiro modelo na regido em
vermelho estdo os residuos que fazem parte do centro ativo predito pelo I-TASSER. No segundo modelo
estdo destacados em vermelho os residuos da triade catalitica.

Observa-se que os residuos da triade encontram-se na regido predita como centro
ativo da enzima caracterizado por uma cavidade profunda. Para Seq 2 o sitio de ligacéo
predito pelo I-TASSER néo contempla o residuo de aspartato 103 da triade catalitica.

No entanto, é possivel visualizar que o aminoacido esta na regido predita como centro
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ativo em posicdo proxima aos outros dois residuos que constituem a triade catalitica

desta enzima (Figura 4).

Binding positions (ITASSER)

42 5962 639899 100 176 177 195 196
197 198 199 200 201

Catalytic triad

Figura 4: Modelos 3D da regiéo predita para ligagdo na enzima Seq 2. No primeiro modelo na regido em
vermelho estdo os residuos que fazem parte do centro ativo predito pelo I-TASSER. No segundo modelo
estdo destacados em vermelho os residuos da triade catalitica.

Na estrutura de Seq 3 o residuo de aspartato 66 ndo foi predito na regido do
centro ativo apesar dos residuos da triade se encontrarem nessa regido (Figura 5). A

auséncia do residuo de aspartato em Seq 2 e Seq 3 ocorreu apenas no modelo com maior
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C-score. As posicoes foram contempladas entre os cinco melhores modelos para cada
enzima. Nos estudo de docking com as enzimas, as interacdes ocorrem com a triade

como sera discutido posteriormente.

Binding positions (ITASSER)

23491011192223245658596162
63 7677 78 80 81 83 84 85 86 87 88 89 90
91100 106 107 108 111 116 122 123 124
125 126 141 152 157 158 159 160 161 162
163 164

Catalytic triad

Figura 5: Modelos 3D da regi&o predita para ligacéo na enzima Seq 3. No primeiro modelo na regido em
vermelho estdo os residuos que fazem parte do centro ativo predito pelo I-TASSER. No segundo modelo
estdo destacados em vermelho os residuos da triade catalitica.

Para a predicdo da funcdo o I-TASSER selecionou para cada enzima 0s cinco

melhores modelos avaliados pelo parametro C-score que é a pontuagdo de confianca
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para a predicdo do nimero de Classificacdo da Enzima (EC). Os valores de C-score®®
variam entre 0 e 1, onde uma pontuacdo mais alta indica uma previsdo mais confiavel
do EC. A tabela 2 apresenta o maior valor de C-score® para cada enzima e o niimero de
classificacdo da enzima predito.

Tabela 2: Predicdo do numero de Classificacdo da Enzima baseado no pardmetro C-
score™C para as sequéncias das serino-proteases intestinais de Anticarsia gemmatalis

Sequéncia C-score= EC number
Seq1l 0,576 3.4.21
Seq 2 0,561 3.4.21
Seq 3 0,625 3.4.21

A classificacdo EC para todas as trés enzimas foi 3.4.21 que equivale a categoria
serino endopeptidases. O numero de classificacdo EC é baseado na rea¢do quimica que
a enzima catalisa. No caso as enzimas analisadas séo da classe hidrolases, sub-classe
peptidases e especificamente endopeptidases. Dentro desse grupo encontra-se a enzima

tripsina, alvo do estudo dessa modelagem.

3.2. Estudos de docking com os modelos preditos das serino-proteases intestinais de
A. gemmtalis

Os modelos para as sequéncias das enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3 utilizados nos
estudos de docking foram os apresentados na figura 3. Com a ferramenta AutoDock
Tools foram determinados os parametros de flexibilidade, hidrogenacédo dos residuos de
aminoéacidos e o tamanho da caixa com as coordenadas para as simulac@es realizadas no
AutoDock Vina.

As serino-proteases tripsina-like tém preferéncia por clivar substratos que
apresentam arginina ou lisina na posicdo P; (HEDESTROM, 2002). Por esse motivo
foram criadas sequéncias de trés e cinco residuos contendo Arg ou Lys na posi¢éo P;

para avaliar as possibilidades de interacdo e se elas ocorrem com energias favoraveis.
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As demais sequéncias utilizadas foram tripeptideos com modificacdes na posicdo P;
apresentando residuos aromaticos, sendo dois apolares (fenilalanina e triptofano) e um
polar (tirosina) (Tabela 1).

Para as ligacOes entre os peptideos e as enzimas, 0 programa AutoDock Vina
gerou centenas de modelos e as energias de ligacdo mais favoraveis para cada complexo
estdo apresentadas na tabela 3.

Tabela 3: Energia de ligacdo do melhor modelo de docking predito pelo AutoDock
Vina entre o peptideo ligante e as serino-proteases intestinais de A. gemmatalis

Energia de Ligacdo (kcal/mol)

Peptideo Seq 1l Seq 2 Seq 3
Gorl -6,0 -6,7 -7,0
Gor 2 -6,6 -6,9 -7,2
Gor 3 -7,1 -1,7 -8,3
Gor 4 -6,9 -7,6 -8,4
Gor5 -7,5 -8,3 -8,9
Gor K -7,5 -8,4 -8,3
GorR -1,7 -8,1 -8,5

a) Estudo de docking do ligante Gor 1 com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3

Para a interagdo entre Gor 1 e Seq 1 o programa AutoDock Vina gerou 17410
modelos de possiveis interacdes. A frequéncia de ligacdo na regido do centro ativo
predita pelo I-TASSER foi de 75% entre todos os modelos gerados e apenas 25% em
uma regido identificada como sitio secundario (Figura 6). Esta é uma regido de contato
muito proxima ao centro ativo constituida pelos residuos de Tyr 39, His 40 e Tyr 151
(numeracao para o tripsinogénio) (ANDRADE et al., 1990). Oliveira e colaboradores
(1993), quando fizeram a marcagdo dos residuos de tirosina proximos ao centro ativo da
B-tripsina bovina com cloreto de p-diazoniobenzamidina verificaram que o residuo de
Tyr 151, presente no subsitio S,, participa do fendmeno de ativacdo enzimatica. Os

autores consideraram que este fendbmeno é caracterizado pela ligacdo de uma segunda
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molécula de modificador quimico que induz a mudanca conformacional da enzima,

proprocionando um melhor ajuste do substrato ao sitio catalitico.

Figura 6: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor 1 e a enzima Seq 1. (a) Em roxo estdo
destacados os residuos do centro ativo que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados
os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo os residuos proximos ao sitio secundario que fazem
interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica.

Na figura 6 estdo os melhores modelos de interagdo de Gor 1 com Seq 1
considerando a distancia de 6A, que é a maxima para as interagdes ndo covalentes entre
proteinas. Observa-se que Gor 1 na regido catalitica faz contato com os residuos de
aspartato 56 e serina 143 da triade catalitica. Na regido proxima ao sitio secundario
observa-se a interacéo do peptideo com o residuo de tirosina 70 presente no subsitio S,
que esta relacionado ao fenémeno de ativacdo da enzima.

A maior energia de ligacdo entre os modelos gerados para a interacdo do
peptideo na regido do centro ativo foi de -6,0 kcal/mol. No caso da interacdo com a
regido do sitio secundario a maior energia foi de -5,9 kcal/mol. Mesmo com menor
frequéncia de ligagdo no dominio do sitio secundario, o valor de energia de ligacdo do
melhor modelo gerado ficou muito préximo ao modelo de interagcdo com o centro ativo

da enzima.
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A maior frequéncia de ligacdo do peptideo Gor 1 ao dominio do centro ativo de
Seq 1 pode ser explicado pelo tamanho da cavidade, ja que a presenca do residuo
volumoso no ligante (a cadeia lateral da lisina) torna sua acomodacdo mais propicia a
essa regido. Além disso, a carga positiva da lisina favorece a interacdo eletrostatica com
0 aspartato carregado negativamente que esta presente no fundo do bolso hidrofobico
(sitio anibnico) do centro ativo e que dita a especificidade das serino-proteases por Arg
e Lys em P; (PERONA & CRAIK, 1995; SENA, 2006).

Para a interacdo de Gor 1 com Seq 2 foram gerados 5480 modelos de possiveis
ligacBes entre o peptideo e a enzima a uma distancia de 6 A. Seq 2 apresenta uma
estrutura mais densa sem a presenca de cavidades quando comparada a Seq 1. A
avaliacdo da frequéncia de ligacdo do peptideo a Seq 2 demonstra uma preferéncia de
interacdo com a regido do sitio secundario em 99,7% dos modelos gerados. Ndo ha
interacdo do peptideo com o centro ativo da enzima. Na figura 7 estdo representados 0s
dois melhores modelos energeticamente favoraveis da interacdo do peptideo Gor 1 com

Seq 2.

Figura 7: Modelo tridimensional das intera¢Ges entre o ligante Gor 1 e a enzima Seq 2. (a) Em roxo e (b)
em azul estdo destacados os residuos da regido proxima ao sitio secundario que fazem interacdo com o
peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica.
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Os dois melhores modelos representados tiveram energia de ligacdo de -6,7
kcal/mol (Figura 7a) e -6,1 kcal/mol (Figura 7b). No modelo 7a ocorre interacdo com 0s
residuos de tirosina e histidina do sitio secundario o que justifica a maior energia de
ligacdo na formacdo do complexo enzima-ligante. No modelo apresentado em 7b ndo ha
interacdes com residuos de tirosina presentes na regido do sitio secundario justificando
a menor energia de ligacdo do complexo.

A predicdo do programa I-TASSER contempla os residuos da triade catalitica de
Seq 2, no entanto ndo ha nenhum modelo de interacdo com energia favoravel para a
ligacdo no centro ativo da enzima. Na figura 8 observa-se que a regido preferencial de
ligacdo do peptideo encontra-se do lado oposto de onde estd o centro ativo da enzima.
Nota-se que na regido marcada em azul ha uma cavidade constituida na maior parte por
residuos de caracteristicas hidrofobicas. A estrutura mais densa da enzima e a
conformacdo preferencial do ligante sdo as possiveis causas da auséncia de interacdo

com os residuos da triade catalitica.

Figura 8: Modelo tridimensional da ezima Seq 2. Em vermelho estdo destacados os residuos do centro
ativo preditos pelo I-TASSER e em azul a regido do lado oposto do centro ativo onde ocorreu a
preferéncia de interacdo do ligante Gor 1.

Para a ligacdo de Gor 1 e Seq 3 forma gerados 8210 modelos que apresentaram

interacdo em uma Unica regido da enzima com distancia de 6 A. A energia de ligagdo do
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melhor modelo foi de -7,0 kcal/mol. A enzima Seq 3 foi a que apresentou o0 maior
numero de sitios de ligacdo preditos pelo I-TASSER. No entanto, apenas uma regido

encontrada fora do sitio catalitico teve preferéncia pelas ligacGes (Figura 9).

Figura 9: Representacdo dos principais pontos de interacdo na enzima Seq 3 prevista pelo I-TASSER. (a)
Em vermelho estdo destacados todos os possiveis pontos de interagdo na enzima preditos pelo programa
I-TASSER. (b) Em vermelho estdo destacadas a regido da triade catalitica (esquerda) e a regido
preferencial de interacdo do peptideo Gor 1 (direita).

A analise dos residuos que fazem contato com Gor 1 demonstrou que na regido
de interagdo a maioria dos residuos tem caracteristicas hidrofobicas e a presenca de uma
serina na posi¢do 37 seria responsavel por estabilizar a carga positiva da lisina (Figura
10). Nos estudos de docking sdo avaliadas as energias dos angulos de torcdo e as
distancias interatomicas do ligante para gerar a melhor conformagdo de encaixe na
proteina (OGAWA, 2013). A conformacdo do peptideo que apresentou energia livre
favoravel ndo seria a mais adequada para os encaixes na regido do centro ativo 0 que

justifica a auséncia de modelos com boa energia de ligacdo na regido do sitio catalitico.
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Figura 10: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor 1 e a enzima Seq 3. Em roxo estéo
destacados os residuos que fazem contato com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da
triade catalitica.

b) Estudo de docking do ligante Gor 2 com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3

Para a ligacdo de Gor 2 com Seq 1 foram gerados 25920 modelos de possiveis
interacdes. A frequéncia de ligacdo na regido do centro ativo (58%) e na regido do sitio
de especificidade (42%) apresentou uma distribuicdo mais uniforme se comparada ao
peptideo Gor 1.

Ao avaliar os residuos de contato a uma distancia de 6A observou-se que Gor 2
interagiu com a regido do centro ativo com energia de -6,6 kcal/mol, sendo que entre 0s
residuos de contato dois sdo da triade catalitica: aspartato 56 e serina 143 (Figura 11). A
projecdo espacial do residuo de histidina da triade catalitica no melhor modelo de
interacdo apresenta-se fora do plano da cavidade onde se encontra o peptideo o que

justificaria a auséncia de interacdo entre eles.
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(b)

Figura 11: Modelo tridimensional das interacfes entre o ligante Gor 2 e a enzima Seq 1. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos do centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo
marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo os residuos proximo ao sitio secundario que
fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica.

A energia de interacdo do peptideo com o sitio secundario foi de -6,2 kcal/mol.
Observa-se interacdo com o residuo de tirosina 70 presente no subsito S, com valor de
energia maior quando comparado a Gor 1.

Para a interacdo de Gor 2 com Seq 2 foram gerados pelo programa AutoDock
Vina 6950 modelos de possiveis interacfes. A maior frequéncia de ligac6es (98,7%) foi
na regido da cavidade hidrofébica com energia de -6,9 kcal/mol (Figura 12). A
diferenga da energia de ligacdo de Gor 1 e Gor 2 na cavidade hidrofobica pode ser
justificado pela conformacdo espacial do peptideo e tamanho da cadeia lateral do
residuo em P;. A presenca de dois 4&tomos de nitrogénio a mais na cadeia lateral da
arginina possibilitou maior contato com os residuos da cavidade que ndo foram

observados com Gor 1 tornando o complexo Seq 2-Gor 2 mais estavel.
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Figura 12: Modelo tridimensional das interacfes entre o ligante Gor 2 e a enzima Seq 2. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da cavidade hidrofébica que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho
estdo marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo os residuos da regido do centro ativo
que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica.

Observa-se uma pequena frequéncia de interagdes no centro ativo da enzima
(1,3%) que ndo foi observada para Gor 1 (Figura 12). A energia de ligacdo nessa regido
foi de -6,1 kcal/mol e o ligante faz contato com os residuos de aspartato 103 e serina
201 da triade catalitica.

Assim como observado com Gor 1, a interacdo de Gor 2 com Seq 3 ndo
contemplou a regido do centro ativo. Foram gerados 10220 modelos e a energia de
ligacdo e a conformacdo favoravel do ligante originaram modelos que ndo interagem
com o centro ativo da enzima. A figura 13 mostra o0 melhor modelo para a interagéo

com energia de -7,2 kcal/mol.
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Figura 13: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor 2 e a enzima Seq 3. Em roxo estéo
destacados os residuos que fazem contato com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da
triade catalitica.

Lopes e colaboradores (2006) avaliando os parametros cinéticos das tripsinas de
diferentes insetos verificaram que para Lepidopteras ndo houve preferéncia para
substratos contendo lisina ou arginina na posicdo P;. No entanto, considerando os
valores das energias de ligacdo observa-se uma maior estabilidade do complexo enzima-
ligante, tanto na interagdo com o centro ativo quanto na interacdo no sitio secundario,
guando em P, encontra-se um residuo de arginina. 1sso pode ser explicado pelo tamanho
da cadeia lateral, ja que a arginina tem um radical maior, com dois &tomos de nitrogénio
a mais que a lisina. Outra hipotese é que a presenca de dois 4&tomos de nitrogénio a
mais, ndo carregados, disponibiliza dois pares de elétrons na extremidade da cadeia
lateral da Arg favorecendo a interacio eletrostatica (SENA, 2006; MAGALHAES et al.,

2007).
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¢) Estudo de docking do ligante Gor 3 com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3

A interacdo do peptideo Gor 3 com Seq 1 apresentou frequéncia de 30% de
ligacdo proximo a regido do centro ativo em comparacao aos 70% em regides diferentes
para os 16800 modelos preditos (Figura 14). A substituicdo de residuos polares
carregados positivamente na posicao P, por um residuo apolar e aromatico diminuiu a

probabilidade de interagdes com o dominio do centro catalitico.

(b)

Figura 14: Modelo tridimensional das interacGes entre o ligante Gor 3 e a enzima Seq 1. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos proximos ao sitio secundario que fazem interacdo com o peptideo. Em
vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo os residuos do centro ativo
que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica.

A energia de ligacdo para as interagcbes com o centro ativo foi de -6,9 kcal/mol e
a maior energia de ligacdo para 0 modelo das interagdes com a regido proxima ao sitio
secundério foi de -7,1 kcal/mol. A maior energia na interagdo do peptideo apolar com a
cavidade delimitada em roxo deve-se a natureza hidrofébica dos residuos da regido. Nao
se observa ligacdo com nenhum residuo de tirosina presente no sitio secundario.

Quando interage com o centro ativo, o peptideo se liga aos residuos de aspartato
56 e serina 143 da triade catalitica. No entanto, a conformac&o do ligante e a anélise do
programa mostram que as principais interacdes na regido deve-se a cadeia principal e
ndo aos radicais dos residuos de aminoacidos. As caracteristicas polares dos residuos do

centro ativo pode ser a causa da menor frequéncia de ligacéo.
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Na interacdo de Gor 3 e Seq 2 foram gerados 3260 modelos de possiveis
ligacbes. A maior frequéncia de ligacdo foi na cavidade hidrofobica da enzima (96,9%)
com energia de -7,7 kcal/mol (Figura 15). A maior energia de interacdo de Gor 3 em
comparacdo a Gor 1 e Gor 2 deve-se a natureza do ligante que é apolar, por isso as
interacdes hidrofobicas nessa regido sdo maiores com o peptideo Gor 3 tornando o
complexo mais estavel. No sitio secundario observa-se a interacdo com as tirosinas 18 e

28, sendo gque ha um grande contato do ligante com a tirosina 28.

Figura 15: Modelo tridimensional das interaces entre o ligante Gor 3 e a enzima Seq 2. (a) Em roxo
estéo destacados os residuos da cavidade hidrofébica que fazem interagdo com o peptideo. Ao fundo, em
vermelho, estd marcado um dos residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo os residuos da regido
préxima ao centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da
triade catalitica.

A energia de ligagdo na regido préxima ao centro ativo foi de -6,8 kcal/mol com
uma frequéncia de 3,1% dos modelos gerados. Ocorre um ponto de contato do ligante
com o aspartato 103 da triade catalitica, mas ndo se observa o encaixe do peptideo na
cavidade da triade catalitica.

Para a interagdo de Gor 3 e Seq 3 foram gerados 4190 modelos e ndo houve
modelo de interacdo do peptideo com os residuos da triade catalitica (Figura 16). A
maior energia de ligacdo para os modelos gerados foi de -8,3 kcal/mol com os principais

pontos de contato em residuos hidrofébicos.
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Figura 16: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor 3 e a enzima Seq 3. Em roxo estéo
destacados os residuos que fazem contato com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da
triade catalitica.

A conformacao do peptideo e a sua natureza hidrofobica sdo as principais razfes
de ndo existirem modelos com boa energia de ligacao para as intera¢cbes com o centro
ativo. Ndo foi observada interacdo com nenhum residuo de tirosina do sitio secundario
da enzima.

Devido ao alto valor energético das interacdes do peptideo Gor 3 com Seq 3
deve ser feita uma avaliacdo da atividade enziméatica em presenga desse ligante. O
complexo formado é estavel e possivelmente sua ligacdo, mesmo que fora da regido
catalitica, pode interferir na capacidade de hidrolise da enzima por modificagdes

conformacionais que diminuem a afinidade da enzima pelo substrato.

d) Estudo de docking do ligante Gor 4 com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3
A presenca de um residuo polar na posi¢do P; de Gor 4 aumentou a frequéncia
de ligacdo na regido do centro catalitico da enzima quando comparado a Gor 3.

Observa-se uma distribuicdo homogénia da frequéncia, sendo 49% dos modelos com
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interacdes na regido do centro ativo e 51% em regido proxima ao sitio secundario para

0s 15170 modelos gerados (Figura 17).

(@)

Figura 17: Modelo tridimensional das interaces entre o ligante Gor 4 e a enzima Seq 1. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos do centro ativo que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo
marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados os residuos préximos ao sitio
secundario que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade
catalitica.

A energia de ligacdo na regido do centro ativo para o melhor modelo foi de -6,9
kcal/mol. A natureza polar do residuo de tirosina pode ser a prinicpal explicacdo para o
aumento da frequéncia das possiveis ligacdes no centro ativo da enzima. Nessa regido
ocorrem interac@es deste peptideo com os residuos de aspartato 56 e serina 143 da triade
catalitica. Na regido delimitada de azul ocorre interacdo com a serina 143 da triade
catalitica, porém ndo ocorre nenhum contato com o residuo de tirosina 70 que
caracteriza o sitio secundario. Para as interaces na regido proxima ao sitio secundario a
energia de ligacdo foi de -6,8 kcal/mol. A interacdo do ligante com a serina 143, tanto
no centro catalitico como fora dele, pode justificar valores proximos de energia de
formag&o do complexo para os dois modelos apresentados.

Para a interacdo de Gor 4 com Seq 2 foram gerados 2940 modelos de possiveis
interacbes com frequéncia de 97,3% das interagbes ocorrendo na cavidade do sitio
secundario da enzima (Figura 18). A energia de ligacdo do melhor modelo foi de -7,6

kcal/mol. Nenhum modelo com energia favoravel foi gerado para a interacdo de Gor 4
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com a regido do centro ativo de Seq 2. Observa-se a interacdo com o residuo de tirosina
28 presente no sitio secundario da enzima. A conformacdo mais estavel do peptideo
favoreceu um grande nimero de pontos de contato da tirosina 28 com 0s grupamentos

da cadeia lateral do ligante.

(b)

Figura 18: Modelo tridimensional das interaces entre o ligante Gor 4 e a enzima Seq 2. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da cavidade hidrofébica que fazem interagdo com o peptideo. Ao fundo, em
vermelho, esta marcado um dos residuos da triade catalitica. (b) Em azul estédo os residuos da cavidadade
entre o centro ativo e o sitio secundario que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo
marcados os residuos da triade catalitica.

A frequéncia de modelos com interagbes em uma cavidade entre o centro ativo e
o sitio secundario foi de 2,7% e a energia do melhor modelo gerado foi de -6,9 kcal/mol
(Figura 18 e 19). Na cavidade ocorrem interagdes com residuos de serina, mas que ndo
fazem parte da triade catalitica da enzima. No geral, as interagdes de ligantes com as
enzimas dependem do tamanho da cadeia polipeptidica. Os residuos de aminoéacidos
presentes em P,, P3, P4, etc, bem como dos aminoacidos em Py’, P,, P3’, etc, sdo
importantes para a efetiva formacdo do complexo enzima-ligante favorecendo ou
inibindo a atividade catalitica (SENA, 2006). O tamanho do tripeptideo Gor 4 pode ser
a justificativa para a interacao inespecifica na cavidade fora da regido do centro ativo da

enzima.
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Figura 19: Representacdo da cavidade situada entre o centro ativo e o sitio secundario da enzima Seq 2.
Em vermelho estdo destacados residuos do centro ativo da enzima, em azul os residuos do sitio
secundario e em verde esté representado o peptideo Gor 4 na conformagdo de maior energia.

Para a interacdo de Gor 4 com Seq 3 foram gerados 5060 modelos de possiveis
ligac6es sendo que nenhum modelo apresentou energia favoravel para a interacdo com o
centro ativo da enzima. A energia de ligagdo do melhor modelo foi de -8,4 kcal/mol
(Figura 20). A maioria dos residuos que fazem contato com o ligante tém caracteristicas
hidrofébicas, no entanto ocorre interacdo da serina 37 com o residuo de tirosina do
ligante devido a natureza polar desses aminoacidos. N&o foi observada interacdo com

nenhum residuo de tirosina que caracteriza a regido do sitio secundario.
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Figura 20: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor 4 e a enzima Seq 3. Em roxo estdo
destacados os residuos que fazem contato com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da
triade catalitica.

e) Estudo de docking do ligante Gor 5 com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3

Para o peptideo Gor 5 o programa AutoDock Vina gerou 15170 modelos de
possiveis interacbes com a enzima Seq 1. Apenas 32% dos modelos apresentaram
interaces na regido catalitica da enzima observando-se contato com os residuos de

aspartato 56 e serina 143 da triade catalitica (Figura 21).

Figura 21: Modelo tridimensional das interaces entre o ligante Gor 5 e a enzima Seq 1. (@) Em roxo
estdo destacados os residuos da regido proxima ao sitio secundario que fazem interacdo com o peptideo.
Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados os residuos do
centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade
catalitica.
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A energia de ligacdo para o melhor modelo que interage na regido do centro
ativo foi de -7,3 kcal/mol. A maior frequéncia observada foi para a regido do sitio
secundario com 68%, sendo a energia de ligacdo para o melhor modelo de -7,5
kcal/mol. Nao foi observado a interacdo com o residuo de tirosina 70 presente no
subsitio S, , no entanto ocorre o contato com a serina 143 da triade catalitica na regido
delimitada em roxo (Figura 21).

A predominancia de residuos hidrofébicos nessa regido pode ser a explicagédo
para a maior frequéncia de modelos de interacdo, ja que o peptideo tem natureza
hidrofébica e ndo poderia interagir bem em regifes com alto conteddo de residuos
polares. Nota-se que o peptideo Gor 3, que também é hidrofobico, apresentou uma
frequéncia de ligacdo na regido do sitio secundario (70%) muito préxima ao Gor 5 com
uma energia de ligacdo de -7,1 kcal/mol. A maior energia de Gor 5 em relacdo a Gor 3
pode ser explicado pelo tamanho da cadeia lateral do residuo de triptofano que
favoreceria um contato mais intimo com os residuos hidrofébicos da regido.

Dos 2940 modelos gerados para as interacbes de Gor 5 com Seq 2, a maior
frequéncia de ligacdo (93,5%) foi na regido do sitio secundario (Figura 22). O melhor
modelo apresentou valor de energia de ligacdo de -8,3 kcal/mol caracterizando a
formacdo de um complexo estavel. Observam-se varios pontos de contato do ligante
com a tirosina 28 do sitio secundario da enzima. A fenda é caracterizada pela presenca
de inimeros residuos hidrofébicos que fazem contato com o ligante e a caracteristica
apolar de Gor 5 justifica o alto valor energético para o melhor modelo de interagdo na

regido.
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Figura 22: Modelo tridimensional das interaces entre o ligante Gor 5 e a enzima Seq 2. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da regido proxima ao sitio secundario que fazem interagdo com o peptideo.
Ao fundo, em vermelho, esta marcado um dos residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados
os residuos do centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos
da triade catalitica.

Diferente de todos os tripeptideos testados, Gor 5 faz interagdo com os trés
residuos da triade catalitica de Seq 2 (H59, D103 e S201). A frequéncia de interacdo
com o centro ativo da enzima foi de 6,4% dos modelos gerados. O melhor modelo teve
energia de ligacdo de -7,4 kcal/mol.

Com a caracteristica apolar de Gor 5 seria pouco provavel a interacdo com o
sitio ativo da enzima devido as caracteristicas polares dos residuos da triade. No
entanto, os estudos de docking mais comuns sdo feitos considerando todas as
conformagdes possiveis do ligante, a flexibilidade das cadeias laterais dos residuos da
enzima e a conformagéo preferencial da enzima (OGAWA, 2013). Possivelmente, a
conformacéo preferencial assumida por Gor 5 favoreceu o contato da cadeia principal
dos residuos apolares do ligante com a cadeia lateral dos residuos polares da triade. Os
dados gerados pelo programa AutoDock Vina confirmam a participacdo do carbono a,
do oxigénio da carbonila e do nitrogénio da cadeia principal dos residuos do peptideo

nas interacdes com os residuos da triade.
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No caso de Gor 1 e Gor 2, a presenca da carga positiva e da cadeia lateral longa
do residuo em P; diminuem as conformacgdes possiveis assumidas por esses peptideos
devido ao impedimento estérico. Apenas Gor 2 apresentou modelos de interacdo com
residuos da triade. Assim, considerando a conformacdo preferencial assumida pela
enzima, 0s possiveis encaixes de Gor 2 com Seq 2 formam complexos menos estaveis
quando comparado a Gor 5. Isso é evidenciado pela maior frequéncia de ligacdo ao
centro ativo e pelos valores de energia de ligacdo do complexo formado entre Gor 5 e
Seq 2.

Para as interacGes de Gor 5 e Seq 3 foram gerados 3870 modelos, sendo que nao
houve modelos de interacdo na regido do centro ativo com energia favoravel. A energia

de ligacdo do melhor modelo gerado foi -8,9 kcal/mol (Figura 23).

Figura 23: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor 5 e a enzima Seq 3. Em roxo estdo
destacados os residuos que fazem contato com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da
triade catalitica.

A caracteristica hidrofébica dos residuos da cavidade justifica a maior energia de
ligagdo para Gor 5 quando comparado aos demais tripeptideos. A diferenca de energia

entre os peptideos apolares Gor 3 e Gor 5 deve-se a cadeia lateral do residuo em P;. O
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triptofano apresenta uma cadeia lateral mais volumosa favorecendo o maior numero de
interacdes hidrofobicas na cavidade da enzima formando um complexo mais estavel.
Para todos os tripeptideos estudados, as conformacdes preferenciais assumidas
por eles ndo favoreceram as interacfes com os residuos da triade catalitica da enzima.
Quando consideramos o tamanho do peptideo ligante assumimos que quanto maior seu
tamanho menores sdo as conformaces estaveis assumidas, mas maiores sdo 0s pontos
de contato nas interacbes com a enzima formando um complexo mais estavel
(OGAWA, 2013). Dessa forma, o tamanho dos tripeptideos seria a principal causa da
auséncia de interacbes com o centro ativo. Observamos interacdes em regides
inespecificas da enzima formando complexo com energia favoravel o que ndo ocorre na

regido do centro ativo.

f) Estudo de docking do ligante Gor K com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3

O aumento da cadeia peptidica do ligante pode favorecer o contato com a
enzima e dessa forma apresentar um complexo mais estavel com energias de ligacédo
maiores.

Para a interacdo de Gor K com Seq 1 foram gerados 14230 modelos sendo a
frequéncia de interacdo no centro ativo da enzima de apenas 26% (Figura 24). As
possibilidades de conformacbes favoraveis assumidas pelo peptideo podem ter
diminuido, devido a extensdo da cadeia. Com um numero menor de conformacgoes
possiveis que podem encaixar na regido do centro ativo observa-se a diminui¢do da
frequéncia. No entanto, quando esta interacdo acontece a energia de ligacdo de
formacdo do complexo enzima-ligante é de -7,4 kcal/mol. Ocorre interagdo com o

residuo de aspartato 56 e serina 143 da triade catalitica.
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Figura 24: Modelo tridimensional das interacdes entre o ligante Gor K e a enzima Seq 1. (a) Em verde
estéo destacados os residuos da regido proxima ao centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em
vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados os residuos da
regido proxima ao sitio secundario que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados 0s
residuos da triade catalitica.

A frequéncia de interacdo no sitio secundario foi de 74% sendo que o melhor
modelo apresentou energia de ligacdo de -7,5 kcal/mol. Ndo foi observado interacao
com a tirosina 70 do subsitio S,. A extensdo da cadeia do ligante aumentou as
interacdes na regido comparado aos tripeptideos Gor 1 e Gor 2. Isso € evidenciado pelos
valores de energia de ligacdo na formacdo do complexo. A carga positiva do residuo de
lisina é estabilizada na interacdo com o aspartato 20 encontrado no fundo da cavidade
delimitada em azul (Figura 24).

Para a interagdo de Gor K com Seq 2 foram gerados 5940 modelos com 90% dos
modelos gerados apresentado interacdo na cavidade proxima ao sitio secundario (Figura
25). A energia de ligacdo do melhor modelo foi -8,4 kcal/mol. Observa-se interagéo
com a tirosina 18 e 28 do sitio secundario da enzima. O aumento da cadeia do ligante
aumentou o contato com os residuos da cavidade o que justifica o maior valor
energético da formacdo do complexo quando comparado aos tripeptideos Gor 1, Gor 2
Gor 3 e Gor 4. Em relacdo a Gor 5 a energia de ligacdo foi semelhante a Gor K pela

possibilidade de flexibilidade do tripeptideo.
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Figura 25: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor K e a enzima Seq 2. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da regido proxima ao sitio secundario que fazem interagdo com o peptideo.
Ao fundo, em vermelho, esta marcado um dos residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados
os residuos do centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos
da triade catalitica.

Diferente do tripeptideo Gor 1 que também possui um residuo de arginina em P,
0 peptideo Gor K interage com o centro ativo da enzima Seq 2. A frequéncia de ligacao
para o centro ativo foi de 10% dos modelos gerados. A energia de ligagdo do melhor
modelo foi -7,6 kcal/mol. Observa-se interacdo com os residuos de aspartato 103 e
serina 201 que compdem a triade catalitica. A conformagéo assumida por Gor K e o
tamanho da cadeia favoreceram o maior nimero de interacdes com o0s residuos do
centro ativo formando um complexo mais estdvel comparado ao complexo de Seq 2
com Gor 1.

Para a interacdo de Gor K e Seq 3 foram gerados 7660 modelos sendo que
99,87% foram modelos de interagcdo com a regido do sitio secundario (Figura 26). A
maoir energia de ligacdo foi de -8,3 kcal/mol. Observa-se interacdo com residuos
hidrofébicos e a carga positiva da lisina é estabilizada pela ligagdo com a serina 37. Ndo

houve interacdo com a tirosina do sitio secundario da enzima.
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Figura 26: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor K e a enzima Seq 3. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da regido préxima ao sitio secundario que fazem interacdo com o peptideo.
Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados os residuos do
centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade
catalitica.

Para o peptideo Gor K houve uma pequena frequéncia de ligacdo com o centro
ativo da enzima (0,13%). A energia de ligacdo para o melhor modelo gerado foi de -7,3
kcal/mol sendo considerado estavel o complexo formado. Observa-se as interacbes com
os residuos de histidina 19, aspartato 66 e serina 164. Nenhuma das interacfes no sitio
catalitico da enzima Seq 3 ocorreram com 0s tripeptideos testados, mesmo para Gor 1
que também apresenta um residuo de lisina em P;. A justificativa para essa interacao
deve-se ao tamanho do peptideo Gor K que torna a ligacdo mais estavel e favorece a
permanéncia dele na cavidade do sitio ativo. As caracteristicas dos residuos do ligante
em posicBes diferentes de P, é fundamental para a estabilidade do complexo formado

entre enzima e ligante (SENA, 2006; MAGALHAES et al., 2007).

g) Estudo de docking do ligante Gor R com as enzimas Seq 1, Seq 2 e Seq 3
Para as interacOes de Gor R e Seq 1 o programa AutoDock Vina gerou 13200
modelos de possiveis interacdes sendo 36% dos modelos com intera¢fes no centro ativo

da enzima (Figura 27). A energia de ligacdo do melhor modelo gerado foi -7,7 kcal/mol.

78



(b)

Figura 27: Modelo tridimensional das interacbes entre o ligante Gor R e a enzima Seq 1. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da regido do centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho
estdo marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados os residuos da regido do sitio
secundario que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade
catalitica.

Observa-se interacdes com o residuo de aspartato 56 e serina 143 da triade
catalitica. A auséncia de interagdes com o residuo de histidina 6 deve-se a conformacao
da enzima. A energia de ligacdo para a formagdo do complexo foi ligeiramente maior
quando comparada a energia do complexo com Gor K. O tamanho da cadeia lateral do
residuo de arginina possibilita maior contato com a enzima tornando o complexo
enzima-ligante mais estavel.

A frequéncia de interacdo no sitio secundario foi de 64%. A energia de ligacdo
do melhor modelo foi -7,4 kcal/mol. Observa-se ligacdo com o residuo de tirosina
presente no subsitio S, . A cavidade é caracterizada pelo alto contetdo de residuos com
caracteristicas hidrofobicas, sendo o residuo de aspartato 74 o responsavel por
estabilizar a carga positiva da arginina na conformagéo assumida pelo ligante.

Para as interacGes de Gor R e Seq 2 foram gerados 3710 modelos, sendo a
frequéncia de interagdo na regido do centro ativo de 10% (Figura 28). A energia de

ligacdo do melhor modelo gerado foi de -8,0 kcal/mol.
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(2)

Figura 28: Modelo tridimensional das interacfes entre o ligante Gor R e a enzima Seq 2. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da regido proxima ao sitio secundario que fazem interagdo com o peptideo.
Ao fundo, em vermelho, esta marcado um dos residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados
os residuos da regido do centro ativo que fazem interacdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados
os residuos da triade catalitica.

Observa-se a interacdo de Gor R com os trés residuos que constituem a triade
catalitica de Seq 2 (H59, D103, S201). Apesar da interacdo com todos os residuos da
triade, a energia de formacdo do complexo foi menor quando comparada a interagcdo de
Gor K com o centro ativo de Seq 2 que ndo contemplou a ligacdo com o residuo de
histidina 59. A projecéo espacial para fora do plano da cadeia lateral da histidina
dificultou a interacdo do peptideo Gor K. Além disso, a conformacdo assumida pelo
ligante favoreceu a interacdo com residuos mais profundos da cavidade do centro ativo
que justifica a formacdo do complexo mais estavel. No caso de Gor R, a conformacéo
assumida pelo ligante favoreceu a interagdo com a histidina o que dificultou o encaixe
na regido mais profunda da cavidade justificando a diferenca de energia para a ligacao
na mesma regido da enzima.

A frequéncia de ligacdo no secundario foi de 90%. A energia do melhor modelo
gerado foi de -8,1 kcal/mol. Ocorre interacdo com os residuos de tirosina 18 e 28 do
sitio secundario da enzima. Para a interacdo de Gor 2 com Seq 2 a energia de formacéo

do complexo foi menor do que para o ligante Gor R. O aumento da cadeia do peptideo
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favoreceu 0 maior contato com os residuos da cavidade formando um complexo mais
estavel e com maior energia livre de ligacdo.

A interacdo de Gor R com Seq 3 apresentou frequéncia de ligacdo na regido
proxima ao sitio secundario de 99,72% entre os 10710 modelos gerados pelo programa

(Figura 29). A energia de ligacdo para o melhor modelo foi de -8,5 kcal/mol.

Figura 29: Modelo tridimensional das interagdes entre o ligante Gor R e a enzima Seq 3. (a) Em roxo
estdo destacados os residuos da regido préxima ao sitio secundario que fazem interagdo com o peptideo.
Em vermelho estdo marcados os residuos da triade catalitica. (b) Em azul estdo destacados os residuos do
centro ativo que fazem interagdo com o peptideo. Em vermelho estdo marcados os residuos da triade
catalitica.

A conformacdo e o tamanho do ligante favoreceu a formacéo do complexo mais
estavel quando comparado a Gor 2 que também apresenta um residuo de arginina em P;.

Observa-se uma pequena frequéncia de ligacdo com o centro ativo da enzima
Seq 3 (0,28%), assim como ocorreu com Gor K. A energia de ligacdo do melhor modelo
gerado foi -7,8 kcal/mol e ocorre interagdo com os trés residuos que compdem a triade
catalitica (H19, D66, S164). O complexo formado é mais estdvel em termos
energeticos comparado ao complexo com Gor K justificado pela conformacdo do
ligante e pelo tamanho da cadeia lateral da arginina que proporciona maior area de

contato com a enzima.
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4. CONCLUSAO

O programa I-TASSER mostrou-se bastante eficiente na modelagem molecular
das serino proteases intestinais de Anticarsia gemmatalis. Os parametros analisados
mostraram que os modelos preditos foram validados dando confiabilidade aos
resultados.

Com o estudo de docking foi possivel analisar as interacdes de sequéncias
promissoras para a confeccdo de inibidores de serino proteases digestivas. Dos sete
peptideos testados o que melhor interagiu com a enzima Seq 1 e Seq 3 foi o ligante Gor
R. No caso de Seq 2 o ligante que interagiu com maior valor energético foi o Gor K. As
interacdes com maior valor energético ndo ocorreram no centro ativo da enzima, mas a
ligacdo de uma molécula a enzima, mesmo que fora do seu sitio ativo pode interferir na
catalise enzimatica. Entre os tripeptideos avaliados o que melhor interagiu coma as trés
enzimas foi Gor 5. As interacBes em regides proximas ao sitio secundario foram

preferenciais para esse ligante e que apresentaram maior energia livre de ligacgéo.
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Capitulo 2

Caracterizacdo cinética de enzimas tripsina-like de Anticarsia gemmatalis
utilizando diferentes substratos tripeptidil e determinacdo do modelo de inibigéo

frente aos peptideos sintéticos inibidores
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RESUMO
A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), € uma das
principais pragas que atacam a soja no Brasil, sendo encontrada em todos os locais de
cultivo. Na tentativa de controlar o ataque de insetos aos cultivares, tém-se buscado
novos metodos que ndo sejam baseados em agroguimicos. As proteases digestivas
desempenham papel importante na fisiologia das larvas e o estudo de inibidores de
proteases como agentes de controle de pragas tem recebido atencdo continua. Para
utilizar a estratégia de controle via inibicdo das enzimas digestivas € necessario o
esclarecimento sob o ponto de vista estrutura/funcdo dessas macromoléculas. Uma
forma de abordar esse aspecto implica no conhecimento sobre a cinética enzimatica,
assim como a caracterizacdo da cinética de inibicdo destas proteases, 0 que permite uma
melhor compreensdo dos centros ativos e dos mecanismos de acdo da enzima. Diante do
exposto, o objetivo do trabalho foi a caracterizacdo cinética dos serino-proteases
intestinais de A. gemmatalis utilizando diferentes substratos tripeptidil e porpér um
modelo de inibicdo enzimatica utilizando peptideos sintéticos como inibidores. Para
isso, 0 extrato bruto intestinal foi purificado em coluna de afinidade de p-
aminobenzamidina agarose utilizando sistema FPLC. Foram realizados os ensaios com
0s substratos cromogénicos e pelas andlises dos parametros cinéticos foi possivel
constatar que as serino-proteases intestinais tripsina-like de Anticarsia gemmatalis tém
preferéncia na hidrolise de substratos contendo arginina na posicdo P;. Nos estudos de
cinética de inibicdo observou-se que a inibicdo € do tipo competitiva linear nas
concentracgdes utilizadas. A melhor K; foi observada para o peptideo Gor 5 associando a
eficiéncia na inibicdo da atividade enzimatica com a capacidade de ligacdo ao centro

ativo da enzima.
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1. INTRODUCAO

A cultura da soja esta sujeita, durante todo o seu ciclo, ao ataque de diferentes
espeécies de insetos-praga, sendo a Anticarsia gemmatalis uma das principais pragas da
sojicultora (EMBRAPA, 2013). Esta espécie causa perdas consideraveis na producao e
requer atencdo e controle rapido para ndo causar prejuizos econdmicos (VIANNA et al.,
2011).

O controle de insetos-praga como a lagarta da soja, tem sido realizado
essencialmente mediante a aplicacdo de inseticidas quimicos. Considerando o0s
problemas relacionados ao uso desses produtos em organismos ndo alvos torna-se
necessario a busca por estratégias alternativas para o controle que sejam menos
prejudiciais (MILLS & KEAN, 2010).

As caracteristicas da planta que sdo importantes para a resisténcia ao ataque de
herbivoros sdo complexas envolvendo defesa direta e indireta (TELANG et al., 2005).
No entanto, a exploracdo desses mecanismos de defesa enddgenos das plantas é uma
ferramenta promissora para o desenvolvimento de estratégias alternativas de controle de
pragas (TELANG et al., 2005; SCOTT et al., 2010; JAMAL et al., 2012). Uma das
principais formas diretas de defesa das plantas contra o ataque de insetos € mediada pela
Via das Lipoxigenases, uma vez que por ela ocorre a producdo de acido jasmonico que
ativa 0s genes que expressam inibidores de proteases (FARMER & RYAN, 1992;
SCOTT etal., 2010; SHIVAJl et al., 2010; JAMAL et al., 2012).

Os inibidores de proteases sdo proteinas ou pequenos polipeptideos que podem
interferir na digestdo dos alimentos no intestino do inseto o suficiente para controla-los.
As plantas transgénicas expressando inibidores de proteases podem matar a praga. Estes
inibidores podem se ligar com as proteases digestivas dominantes de insetos que se

alimentam da planta hospedeira prejudicando sua digestéo e retardando o crescimento e
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desenvolvimento larval em algumas espécies de insetos incluindo as lepidopteras
(GATEHOUSE, 2002; CHITGAR et al., 2013).

As proteases sdo enzimas muito importantes em insetos, pois hidrolisam as
ligacGes peptidicas em proteinas dietéticas para liberar os aminoécidos necessarios para
0 crescimento, sobrevivéncia e reproducéo, e porque elas degradam as proteinas toxicas
ingeridas como uma consequéncia da alimentacdo da planta pelo patogeno (MAHDAVI
et al., 2013; SHI et al., 2013). As serino-proteases sdo conhecidas por predominar no
intestino larval e contribuir com cerca de 95% do total de atividade digestiva
(SRINIVASAN et al., 2006).

O estudo da cinética enzimatica é uma ferramenta promissora para 0
entendimento da estrutura e funcdo das serino-proteases digestivas do inseto. Os
parametros cinéticos permitem uma melhor compreensdo dos centros ativos e dos
mecanismos de acao destas enzimas, desvendando quais tipos de inibidores deverao ser
produzidos pela planta ou aplicados a ela para serem inibidores do complexo sistema de
proteases digestivas do inseto.

O uso de substratos cromogénicos do tipo peptidil-p-nitrianilida é util para o
estudo cinético de enzimas, uma vez que a mudanca de apenas um residuo de
aminoacido na sequéncia do substrato pode alterar os parametros cinéticos enzimaticos.
A avaliacdo desses parametros verifica a influéncia da sequéncia peptidica do substrato
na atividade catalitica da enzima, avaliando a especificidade de formacdo do complexo
enzima-substrato (ES). A partir do estudo das sequéncias de aminoacidos do substrato e
das caracteristicas quimicas desses residuos podemos mapear o centro ativo da enzima
(GALLIMORE & FRIBERGER 1991).

Portanto, neste estudo foram caracterizadas as propriedades cinéticas de serino-

proteases digestivas de A. gemmatalis utilizando diferentes substratos cromogénicos
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tripeptidil. Além disso, baseado em estudos de docking molecular foram avaliados 0s
efeitos de diversos peptideos sintéticos, previamente selecionados, na atividade
enzimatica a fim de proporcionar novas oportunidades de manejo sustentavel de pragas

através do desenvolvimento de inibidores de proteases.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Criacdo da lagarta da soja

Ovos de A. gemmatalis foram mantidos no Laboratério de Insetos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV a 25 °C £ 2 °C de
temperatura, 70 £ 10% de umidade relativa. A lagarta da soja apresenta ciclo bioldgico
com duragéo entre trés e quatro semanas. Para a obtencdo dos insetos adultos, as pupas
foram colocadas em placas de Petri no interior de gaiola telada de 50 x 50cm revestida
internamente com folhas de papel sulfite A4. Apds eclosdo, os adultos alimaentavam-se
com solugdo nutritiva composta de mel (10,5g), cerveja (350mL), sacarose (60g), acido
ascérbico (1,05g), nipagin (1,05g) e agua (1050mL), embebida em um chumaco de
algoddo colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri. As posturas de A.
gemmatalis ocorreram, geralmente, apos trés dias na superficie das folhas de papel que
revestiam internamente a gaiola. Estas foram retiradas e cortadas em tiras de 2,5cm de
largura x 10cm de comprimento, colocadas em copos plasticos (500mL) com um
orificio circular na tampa de, aproximadamente, 2cm, onde foi acoplada uma tela de
fil6. Esses copos foram transferidos para uma cdmara climatizada a 25 °C, com umidade
relativa de 60 £ 10% e o fotoperiodo de 14 horas. Apos a eclosdo dos ovos iniciou-se a
alimentacdo das larvas de A. gemmatalis com dieta artificial (HOFFMAN-CAMPO et

al., 1985) colocando-se um cubo de dieta artificial em cada copo plastico.
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2.2. Preparo da dieta

A dieta artificial foi composta de feijdo mulatinho cozido, levedo de cerveja,
germe de trigo, proteina de soja, caseina, agar e agua. Agar e agua foram autoclavados
por 15 min & pressdo de 1,5 kgflcm®. A essa mistura adicionaram-se 0s outros
ingredientes e misturados, com o auxilio de um liquidificador industrial. Em seguida
sera adicionado &cido ascorbico (6g), &cido sorbico (3g), nipagin (metilparabeno) (5g),
formol 40% (6mL) e 10mL de solugdo vitaminica composta por niacinamida (1mg),
pantotenato de calcio (1mg), tiamina (0,25mg), riboflavina (0,50mg), piridoxina
(0,25mg), &cido félico (0,25mg), biotina (0,02mg), inositol (20mg), agua (1L) até
formar uma pasta homogénea que foi transferida, ainda quente, para um ou dois
recipientes plasticos com tampa. A pasta obtida foi resfriada em camara germicida sob

luz ultravioleta e conservada a 4°C.

2.3. Extracéo do intestino e obtencao do extrato proteico

O intestino médio foi extraido ap6s dissecacdo de 50 larvas A. gemmatalis entre
4° e 5° instar. Os intestinos foram colocados em 10 ml de solugdo de HCI 10° M a 4 °C,
mantendo sempre a proporcédo de 5 intestinos por 1 ml de solugdo. O extrato enzimatico
foi obtido por maceragdo em cadinho com presenca de nitrogénio liquido. A suspensao
obtida foi centrifugada a 10.000 g por 45 minutos a 4°C e o sobrenadante foi separado,

aliquotado e conservado a -20°C para andlises futuras.
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2.4. Determinacdo da concentracdo de proteina e determinacdo das atividades
enzimaticas

O teor proteico das amostras analisadas foi determinado pelo método de
Bradford (1976) utilizando BSA na faixa de concentracdo de 0-0,2 mg/mL como
padréo.

As atividades das serino-proteases foram determinadas no extrato bruto e no
purificado utilizando o método de ERLANGER et al. (1961). Foi utilizado tampao Tris-
HCI 0,1mol.L?, CaCl, 20 mmol.L™, pH 8,2 e o substrato cromogénico L-BApNA na
concentracdo de 1,2 mM. As velocidades iniciais foram determinadas pela formacéo do
produto p-nitroanilida, pela medida da absorcdo a 410nm em funcdo do tempo (150s).
Os calculos foram realizados utilizando o coeficiente de extingdo molar especifico de

8800 M™*.cm™ para o produto. Os experimentos serdo realizados em triplicatas.

2.5. Cromatografia de afinidade

O extrato bruto obtido foi submetido a cromatografia de afinidade em uma
coluna de p-aminobenzamidina agarose (HiTrap® GE) equilibrada com tampédo Tris -
HCI 0,05mol.L™, NaCl 0,5mol.L™, pH 7,5. A eluicdo das proteinas foi realizada com
tamp&o glicina 0,05mol.L™, pH 3,0, com fluxo continuo de 1 mL/min e coletadas em
fracBes de 1,5mL. As fracGes eluidas foram monitoradas pela determinagdo da Absyg €
a determinacdo da atividade tripsina-like utilizando L-BApNA como substrato. As
fragdes correspondentes ao pico de eluicdo foram reunidas e conservadas a -20°C para
uso posterior nos ensaios de cinética enzimatica. O procedimento foi realizado em Fast

Protein Liquid Chromatography (FPLC).
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2.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢bes desnaturantes (SDS-

PAGE)

Apos a purificacdo a eletroforese foi realizada com as amostras utilizando-se o
método descrito por LAEMMLI (1970) com gel de poliacrilamida 12,5% na presenca
de SDS (0,1%), o experimento foi feito com voltagem constante de 100 V por 1h20, a
temperatura ambiente. A revelacdo dos géis foi feita com nitrato de prata, conforme

procedimento descrito por BLUM et al., (1987).

2.7. Caracterizacao Cinética
2.7.1. Constante de Michaelis-Menten

Para o ensaio de determinacdo da constante de Michaelis-Menten foram feitas
reacdes contendo tampéo Tris-HCI 0,1mol.L™?, CaCl, 20 mmol.L™?, pH 8,2, enzima na
concentracdo final de 10pug/mL e os seguintes substratos tripeptidicos: L-Val-Leu-Arg-
p-Nitroanilida, L-Val-Leu-Lys-p-nitroanilida, N-(p-Tosil)-Gly-Pro-Arg-p-Nitroanilida,
N-(p-Tosil)-Gly-Pro-Lys-p-Nitroanilida, N-benzoil-Phe-Val-Arg-p-nitroanilida e L-Val-
Gly-Arg -p-Nitroanilida, todos da Sigma®, na faixa de concentragdo de 20pM a
320uM. Para o substrato L-BApNA a faixa de concentragéo foi de 0,1mM a 1,8mM. As
velocidades iniciais foram determinadas pela formacdo do produto p-nitroanilina, pela
medida da absor¢do a 410nm em funcdo do tempo (150s) utilizando-se para os calculos
o coeficiente de extincdo molar especifico de 8800 M™.cm™ para o produto. Os

experimentos foram realizados em duplicata.
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2.7.2. Determinacao das constantes de inibicéo

Para a determinagdo das constantes de inibicdo foi utilizado tampéao Tris-HCI
0,1mol.L™, CaCl, 20 mmol.L™, pH 8,2 em presenca do substrato cromégeno L-BApNA
e e dos peptideos Gor 3, Gor 4 e Gor 5. Os peptideos foram sintetizados pelo Prof. Dr.
Carlos Francisco Sampaio Bonafe no Instituto Helmholtz para Doencas Infecciosas, em
Braunschweig, Alemanha.

As seguintes concentragbes foram utilizadas para os estudos de inibicdo das
tripsinas-like: as concentragcdes do substrato L-BApNA foram 0,1 mM; 0,2 mM e 0,4
mM; as concentracdes para todos os inibidores foram 1,0uM; 2,0uM; 4,0uM e 8,0uM
utilizando como controle a reacdo sem presenca de inibidor. A concentracdo final da
enzima em todas as reacdes foi 10ug/mL.

As velocidades iniciais foram determinadas pela formacdo do produto p-
nitroanilida, pela medida da absorcao a 410nm em func¢édo do tempo (150s) utilizando-se
para os célculos o coeficiente de extincdo molar especifico de 8800 M™*.cm™ para o

produto. Os experimentos foram realizados em duplicata.

2.7.3. Determinacédo dos parametros cinéticos
Os parametros cinéticos forma calculados por regressdo ndo-linear utilizando o
programa Sigma Plot 12.0. Para as baixas concentra¢es dos substratos foi utilizado o

modelo cinético unirreacional simples:

K
& HE
E+S TES—} E+P

A equacdo geral da velocidade para esse modelo é:

_ Vingy[S]
T K+ [S] (1)
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O método linear utilizado foi o gréafico do duplo reciproco de Lineweaver-Burk.
Este grafico é baseado no rearranjo da equacdo 1 numa forma linear. A equacéo 2

representa esta linearizacéo:

1 K 1 1
=~ —+ — (2

Vm:ix Vmg’x [5 ] Vm:ix

As constantes de inibicdo (K;) para os diferentes inibidores foram obtidas pela
intercessdo das linhas correspondentes as concentragfes do substrato de acordo com o

método de Dixon et al. (1979). A equacéo 3 é do gréafico de Dixon.

1 K 1 K
=M 4 (147M
v Ve K [S] [ ] * Vinax ( * [5]) )

De acordo com Cornish-Bowden (1981), o mecanismo mais simples para a
inibicdo do tipo competitiva é aquele em que o inibidor, I, liga-se a enzima livre, E, com
uma constante de inibicdo K;, para formar o complexo enzima-inibidor, EI, que €
incapaz de formar um produto. Neste tipo de inibicdo, o substrato e o inibidor

competem pelo mesmo sitio de ligacdo. O modelo pode ser ilustrado da seguinte forma:

E+8 T ES—> E4P
|
Al
El

Para verificar o modelo de inibicdo foram utilizados o grafico do duplo
reciproco de Lineweaver-Burk e o gréfico das inclina¢fes obtido a partir dos dados dos
gréficos dos reciprocos versus a concentracdo do inibidor. As equacdes 4 e 5

representam respectivamente os modelos graficos do duplo reciproco e o grafico das

inclinacdes.
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A utilizagdo de mais de um tipo de grafico se deve ao fato que podemos ter

modelos cinéticos diferentes apresentando o mesmo perfil de um dado gréfico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Purificacao das serino-proteases do extrato solUvel intestinal de A. gemmatalis
Para o propdsito deste trabalho foi utilizada purificagdo parcial do extrato

enzimatico, pois a caracterizagdo cinética e caracterizacdo do modelo de inibicdo sdo do

conjunto de proteases intestinais tripsina-like, assim o uso de uma familia de enzima ao

invés de uma Unica enzima isolada apresenta resultados semelhantes ao do sistema

bioldgico.

O perfil cromatogréafico da purificacdo é apresentado na Figura 1.
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o - 02 =
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Figura 1: Perfil cromatogréfico do extrato sollvel de Anticarsia gemmatalis em coluna de p-
aminobenzamidina agarose (HiTtrap®) equilibrada com Tris-HCI 0,05mol.L™*, NaCl 0,5mol.L™*, pH 7,5.
As proteinas foram eluidas com tamp&o glicina 0,05mol.L™ , pH 3,0. Substrato usado: L-BApNA.

Absorvancia 280nm (#), atividade pM.s™ (m).
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O primeiro e maior pico de absorvancia corresponde as proteinas que néo
possuem afinidade pela p-aminobenzamidina apds lavagem exaustiva com tampéo de
equilibrio e que ndo foram capazes de hidrolisar o substrato L-BApNA. A benzamidina
é um potente inibidor competitivo de tripsina-like que ocupa o subsitio S; da enzima, ou
seja, o sitio de especificidade (MARES-GUIA et al., 1981). Quando presente no meio
reacional em baixas concentragcdes posiciona-se no sitio de especificidade da tripsina
onde ¢ estabilizado por interacdes hidrofobicas no bolso hidrofobico e por interacdes
eletrostaticas entre seu grupamento amidina e o grupo carboxila pertencente a um
residuo de acido aspartico presente no fundo do bolso do sitio S; (MARES-GUIA &
SHAW, 1965; MARES-GUIA et al., 1981; OLIVEIRA et al., 1993).

O segundo pico de absorvancia corresponde as proteinas obtidas apds eluicdo
com tampao glicina. Este pico representa as serino-proteases tripsina-like contidas no
extrato soluvel que possuem afinidade pela p-aminobenzamidina e com capacidade
proteolitica frente ao substrato L-BApNA devido a presenca do pico de atividade
enzimatica. Esses dados sdo compativeis com o esperado considerando que as serino-
proteases sao capazes de hidrolisar o substrato L-BApNA. Este substrato mimetiza a
ligacdo peptidica, enquanto que a p-aminobenzamidina mimetiza este substrato,
ocupando o sitio S; da enzima. As fragdes correspondentes ao pico de eluicdo foram
reunidas para a realizacdo dos ensaios de cinética enzimatica.

O rendimento da purificacdo foi de 87,66% conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1: Rendimento da purificacdo em coluna p-aminobenzamidina agarose

Proteina Atividade .. e Fator de .
: Atividade especifica e Rendimento
Material total total1 (UM.sY/mg) purificacao (%)
(mg) (UM.s7) ' (X)
Extrato 5 g5 0,316 0111 1 100
Bruto
Purificado 0,208 0,277 1,332 12 87,66
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A purificacdo de serino-proteases de bactérias presentes no intestino de
Anticarsia gemmatalis utilizando coluna de p-aminobenzamidina realizada por Pilon
(2012) apresentou resultados de rendimento inferiores ao encontrado nesse trabalho.
Além disso, em trabalho anterior realizado por Patarroyo-Vargas (2011) a purificacéo
manual em coluna p-aminobenzamidina agarose apresentou atividade especifica menor
(0,546 pM.s*/mg), o que justifica o uso de sistema de FPLC para melhora do
rendimento da purificacao.

Oliveira e colaboradores (2005) também realizaram purificacdo parcial do
extrato bruto do intestino médio de A. gemmatalis, no entanto, a coluna de afinidade
utilizada foi de aprotinina-agarose. A purificacdo em coluna de p-aminobenzamidina
agarose realizada por nés apresentou um melhor rendimento (87,66%) quando

comparada a coluna de aprotinina-agarose (66,7%) utilizada por Oliveira et al. (2005).

3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢6es desnaturantes

Amostras de enzimas purificadas e do extrato bruto foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12% contendo SDS. O perfil da migracdo das

proteinas esta representado na figura 2.

98



kDa 1 2 3

225 . ,
15 ~— B
100 e

75 -

50 —

35
25

15

-

Figura 2: Perfil eletroforético em SDS-PAGE (12%) das serino-proteases sollveis do intestino de
Anticarsia gemmatalis. 1- Padrdo de massa molecular (Promega®). 2- Extrato bruto fracdo sollvel. 3-
Fracdo enzimatica correspondente ao pico com atividade apds purificacdo em coluna de afinidade p-
aminobenzamidina agarose.

A cromatografia em coluna de afinidade se mostrou eficiente na separacdo das
serino-proteases tripsina-like do extrato bruto, ja que no gel se observa reducdo das
espécies proteicas na amostra purificada. S&o visualizadas varias bandas na coluna 3
que corresponde ao purificado. A banda com massa proxima de 25 kDa da enzima
solavel tripsina-like de A. gemmatalis esta em concordancia com as massas de tripsinas
observadas na maioria dos insetos, que variam entre 20 kDa e 35 kDa (TERRA &
FERREIRA, 1994), bem como as tripsinas isoladas de outras espécies de lepiddpteras:
27 kDa e 24 kDa em Sesamia nonagroides (NOVILLO et al., 1999); 26 kDa e 29 kDa
em Helicoverpa armigera (TELANG et al., 2005) e 28,7 kDa em Diatrea saccharalis
(LOPES et al., 2006). A banda com massa apresentando cerca de 75 kDa é compativel
com as massas moleculares maiores de 67 kDa e 70 kDa que foram observadas em
Heliothis virescens (BRITO et al., 2001) e esta de acordo com os achados de Oliveira et
al. (2005) e Patarroyo-Vargas (2011) que encontraram massas variando de 66 kDa a 73

kDa. Essas massas moleculares foram explicadas pelos autores como resultado da
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aglomeracdo de tripsinas-like, uma vez que a tripsina apresenta massa molecular em
torno de 23 kDa.

Brito et al. (2001) demonstraram que a oligomerizacdo de tripsinas de H.
virescens é uma forma de adaptacao do inseto a presenca de inibidores de proteases. A
formacédo dos oligdbmeros favorece a ligacdo ao substrato, demonstrado pelos baixos
valores de Ky, e dificulta a ligacdo dos inibidores de proteases por impedimento
estérico.

A ocorréncia de multiplas tripsinas no intestino de lepidopteras é comumente
relatada na literatura, estando normalmente relacionada a capacidade de adaptacdo do
inseto a presenca de inibidores de proteases de plantas (BRITO et al., 2001;

VOLPICELLA etal., 2003; BUDATHA et al., 2008).

3.3. Determinacdo dos parametros cinéticos das serino-proteases tripsina-like
purificadas

Os parametros cinéticos estimados para as serino-proteases do intestino médio

da A. gemmatalis utilizando os substratos cromogénicos foram aparentes, considerando

que o sistema é semi-purificado, sendo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Parametros cinéticos das serino-proteases semi-purificadas para a hidrélise
dos substratos cromogénicos

Substrato
(LM/s) (mM)  @EM.stmgiL) (M.stmgtL.mM?)

L-BApNA 0,2550 0,3422 0,0255 0,0745
Val-Leu-Arg-pNA 0,2880 0,0629 0,0288 0,4579
Val-Leu-Lys-pNA 0,1129 0,0851 0,0113 0,1328
Gly-Pro-Arg-pNA 1,5842 0,3156 0,1584 0,5019
Gly-Pro-Lys-pNA 0,9163 0,2112 0,0916 0,4337
Val-Gly-Arg-pNA 0,1254 0,0270 0,0125 0,4630
Phe-Val-Arg-pNA 0,3053 0,1834 0,0305 0,1663

As tripsinas da maioria dos insetos hidrolisam mais eficientemente substratos
que contenham Arg do que Lys na posicdao P;, com excecdo das lepidopteras que
possuem especificidade primaria igual para Arg ou Lys em P; (LOPES et al., 2006). Os
resultados apresentados indicam forte preferéncia por arginina em P; em detrimento de
lisina. Pode-se afirmar que para o inseto lepidoptera Anticarsia gemmatalis a
preferéncia de hidrdlise das tripsinas-like intestinais é por substratos que contenham Arg
em P;.

Avaliando os valores de Ky observa-se maior afinidade do substrato Val-Gly-
Arg-pNA pelo centro ativo da enzima. A modificacdo de um residuo de glicina por um
residuo de leucina na posicéo P, (substrato Val-Leu-Arg-pNA) aumentou o Ky cerca de
2,3 vezes. Ambos os residuos sdo apolares, no entanto o volume da cadeia lateral da
leucina prejudicou a ligagdo enzima-substrato reduzindo a afinidade. Nota-se uma
melhor adaptacéo ao sitio S, de residuos menos volumosos. No entanto, apesar da maior

afinidade de Val-Gly-Arg-pNA observa-se maior velocidade de hidrolise para o
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substrato Val-Leu-Arg-pNA, como pode ser verificado pelo maior valor da constante
catalitica. Os valores da constante de especificidade para os substratos foram proximos
indicando que ambos possuem adaptacdo semelhante ao centro ativo da enzima no
estado de transicao.

A preferéncia de serino proteases por arginina ou lisina na posi¢do P; € 0 que
caracteriza a familia da tripsina. Entre os pares de substratos que apenas modificaram o
residuo de arginina por lisina em Py observa-se uma afinidade do substrato Val-Leu-
Arg-pNA ao centro ativo da enzima cerca de 1,5 vezes maior do que Val-Leu-Lys-pNA.
No entanto, para o substrato Gly-Pro-Arg-pNA a afinidade foi cerca de 1,5 vezes menor
quando comparado ao substrato Gly-Pro-Lys-pNA. Avaliando a eficiéncia catalitica, a
constante de especifidade do substrato Val-Leu-Arg-pNA foi cerca de 3,5 vezes maior
do que para o substrato Val-Leu-Lys-pNA e para o substrato Gly-Pro-Arg-pNA foi
cerca de 1,2 vezes maior do que para Gly-Pro-Lys-pNA. Isso mostra que ndo ¢é apenas a
afinidade de uma enzima pelo seu substrato que governa a atividade enzimatica.

Tal fato se deve provavelmente a cadeia lateral destes aminoacidos. Apesar da
Arg e Lys serem residuos com cadeia lateral basica, a natureza quimica destes
aminoéacidos é diferente. A Arg tem um radical maior, com dois atomos de nitrogénio a
mais que a Lys. Ambos contém uma carga positiva em pH 8,0, o que leva a interacao
eletrostatica com o residuo de aspartato 86 carregado negativamente presente em S; do
centro ativo de serino-proteases e dita a especificidade desta familia de enzimas por Arg
e Lys em P; (PERONA & CRAIK, 1995). Portanto, percebe-se que as interacfes destes
aminoacidos em P; com S; ndo dependem apenas da carga positiva de suas cadeias
laterais. Podem ser razGes para a preferéncia por Arg em P a sua conformacao espacial,
tamanho ou a presenca de dois atomos de nitrogénio a mais, ndo carregados,

disponibilizando dois pares de elétrons na extremidade da cadeia lateral. Isso nédo é
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observado para a lisina, uma vez que o &tomo de nitrogénio esta carregado. A Lys em P,
interage com o Asp 86 provavelmente atraves de uma molécula de agua como ponte, o
que também pode ser importante (SENA, 2006; MAGALHAES et al., 2007).

A menor afinidade dos substratos contendo prolina em P,, comparado aos
substratos com leucina na mesma posicdo, deve-se as suas caracteristicas quimicas. Por
apresentar um anel fechado, no qual estdo contidos o carbono o € o grupo amino, a
prolina caracteriza-se pela rigidez, ja que a ligacdo covalente entre o nitrogénio do
grupo amino e o carbono a é impossibilitada de girar sobre seu eixo. Além da rigidez,
deve-se salientar a natureza apolar da cadeia lateral deste aminoacido, uma vez que sO
contém grupos metileno (LEHNINGER, 2000). Essas duas caracteristicas parecem
resultar numa conformacéo tridimensional do substrato menos favoravel a interacdo e
encaixe do substrato com a enzima, dai os altos valores de Ky apresentados por estes
substratos.

Apesar da menor afinidade, a maior eficiéncia catalitica foi observada para o
substrato Gly-Pro-Arg-pNA. A presenca de prolina em P, diminui a afinidade pela
enzima, mas quando ha a interacdo, o carater rigido do aminoécido leva a um ajuste
tridimensional mais adequado do complexo ES no estado de transicdo, o que permite
ciclos cataliticos mais rapidos.

O substrato Phe-Val-Arg-pNA possui um residuo aroméatico volumoso em P3
que aumentou o Ky quando comparado aos substratos Val-Leu-Arg-pNA e Val-Gly-
Arg-pNA. No entanto, o valor de Ky para o substrato Gly-Pro-Arg-pNA foi maior do
que para Phe-Val-Arg-pNA. O sitio S3 possui boa interagdo com residuos apolares, mas
a presenca de um aminoacido aromatico volumoso em Pz diminuiu a interacdo com S

da enzima diminuindo a afinidade do substrato ao centro ativo da enzima. A presenca da
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glicina em P3 pode ter diminuido os pontos de contato das interacdes hidrofobicas em S;
visualizado pela menor afinidade ao centro ativo da enzima.

Comparado aos outros substratos, a menor afinidade de L-BApNA ao centro
ativo da enzima e menor eficiéncia catalitica na hidrdlise do substrato pode ser
justificado pelo seu tamanho. A presenca de Arg em P, aumentou a especificidade das
tripsinas-like por um determinado substrato, quando comparada a presenca de Lys. No
entanto, a especificidade catalitica depende também dos aminoacidos presentes em P, e
P3. No caso de substratos que sdo cadeias polipeptidicas mais longas, como é o caso dos
substratos naturais, a atividade enzimatica também depende das interacdes que
porventura existam entre aminoacidos da cadeia polipeptidica do substrato que estdo
mais distantes da ligacdo clivada e regides da enzima mais distantes do centro ativo

(PERONA & CRAIK, 1995; LOPES et al., 2004; LOPES et al., 2006).

3.4. Determinacdo das constantes de inibicdo utilizando peptideos sintéticos

Apds os estudos de docking realizados com diferentes peptideos ligantes foram
realizados 0s primeiros ensaios in vitro com os peptideos Gor 3, Gor 4 e Gor 5. O
objetivo inicial foi utilizar o tripeptideo que apresentou melhor resultado no estudo de
docking. Sendo assim, o peptideo Gor 5 foi o primeiro a ser testado e o uso de Gor 3 e
Gor 4 serviram como parametro de comparacdo, ja que nenhum deles possuem em P, 0s
residuos preferenciais para as tripsinas. As interacfes preferenciais para esses peptideos,
analisadas por docking, ocorreram fora da regido do centro ativo das enzimas.

Apos a realizacdo dos ensaios utilizando concentragfes variaveis dos diferentes
peptideos e do substrato cromogénico L-BApNA foram construidos graficos do duplo
reciproco de Lineweaver-Burk (Figuras 3, 4 e 5) com o objetivo de determinar o modelo

de inibig&o das serino-proteases tripsina-like purificadas.
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Figura 3: Gréafico de Lineweaver-Burk da inibicdo de tripsina-like intestinal de A. gemmatalis pelo
peptideo Gor 3 em presenca do substrato L-BApNA. Concentracdo de L-BApNA: S1 (0,1mM); S2
(0,2mM); S3 (0,4mM). Concentracdo dos inibidores: 10 (auséncia de inibidor); 11 (1,0 uM); 12 (2,0 uM);
13 (4,0 uM); 14 (8,0 uM). Os pontos sdo experimentais.
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Figura 4: Gréfico de Lineweaver-Burk da inibicdo de tripsina-like intestinal de A. gemmatalis pelo
peptideo Gor 4 em presenca do substrato L-BApNA. Concentracdo de L-BApNA: S1 (0,1mM); S2
(0,2mM); S3 (0,4mM). Concentracdo dos inibidores: 10 (auséncia de inibidor); 11 (1,0 uM); 12 (2,0 uM);
13 (4,0 uM); 14 (8,0 puM). Os pontos sdo experimentais.
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Figura 5: Gréfico de Lineweaver-Burk da inibicdo de tripsina-like intestinal de A. gemmatalis pelo
peptideo Gor 5 em presenca do substrato L-BApNA. Concentracdo de L-BApNA: S1 (0,1mM); S2
(0,2mM); S3 (0,4mM). Concentracdo dos inibidores: 10 (auséncia de inibidor); 11 (1,0 uM); 12 (2,0 uM);
13 (4,0 uM); 14 (8,0 uM). Os pontos sdo experimentais.

A analise dos gréficos de Lineweaver-Burk mostrou que o mecanismo de
inibicdo é do tipo competitivo. Como principio geral, um inibidor competitivo é aquele
que se combina com uma enzima livre de forma que impede a ligacdo do substrato, isto
é, o inibidor (1) e o substrato (S) sdo mutuamente exclusiveis.

No modelo cléssico, S e | competem pelo mesmo sitio de ligagdo, geralmente o
centro ativo da enzima. No entanto, no estudo de docking a ligagdo preferencial dos
peptideos € no sitio secundario. Neste caso, a inibicdo competitiva caracteriza-se pela
ligacdo de | a um sitio distinto de inibi¢do causando uma mudanca conformacional na
enzima que dificulta a interacdo de S ao sitio de ligacdo do substrato (SEGEL, 1975).

No modelo de inibicdo competitiva, com o crescente aumento da concentracéo
de inibidor, tendo a concentracdo fixa de substrato, a velocidade enzimatica tende a ser
nula. O inibidor competitivo age apenas aumentando a Ky, aparente do substrato, ou
seja, sugere que € necessaria uma concentracdo maior de substrato para a enzima atingir

qualquer fracdo de Vmax.
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Na equacéo 4, o fator {1+ %) pode ser considerado como um fator estatistico

dependente de [I] que descreve a distribuicdo da enzima na forma livre (E) e na forma
enzima-inibidor (EIl). Na medida em que a concentracdo do inibidor cresce a Ky

aparente aumenta, produzindo um aumento na inclinacao da reta pelo fator (1 + Ei_]} ou
i

seja, a enzima esta distribuida em maior quantidade na forma EI. Neste caso, a
intersecédo da reta no eixo 1/[S] se aproxima da origem com o aumento de [I] indicando
0 aumento do Ky, aparente (SEGEL,1975).

Geralmente, quando utilizam-se concentragcdes crescentes e proporcionais de
inibidor o aumento na inclinacdo das retas é evidente. Para os graficos com os peptideos
Gor 3, Gor 4 e Gor 5 observou-se um pequeno aumento das inclinacbes das retas em
relacdo a reta controle, sendo que em alguns casos as retas de concentracdes diferente
de inibidor se coincidem. No caso de Gor 3, as retas 11 e 12, assim como 13 e 14 néo
apresentaram variagdo na inclinagdo. 1sso sugere que a inibi¢do fora do centro ativo da
enzima, nas concentracfes utilizadas, ndo interfere de forma eficinte na catalise
enzimatica.

Patarroyo Vargas (2011) em estudo realizado com os inibidores proteicos SKTI
e SBBI, e com inibidores sintéticos benzamidina e berenil, demonstrou que as serino-
proteases tripsina-like de Anticarsia gemmatalis possuem um modelo de inibigéo
competitiva linear. Os inibidores testados ligam-se ao centro ativo da enzima
bloqueando a ligacdo do substrato. O K; calculado para o inibidor berenil foi maior do
que para o inibidor benzamidina. O berenil liga-se a enzima ocupando o sitio S;e 0 S’,
dessa forma esperava-se uma inibicdo mais eficiente.

Oliveira e colaboradores (1993) demonstraram qua a tirosina 151 presente no

sitio secundario tem papel importante no fendémeno de ativagéo enzimatica. Os autores
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constataram que a hidrolise enzimatica foi mais eficiente quando um modificador
quimico interagia nessa regido. No entanto, a ligacdo era preferencial nessa regido
quando em altas concentracdes do modificador.

As Figuras 6, 7 e 8 representam os graficos das inclinacfes obtidos a partir dos
dados dos gréaficos dos reciprocos. Os resultados obtidos mostram uma curva linear
estatisticamente significativa sendo verificado pelos valores de R% Portanto, o modelo
de inibicdo da atividade amidésica das enzimas semi-purificadas pelos peptideos Gor 3,
Gor 4 e Gor 5 se mostra do tipo competitiva puro, com modelo linear na faixa de
concentracdo utilizada. Nesse modelo de inibicdo competitiva pura uma molécula de

inibidor se liga a uma molécula de enzima formando um complexo binério do tipo EI.
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Figura 6: Gréfico das inclinacdes do gréfico de Lineweaver-Burk versus concentracdo de | para hidrélise
de L-BApNA pelas tripsinas-like purificadas em presenc¢a do peptideo Gor 3.
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Figura 7: Gréfico das inclinagdes do grafico de Lineweaver-Burk versus concentragdo de | para hidrélise
de L-BApNA pelas tripsinas-like purificadas em presenga do peptideo Gor 4.
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Figura 8: Gréfico das inclinacdes do gréfico de Lineweaver-Burk versus concentracdo de | para hidrélise
de L-BApNA pelas tripsinas-like purificadas em presenca do peptideo Gor 5.

O perfil do gréafico das inclinagdes das retas do duplo reciproco confirma a
pequena variacao na resposta de inibi¢do induzida pelo peptideo Gor 3 (Figura 6). Para
Gor 4 e Gor 5 a reta gerada no gréafico das inclinages mostram uma resposta mais

eficiente de inibigéo (Figura 7 e 8).
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No estudo de docking de Gor 3 e Seq 3 o complexo formado teve uma alta
energia de ligacdo sendo promissor para a realizacdo dos ensaios in vitro. No entanto,
ndo foi observado uma boa inibicdo. O ensaio foi realizado com um conjunto de
enzimas tripsina-like, possivelmente a quantidade da enzima Seq 3 presente no
purificado foi baixa em comparacdo a Seq 1 e Seq 2 que ndo apresentaram bons
resultados de inibi¢cdo com Gor 3 nos estudos de docking.

Foram plotados os graficos de Dixon para os peptideos Gor 3, Gor 4 e Gor 5

(Figura 9, 10 e 11).
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Figura 9: Gréfico de Dixon da inibicdo de tripsina-like intestinal de A. gemmatalis pelo peptideo Gor 3
em presenca do substrato L-BApNA. Concentracdo de L-BApNA: S1 (0,1mM); S2 (0,2mM); S3
(0,4mM). Concentracdo de inibidor: 11 (1,0 uM); 12 (2,0 uM); 13 (4,0 uM); 14 (8,0 uM). Os pontos sdo
experimentais.
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Figura 10: Grafico de Dixon da inibicdo de tripsina-like intestinal de A. gemmatalis pelo peptideo Gor 4
em presenca do substrato L-BApNA. Concentracdo de L-BApNA: S1 (0,1mM); S2 (0,2mM); S3
(0,4mM). Concentracdo de inibidor: 11 (1,0 uM); 12 (2,0 pM); 13 (4,0 uM); 14 (8,0 uM). Os pontos sdo
experimentais.
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Figura 11: Gréfico de Dixon da inibi¢&o de tripsina-like intestinal de A. gemmatalis pelo peptideo Gor 5
em presenca do substrato L-BApNA. Concentracdo de L-BApNA: S1 (0,1mM); S2 (0,2mM); S3
(0,4mM). Concentracdo de inibidor: 11 (1,0 uM); 12 (2,0 uM); 13 (4,0 uM); 14 (8,0 pM). Os pontos sdo
experimentais.

Nos graficos observa-se que o aumento na concentracdo do substrato, com
concentracéo fixa de inibidor, diminui o grau de inibicdo e um aumento na concentragdo

do inibidor, com concentracdo de substrato fixa, aumenta o grau de inibi¢do. Para Gor 3
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e Gor 4 as constantes de inib¢do calculadas pelo método de Dixon (1979) foram
maiores do que para Gor 5 (Tabela 3).

Tabela 3: Constante de inibicdo para os diferentes peptideos em presenca do substrato
cromogénico L-BApNA

Peptideo Ki (UM)
Gor 3 85,1
Gor 4 51,7
Gor 5 28,5

Ap0s a caracterizacdo por trés tipos de perfis diferentes de graficos € possivel
verificar que o modelo de inibigcdo das enzimas tripsina-like para os peptideos testados é
do tipo competitiva linear, na faixa de concentracdo de inibidores e substratos
analisados. No entanto, pelos perfis dos graficos, assim como pelos resultados de
docking, observa-se que a inibicdo ocorreu devido a interacdo dos peptideos no sitio
secundario S, na cavidade hidrofdbica das trés enzimas analisadas.

Observa-se que entre os trés peptideos analisados, o Gor 5 apresentou menor
constante de inibicdo e portanto, 0 mais potente entre os testados. A predominancia de
residuos hidrofébicos na regido do sitio secundario das enzimas favoreceu a interacdo
do peptideo. Esses resultados foram confirmados pelos altos valores de energia de
ligacdo na formacdo do complexo enzima-ligante obtidos no estudo de docking. Apesar
de Gor 3 também ser hidrofébico, a maior energia de ligacdo de Gor 5 em relacdo a Gor
3 pode ser explicado pelo tamanho da cadeia lateral do residuo de triptofano que
favorece um contato mais intimo com os residuos hidrofobicos da regido tornando a
inibicdo mais efetiva. Além disso, Gor 5 foi 0 Unico peptideo que fez interagdo com os
trés residuos da triade catalitica de Seq 2 (H59, D103 e S201) com energia de ligacao de
-7,4 kcal/mol.

A conformacdo do peptideo Gor 3 e a sua natureza hidrofdbica sdo as principais

razOes para ndo ocorrerem interagdes com o centro ativo da enzima. A presenca de um
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residuo polar na posic¢do P; de Gor 4 melhora a interagdo na regido do centro catalitico
da enzima quando comparado a Gor 3. Isso justifica uma K; menor para Gor 4. No
entanto, nao foi observada boa interacdo no centro ativo da enzima, ja que nos estudos
de docking nenhum modelo com energia favoravel foi gerado para a interacdo de Gor 4
com a regido do centro ativo da enzima Seq 2 e Seq 3. Isso justifica a menor K; para o
peptideo Gor 5. A inibicdo no sitio de ligacdo do substrato parece diminuir a atividade
catalitica mais efetivamente do que as interacdes em outras regides.

Para o desenvolvimento de um inibidor para o conjunto de enzimas digestivas do
inseto muitos estudos serdo necessarios. O fato é que as ferramentas de bioinformatica
facilitam o trabalho, pois é possivel avaliar, mesmo que de forma empirica, o que ocorre
a nivel molecular. Os resultados obtidos com o estudo da cinética de inibicdo
comprovam experimentalmente o que foi observado nas analises in silico. Para a
producdo efetiva de um inibidor peptidico deve-se levar em consideracdo 0s

mecanismos adaptativos do inseto.
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4. CONCLUSAO

A purificacdo do extrato bruto por cromotagrafia de afinidade em coluna
HiTrap® utilizando o sistema FPLC foi mais eficiente quando comparada a purificacéo
utilizando coluna manual.

Nos estudos de cinética utilizando diferentes substratos peptidicos foi possivel
constatar que as serino-proteases intestinais tripsina-like de Anticarsia gemmatalis tém
preferéncia na hidrélise de substratos contendo arginina na posicao P;.

Nos estudos de cinética de inibicdo utilizando os peptideos sintéticos Gor 3, Gor
4 e Gor 5 em presenca do substrato cromogénico L-BApNA observou-se que a inibigdo
é do tipo competitiva linear nas concentragdes utilizadas.

A melhor K; foi observada para o peptideo Gor 5 que apresentou uma inibicéo
mais eficiente em comparacdo aos peptideos Gor 3 e Gor 4. No geral, a eficiéncia na
inibicdo da atividade enzimatica esta relacionada a capacidade de ligacdo ao centro

ativo da enzima.
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PERSPECTIVAS

Nosso grupo de pesquisa objetiva o controle de pragas agricolas utilizando
métodos alternativos aos agroquimicos, sendo o alvo principal as proteinas digestivas
do inseto. Para isso, a modelagem molecular se tornou uma ferramenta util para
conhecer as caracteristicas estruturais das proteinas estudadas, além de ser uma
alternativa para contornar os problemas enfrentados na determinacdo estrutural de
proteinas.

Com as estruturas elucidadas in silico, os estudos de docking iniciais nos
possibilitou compreender as interacdes que ocorrem entre os ligantes e as enzimas. O
préximo passo dos nossos estudos sera avaliar quais sdo os tipos de interacdes que
ocorrem e como elas interferem na conformacdo da enzima. Nesse caso serdo utilizadas
técnicas de simulacdo que partem do conhecimento das interacGes energéticas efetivas
em nivel atdmico e molecular utilizando dindmica molecular e Monte Carlo.

Os proximos ensaios in vitro serdo realizados utilizando os peptideos Gor R e
Gor K que foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo Departamento de Biologia
Molecular e Imunologia da Fundacion Instituto de Inmunologia de Colombia (FIDIC).
Essas andlises servirdo para avaliar os parametros cinéticos e verificar se ocorre inibicao
da catalise em presenca dos peptideos que apresentaram os melhores resultados nos

estudos de docking.
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