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RESUMO

As pastagens desempenham papel essencial na pecudria brasileira, porém sua
produtividade é frequentemente comprometida por insetos como as cigarrinhas-das-
pastagens (Hemiptera: Cercopidae). Nesse contexto, o controle biolégico surge como
alternativa sustentavel, ao utilizar microrganismos como fungos do género
Trichoderma. A interacdo desses metabdlitos com os hemipteros pode ser prevista
por meio de docking molecular. Assim, o objetivo deste estudo foi realizar uma analise
in silico utilizando metabdlitos secundarios de Trichoderma spp. contra modelos
homodlogos das enzimas acetilcolinesterase (AChE) e quitina sintase (CHS) da
cigarrinha-das-pastagens. Na ancoragem molecular, o metabalito viridina (C,oH1¢0s)
apresentou a menor energia livre de ligacao (-10,2 kcal/mol) ao interagir com a CHS2,
enquanto para a AChE o melhor resultado foi obtido com a 3-octanona (CgH;60), com
valor de -10,1 kcal/mol. A analise de RMSD revelou que a viridina apresentou trés
modos proximos de interagcdo com a CHS2, enquanto a 3-octanona gerou dois modos
proximos com valores de RMSD < 2 A na AChE. Esses resultados indicam que os
metabolitos secundarios de Trichoderma spp. citados possuem potencial significativo
como agentes bioinseticidas contra a cigarrinha-das-pastagens, podendo
comprometer processos essenciais como a sintese de quitina e a neurotransmissao
colinérgica. Além disso, a possibilidade de colonizacao natural dos ovos e ninfas por
Trichoderma reforga a consisténcia ecologica do biocontrole. Porém, sédo necessarios
ensaios experimentais que poderdo confirmar e ampliar a eficicia dos sitios de ligacao
identificados.

Palavras-chave: Trichoderma. Biocontrole. Acetilcolinesterase. Quitina Sintase.
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ABSTRACT

Pastures play an essential role in Brazilian livestock production; however, their
productivity is often compromised by insects such as the spittlebugs (Hemiptera:
Cercopidae). In this context, biological control emerges as a sustainable alternative by
using microorganisms such as fungi of the genus Trichoderma. The interaction of these
metabolites with hemipterans can be predicted through molecular docking. Thus, the
aim of this study was to perform an in silico analysis using secondary metabolites of
Trichoderma spp. against homologous models of the enzymes acetylcholinesterase
(AChE) and chitin synthase (CHS) of the spittlebug. In molecular docking, the
metabolite viridin (C,,H160¢) showed the lowest binding free energy (-10.2 kcal/mol)
when interacting with CHS2, while for AChE the best result was obtained with 3-
octanone (CgH160), with a value of -10.1 kcal/mol. RMSD analysis revealed that viridin
presented three close modes of interaction with CHS2, whereas 3-octanone generated
two close modes with RMSD values < 2 A in AChE. These results indicate that the
secondary metabolites of Trichoderma spp. mentioned have significant potential as
bioinsecticidal agents against the spittlebug, potentially disrupting essential processes
such as chitin synthesis and cholinergic neurotransmission. Furthermore, the
possibility of natural colonization of eggs and nymphs by Trichoderma reinforces the
ecological consistency of biocontrol. However, experimental assays are needed to
confirm and expand the effectiveness of the identified binding sites.

Keywords: Trichoderma. Biocontrol. Acetylcholinesterase. Chitin Synthase.
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1 INTRODUCAO

As pastagens desempenham papel essencial na pecudria brasileira,
sustentando a producdo de carne e leite em larga escala. No entanto, sua
produtividade é frequentemente comprometida por insetos como as cigarrinhas-das-
pastagens (Ordem Hemiptera, Familia Cercopidae), que ao se alimentarem da seiva
injetam toxinas responsaveis pelo definhamento e até pela morte das gramineas.

A relevancia de monitorar esses insetos e conter seus danos se reflete
diretamente na importancia da pecuaria nacional, que ocupa cerca de 155 milhdes de
hectares, correspondente a aproximadamente 18% do territério nacional e sustenta
um rebanho efetivo superior a 224 milhdes de cabecas de gado (Mapbiomas, 2025;
IBGE, 2025). Além disso, as areas de pastagem alimentam cerca de 200 milhdes de
animais entre bois, ovelhas, cabras, cavalos e bufalos, dos quais sdo gerados
subprodutos como couro, colageno, insulina e gelatina (Silva e Kopp, 2020). Nesse
sentido, Marrasatto (2019) ressalta que a presenca de cigarrinhas no pasto reflete na
qualidade nutricional e na palatabilidade da graminea, com reducdes de pelo menos
30% na producao de matéria verde, o que afeta a produtividade da carne bovina em
até 74%, com prejuizos diretos a alimentacdo do gado (lhara, 2025).

De acordo com Neto e Pavan (1984), o controle das cigarrinhas-das-pastagens
compreende trés aspectos: controle quimico, controle biolégico e controle cultural
(tipos de gramineas cultivadas). Entre esses, 0 uso de inseticidas biolégicos vem
ganhando relevancia por apresentarem menores impactos ambientais ao utilizarem
microrganismos, como fungos entomopatogénicos. Nesse contexto, o género
Trichoderma (Ordem Hypocreales, Familia Hypocreaceae) destaca-se pelos diversos
mecanismos de acao no solo movidos pela liberacdo de enzimas, que degradam
biopolimeros de estruturas organicas como a parede celular de fungos e o
exoesqueleto de insetos (Canedo-Junior et al., 2023; Gazola et al., 2024). Com isso,
estudos anteriores ja demonstraram a eficacia de espécies desse género em insetos,
incluindo individuos da ordem Hemiptera, por meio de testes in vitro, evidenciando seu

potencial entomopatogénico (Gomes, 2023). Diante desses resultados, torna-se
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relevante compreender, em nivel molecular, quais interacdes ocorrem entre fungo e
inseto, reconhecendo potenciais macromoléculas.

Entre os principais alvos nas cigarrinhas, destacam-se proteinas envolvidas na
transmissdo nervosa, como a acetilcolinesterase (AChE), responsavel pela
degradacdo da acetilcolina nas sinapses. Outro alvo relevante sdo as moléculas
responsaveis pela formacdo estrutural do inseto, como a quitina sintase (CHS),
enzima essencial na biossintese da quitina, componente do exoesqueleto produzido
em grandes quantidades durante a fase de ninfa (Yu et al., 2024). Assim, alteracdes
na atividade da AChE levam ao acumulo do neurotransmissor provocando disfuncées
neuromusculares e a morte do organismo. Por sua vez, a inibicdo da CHS
compromete a integridade estrutural da cuticula, interrompendo o ciclo de vida desse
hemiptero (Araujo et al., 2016).

Diante desse cenario, este trabalho justifica-se pela necessidade de
desenvolver alternativas sustentaveis e eficazes para o manejo das cigarrinhas-das-
pastagens e aprofundar conhecimentos sobre a capacidade entomopatogénica do
género Trichoderma. A escolha da acetilcolinesterase e da quitina sintase como alvos
se justifica por serem enzimas vitais e ndo redundantes nos hemipteros, cuja inibicao
compromete de forma imediata a transmissdo nervosa e o0 desenvolvimento da
cuticula. Com isso, a utilizacdo de andlises in silico por meio de ferramentas
computacionais, como docking molecular, € uma estratégia eficiente para selecionar
compostos bioativos com potencial para isolamento e testes em laboratério sobre
esses insetos em diferentes fases de vida. Além disso, reforca a importancia de
pesquisas voltadas para a exploragdo biotecnolégica de microrganismos, como o
Trichoderma, que representa menores impactos ambientais, a0 mesmo tempo em que
assegura a produtividade dos sistemas agricolas.

Assim, o0 objetivo deste estudo € realizar uma andlise in silico utilizando
metabolitos secundéarios do fungo Trichoderma spp. contra modelos homoélogos de
acetilcolinesterase (AChE) e quitina sintase (CHS) de cigarrinha-das-pastagens,
buscando compreender a afinidade molecular desses compostos, avaliar sua
seletividade frente as proteinas-alvo e discutir suas possiveis implicacfes ecoldgicas

no contexto do controle biologico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O género Trichoderma

Os fungos do género Trichoderma compreendem o estado anamorfo do género
Hypocrea (teleomorfica) que pertencem ao Filo Ascomycete, Classe Sordariomycetes,
Subclasse Hypocreomycetidae, Ordem Hypocreales e Familia Hypocreaceae (Sales
et al., 2020). O Trichoderma € um fungo filamentoso com cores caracteristicas que
vao do verde escuro, amarelada ou verde acinzentado (Pandolfo, 2007; Sales et al.,
2020; Choappa et al., 2022).

De acordo com Samaniego-Fernandez et al. (2018), ndo ha indica¢des que
esses fungos sejam patogénicos em qualquer planta, pelo contrario, sdo endoliticos,
com a capacidade de interagir diretamente com o metabolismo vegetal, induzindo a
resisténcia, sendo muito utilizado na industria como fertilizante de crescimento.

Na interacdo com fungos e nematoides fitopatogénicos de solo, o género
Trichoderma atua por meio de mecanismos como micoparasitismo, antibiose e
competicado (Zin & Badaluddin, 2020; Sood et al.,, 2020). Como exemplificado no

esquema abaixo (Figura 1).

Figura 1 — Mecanismos conhecidos do Trichoderma usados no controle biolégico e defesa de plantas
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A capacidade de parasitar outros fungos, segundo Gazola et al. (2024, p. 147):

[...] ocorre por uma sucesséao de fatores, primeiramente os carboidratos
presentes na parede celular do Trichoderma se ligam as lectinas do
fungo alvo, onde, posteriormente, ocorre o enrolamento das hifas e a
formacao de apressério. Apds o sucesso dessas etapas o Trichoderma
inicia os ataques as células do hospedeiro, liberando numerosas
enzimas com acao dissolutiva da parede celular do fungo alvo, sendo
elas glucanases, quitinases e proteases.

A producdo de enzimas liticas e metabdlitos secundarios por Trichoderma
favorece sua interacdo com diferentes organismos-alvo e a colonizagdo no ambiente.
De acordo com Ramada et al. (2019) os metabdlitos secundarios sdo compostos de
baixa massa molecular (< 3 kDa) e muito utilizados no ramo industrial e agricola
podendo exibir uma infinidade de fungdes biolégicas e atuar como protagonistas em
diversas interacdes interespecificas.

Entre esses compostos, as gliotoxinas e gliovirinas produzidas por Trichoderma
virens, apresentam bioatividade frente ao fungo patogénico humano Aspergillus
fumigatus e fungos de interesse agricola como Rhizoctonia bataticola, Pythium
ultimum, Macrophomina phaseolina, Pythium deharyanum, Pythium aphanidermatum
e Rhizoctonia solani (Khan et al. 2020). Esses compostos sdo da classe das
epipolitiodioxopiporazinas que se caracterizam por possuirem um anel piperazinico
com pontes dissulfeto internas, o que lhes confere alta reatividade quimica e
capacidade de interagir com proteinas celulares (Zhang, et al., 2025). Segundo Teslya
et al. (2025), a gliotoxina € um principio letal do género Trichoderma, que em altas
doses pode inibir a atividade da microbiota do solo, mas em contrapartida em
concentragdes naturais “pode ter um efeito estimulante na funcionalidade do
microbioma do solo”.

Além disso, o género Trichoderma destaca-se pela producdo de compostos
volateis (COVs), que, de acordo com Silva et al. (2022), sédo classificados em
terpendides e derivados de acidos graxos, das classes dos terpenos, alcoois, cetonas,
lactonas, compostos aromaticos, aldeidos e ésteres. Esses compostos tém baixas
temperaturas de ebulicdo, sendo facilmente evaporados em contato com ar a
temperatura ambiente. Com isso, os COVs “costumam servir como mediadores na

comunicagéo, interacdo e/ou competicao entre organismos ou entre organismos e
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plantas” (Silva, et al., 2022, p. 165), evidenciando sua importancia nos processos
ecoldgicos e nas interacdes biologicas no ambiente do solo.

Os COVs, 1-octen-3-ol (4lcool insaturado) e 3-octanona (cetona simples), por
exemplo, sdo altamente utilizados em estudos para promocao do crescimento de
cultivos, como evidenciado por Horikawa et al. (2026), em que o 1-octen-3-ol teve
efeito inibitérios no crescimento de Ganoderma lucidum, enquanto a exposi¢éo ao 3-
octanona aumentou o didmetro da col6nia. J4, o metabdlito Trichodermona, reportado
em Trichoderma gamsii, pertencente ao grupo dos terpenos e lactonas, abrange uma
gama de substancias com efeitos “inibidores ou retardadores de crescimento, danos
na maturacao, reducdo da capacidade reprodutiva, supressores de apetite, podendo
levar os insetos predadores a morte por inanicdo ou toxicidade direta (Viegas Junior,
2003 p. 392).

Assim, o0s metabolitos secundarios produzidos por diferentes espécies do
género Trichoderma demonstram grande potencial como ferramentas
biotecnoldgicas, capazes de embasar estratégias inovadoras no controle biolégico de

insetos.

2.2 Cigarrinha-das-pastagens

A cigarrinha das pastagens apresenta ampla distribuicdo geografica com
enfoque nas regides tropicais e subtropicais (Souza et al, 2008; Auad, 2009). Séo
insetos da Ordem Hemiptera, Subordem Auchenorrhyncha e Familia Cercopidae.
Porém, de acordo com Valério (2009), existe outra classificagdo usada que posiciona
a cigarrinhas na ordem Homoptera, ou ainda nas subordens Heteroptera,
Sternorrhyncha e Auchenorrhyncha.

A familia Cercopidae abrange a maior quantidade de insetos sugadores de
seiva do xilema na natureza, com 175 géneros descritos e 1.556 espécies descritas
(Elorde et al., 2023). Sendo que a caracteristica morfologica para diferenciar as
cigarrinhas das pastagens dos demais insetos sugadores sao as patas posteriores em
adultos, que apresentam ao longo da margem externa da tibia (Figura 2), dois
espinhos proeminentes e, no seu apice, uma ou duas coroas de espinhos menores

(Valério, 2009).
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Figura 2 — Cigarrinha das pastagens (Deois flavopicta)

Fonte: Vinicius Rodrigues de Souza (2023)

A coloragcdo das cigarrinhas sdo referéncia para identificar determinadas
espécies como Deois flavopicta que possuem coloragdo preta, com duas linhas
amarelas transversais nas asas, abddmen e pernas vermelho; Deois schach séo
preto-esverdeadas, com linhas transversal laranja no terco apical das asas, abdémen
e pernas na cor vermelho; Notozulia entreriana de cor negra-brilhante com manchas
cremes ou amarelas, o ventre e as patas sao negros (Valério, 2009; Souza et al.,
2008). Essas espécies, conforme Valério (2009) sao “algumas das mais importantes
espécies de cigarrinhas tradicionalmente associadas as pastagens no Brasil”. Na
regido Norte, Matos Filho (2023) afirma a predominédncia de Deois incompleta
(Walker), e na regido Nordeste de Notozulia entreriana (Berg), Deois schach
(Fabricius) e Aeneolamia selecta (Walker).

O ciclo de vida da cigarrinha das pastagens é hemimetabolo, com fases de ovo,
ninfa e adultos. As ninfas possuem aparéncia semelhante aos insetos adultos, exceto
pela auséncia de asas. Portanto, esse processo de metamorfose é dito como parcial
ou incompleto. Segundo Pereira (2013 apud Furtado & Oliveira, 2015), a duracdo da
fase de ovo é de 22 dias, as ninfas passam por 5 ecdises em 22 dias, e adultos 19
dias em condi¢Bes 6timas de temperatura e umidade. O tipo de reproducédo é sexuada
com machos e fémeas iniciando o ciclo reprodutivo 60 dias apds o nascimento (Souza
et al., 2008).
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A fémea da cigarrinha ovoposita até 100 ovos cerca de seis dias ap0s a copula,
geralmente na bainha foliar ou na base do caule préximo ao solo (Garcia, 2002). O
periodo de incubagdo dura em meédia 22 dias sob alta umidade e temperatura,
podendo se estender até 200 dias quando os ovos entram em diapausa devido a
condicoes desfavoraveis (Matos Filho, 2023). Essa dorméncia, no entanto, € induzida
antes das adversidades climaticas e pode ser mantida independentemente do
ambiente (Mansingh, 1971 apud Garcia, 2002).

ApoOs a incubacédo, surgem ninfas esbranquicadas que se fixam na base da
planta para sugar a seiva dos vasos xilematicos. Com o tegumento ainda fragil,
secretam mucilagens pelas glandulas epidérmicas de Batelli, localizadas no sétimo e
oitavo segmento abdominal, que, junto a liquidos liberados pelo anus, formam uma
espuma protetora contra a dissecacao (Garcia, 2002). Apds quatro ecdises, a ninfa
interrompe a producdo de espuma e, com sua evaporacao, inicia a fase adulta,
caracterizada por policromia alar e coloracdo aposemética, com padrfes conspicuos
e brilhantes nas asas, pronoto, cabeca e pernas (Paladini et al., 2018). Nessa fase as
cigarrinhas apresentam notavel capacidade de voo, alimentando-se da seiva da parte
aérea da planta.

Tanto na fase de ninfa quanto na fase adulta as cigarrinhas das pastagens
comprometem a viabilidade de gramineas, pois além de injetarem na planta
substéancias toxicas presente na saliva, diminuem o transporte de agua e sais minerais
para a fotossintese e a biomassa foliar (Rinaldi, 2021). Capins do género Brachiaria
sédo descritos como as principais plantas acometidas por cigarrinhas das pastagens
em contraste com outras gramineas (Matos Filho, 2023; Auad, 2009; Souza et al.
2008). Essas plantas quando implementadas em largas areas de pastagens tém seu
maior crescimento no periodo de chuva, que corresponde a maior ocorréncia da
cigarrinha-das-pastagens, justamente quando o gado mais necessita de alimento no

campo devido a escassez de estoque na seca (Auad, 2009).

Com isso, para enfrentar essa problematica com menores impactos ambientais
e econdmicos, Souza et al. (2008) destacam a importancia de alternativas ao uso
exclusivo de agrotéxicos dentro do Manejo Integrado de Pragas (MIP), que consiste

em utilizar diversas préaticas para conter a praga e minimizar seus danos. Nesse
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sentido, Sousa (2022) aborda em sua pesquisa bibliografica o uso de agente de
controle biolégico utilizados contra cigarrinha-das-pastagens, principalmente espécies
de moscas Porasilus Barbiellinii e Salpingogaster nigra, e fungos entomopatogénicos
Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana. Adicionalmente, pesquisas recentes
tém explorado aspectos moleculares e bioquimicos de insetos, incluindo analises de
enzimas e proteinas envolvidas em processos fisiolégicos essenciais sendo potenciais
alvos para inseticidas, como proteinas estruturais e neurais (Rinaldi et al., 2026).

Ventura et al., (2023, p. 3), destacou a aceticolinesterase (AChE) como o sitio
alvo dos organofosforados e carbamatos, com o mecanismo de acdo semelhante
aos piretroides nos canais de sodio dependentes de voltagem. Enquanto, colocou
em seu estudo que o “controle de insetos alados pode ser feito durante o
desenvolvimento larval, impedindo ou dificultando a transformacéo deles para a fase
adulta”, sendo os produtos quimicos organofosforados os mais utilizados no Brasil.
Nesse sentido, as proteinas desenvolvidas pelo metabolismo do inseto durante essa
fase séo alvos promissores para a agao de inseticidas, visto que podem comprometer
a integridade estrutural dos organismos. Dentre essas proteinas destacam-se a
quitina, a-amilase, tripsina, a-glicosidase e aminopeptidas (Coelho et al.,2009; Kaur et
al., 2006; Santos, 2018).

2.3 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima essencial para o funcionamento do
sistema nervoso dos insetos, pois atua na regulacdo da transmissdo de impulsos
nervosos. De acordo com Quinn (1987), essa enzima pertence a classe das hidrolases
e é responsavel pela degradacdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas, garantindo a interrupcdo do estimulo nervoso e permitindo a retomada
do estado de repouso da célula pés-sinaptica.

Do ponto de vista molecular, os insetos podem apresentar diferentes formas de
AChE, codificadas por genes distintos, como ace-1 e ace-2. Porém, atualmente a
estrutura enzimatica mais bem descrita proveniente de insetos, corresponde & espécie
Drosophila melanogaster (PDB 1QQ9), obtida por Harel et. al. (2000) e disponivel no
banco de dados Protein Data Bank, o que evidencia a ainda limitada disponibilidade
de dados estruturais para AChE em outros insetos e reforca a necessidade de
ampliacao dos estudos nessa area.
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A AChE apresenta um sitio ativo composto por uma triade catalitica formada
pelos residuos serina (Ser), histidina (His) e glutamato (Glu) (Sussman et al., 1991;
Nachon et al., 2020). Esse sitio é dividido em dois subsitios: o aniénico, responsavel
pela interacdo com o grupo quaternario da acetilcolina, e o catalitico, onde ocorre a
hidrolise do substrato, conforme proposto por Nachmansohn e Wilson (1951). Assim,
a reacao catalisada pela AChE consiste na hidrélise da acetilcolina em colina e acido
acético, processo fundamental para evitar a estimulacdo continua dos neurénios.
Segundo Taylor e Radic (1994), a eficiéncia catalitica da AChE é extremamente
elevada, sendo considerada uma das enzimas mais rapidas conhecidas, o que
evidencia sua importancia na manutencdo da homeostase neural.

Nos insetos, a AChE esté localizada principalmente no sistema nervoso central
e nas jun¢des neuromusculares, desempenhando papel crucial na coordenacao de
movimentos, alimentacdo e comportamento (Santos, 2017). Alteracdes na atividade
dessa enzima podem resultar em disfun¢des neuroldgicas severas, levando a paralisia
e morte do organismo.

Nesse cenario, a AChE possui grande relevancia no controle de pragas, uma
vez que é o principal alvo de inseticidas organofosforados e carbamatos (Lang et. al.,
2012). Esses compostos atuam inibindo a atividade da enzima nos insetos,
provocando o0 acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica, o que leva a
hiperestimulac&o do sistema nervoso, seguida de colapso neuromuscular (Cadez et.
al., 2021). Entretanto, de acordo com Ventura et al. (2023), o uso continuo desses
inseticidas resulta no desenvolvimento de resisténcia em diversas espécies de
insetos, frequentemente associada a mutacbes nos genes que codificam a AChE,
sendo os compostos organofosforados e carbamatos os que atuam principalmente no
sitio alvo da acetilcolinesterase

Porém, estudos recentes tém investigado inibidores naturais da AChE,
incluindo metabdlitos produzidos por microrganismos que podem atuar como
alternativas mais sustentaveis no manejo de insetos-praga (Harman, et. al., 2021,
Prabhu et al., 2025; Thapa et al., 2017). Esses compostos apresentam potencial para
uso em estratégias de controle biolégico, reduzindo os impactos ambientais

associados aos inseticidas sintéticos.
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2.4 Quitina sintase

A quitina sintase (Chs) é uma enzima envolvida na biossintese da quitina, o
segundo polissacarideo mais abundante na natureza que ocorre em diversos
organismos, incluindo fungos, artropodes e outros grupos eucariéticos. (Brain et al.,
2025; Wu et al., 2022). Esse polimero tem como principal funcdo a resisténcia
mecanica e protecao, sendo fundamental para a manutencao da integridade celular e
estrutural desses organismos.

As quitinas sintases (CHSs) fazem parte da familia de glicosiltransferases 2
(GT2), que também inclui celulases sintases. Essas enzimas atuam na transferéncia
de um aculcar doador previamente ativado, que tem sua configuragdo anomérica
invertida, para um aceptor especifico, promovendo a formacdo de uma ligacao
glicosidica (Moreira, 2018; Macedo, 2012). Na célula, encontram-se integradas a
membrana plasmética atuando na catalise da polimerizagdo de UDP-N-
acetilglicosamina (UDP-GICNAc) em cadeias de quitina, as quais sdo posteriormente
liberadas através da membrana e incorporadas a parede celular (Rogg et al., 2012).
A CHS é divida em trés dominios: o dominio A que corresponde a extremidade N-
terminal; o dominio B que se localiza na parte central, com aproximadamente 450
aminoacidos com muitas regides de sequéncias conservadas entre diferentes
espécies; e o dominio C localizado na regido C-terminal “sendo caracterizado em
insetos pela presenca de sete hélices transmembranas conservadas tanto em
sequéncia, localizagao e espagamento” (Macedo, 2012).

A regido do dominio B é o nucleo funcional da quitina sintase pois abriga os
dominios EDR (E-Acido glutdmico, D-Acido aspartico), R-Arginina) e QRRRW (Q-
Glutamina, R-Arginina, R-Arginina, R-Arginina, W-Triptofano) que sdo sequéncias
conservadas em todas as CHSs (Merzendorfer et al., 2003). Zhu et al. (2002)
identificaram trés blocos adicionais altamente conservados nas quitina sintases de
insetos, CATMWHXT (C-Cisteina, A-Alanina, T-Treonina, M-Metionina, W-Triptofano,
H-Histidina, X-qualquer aminoéacido, T-Treonina), QXFEY (Q-Glutamina, X-qualquer
aminoécido, F-Fenilalanina, E-Acido glutamico, Y-Tirosina) e WGTRE (W-Triptofano,
G-Glicina, T-treonina, R-Arginina, E- Acido glutdmico), localizados, respectivamente,
nas posicoes 583-590, 794—798 e 1076—1080 da proteina CHS-1 de Drosophila.
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As CHSs sao codificadas por um grupo de genes e classificadas de acordo com
as caracteristicas estruturais e funcionais, em classe A (CHS-A ou CHS-1) e a classe
B (CHS-B ou CHS-2). De acordo com Macedo (2012), nos insetos as quitinas sintases
de classe A é responsavel pela producado de quitina que formara a cuticula, enquanto
as de classe B produzem quitina para a composicdo da membrana peritrofica. Dessa
forma, o revestimento do corpo dos insetos pela cuticula de quitina tem como func¢des
a sustentacdo, locomogéo e protecdo contra desidratacdo, pequenos choques
mecanicos, contato com entomopatdgenos e intempéries ambientais, além de
apresentar funcdes especificas em cada espécie.

A cuticula dos insetos, segundo Moreira (2018), é composta por uma camada
interna, a procuticula, formada por filamentos de quitina organizados em uma matriz
proteica, e por uma epicuticula, camada externa de proteinas e lipideos. Essa
estrutura é constantemente trocada a medida que os insetos completam seu ciclo de
vida, processo denominado ecdise, o qual depende principalmente da adequada
producgéo de quitina.

Com isso, substancias que inibem a sintese de quitina sdo comumente
utilizadas na composicéao de inseticidas contra pragas agricolas, como o teflubenzuron
e o diflubenzuron do grupo das benzoilureias (Hettewer, 2020; Merzendorfer et al.,
2003). De maneira geral, esses produtos atuam na fase jovem dos insetos, inibindo
ou bloqueando a incorporacdo de N-acetilglicosamina durante a sintese de quitina
para a formacao da cuticula no processo de muda.

Dessa forma, a quitina sintase destaca-se como um potencial alvo para o
desenvolvimento de inseticidas biolégicos compostos por microrganismos capazes de
interagir com sua estrutura molecular. Esse enfoque possui implicacdes importantes
nos estudos de fisiologia celular e no controle de pragas, além de abrir caminhos para

novas abordagens cientificas e tecnolégicas.

2.5 Estudo in silico

O termo in silico refere-se a estudos realizados por meio de simulacdes
computacionais, utilizando modelos mateméaticos e algoritmos para prever o
comportamento de uma substancia quimica através de sua estrutura molecular (Victal

et al., 2014). Segundo Ancuceanu et al. (2026), essa abordagem tem se consolidado
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como uma ferramenta essencial na pesquisa cientifica, ao eliminar a dependéncia de
reagentes e infraestrutura fisica nas etapas iniciais, otimizando o tempo e reduzindo
0s custos da pesquisa cientifica, permitindo explorar hipoteses com menor
necessidade de experimentagéo inicial.

No campo da biologia molecular e da bioinformatica, os estudos sé&o
amplamente aplicados na analise de sequéncias genéticas, na modelagem estrutural
de proteinas e na previsao de interacdes entre moléculas (Gharib, 2024; Garcia, 2025;
Marques, R., 2025; Santos, 2024;). Essa previsao de interacdes moleculares constitui
uma etapa essencial para compreender como compostos bioativos podem se ligar a
proteinas-alvo, permitindo identificar potenciais mecanismos de acdo e estimar a
afinidade de ligagao entre ligantes e receptores. Dentre as metodologias empregadas
para realizar andlises do complexo proteina-ligante estdo a modelagem por
homologia, docking molecular e modos normais, que segundo Garcia (2025, p. 17),
“[...] sdo amplamente empregadas, permitindo prever propriedades estruturais e
mapear interacdes moleculares [...]". Dessa forma, por meio de simulagdes
tridimensionais, é possivel avaliar o encaixe de ligantes, composicdo estrutural das
moléculas, forcas eletrostaticas e interacdes hidrofobicas, que fornecem predicdes
sobre a compatibilidade entre moléculas.

Diante do exposto, a metodologia de ancoragem molecular ou docking
molecular surge como uma técnica especifica e amplamente utilizada para prever a
interacao e afinidade entre o ligante e o receptor (Fhan et al., 2019). Para tanto, sao
utilizados softwares e servidores online, que na maioria dos casos sao gratuitos e de
linguagem simples, como os softwares Auto Dock Vina, PyMOL, LigPlot, GOLD e MOE
que oferecem recursos avancados para andlise de interacbes moleculares. E
servidores online como SwissDock, HADDOCK e CB-Dock que permitem realizar
simulacdes diretamente nas plataformas web. Assim, em uma mesma analise podem
ser utilizados diferentes ferramentas tanto para explorar detalhes da interacéo
estudada quanto validar os resultados obtidos. Além disso, o docking molecular pode
ser utilizada como avaliacdo complementar de estudo in vitro, como a pesquisa
realizada por Rao et al. (2024), que avaliou a interferéncia da producéo de quitina de
Aedes aegypti pelo composto curcumina.

Portanto, as metodologias in silico tornam-se fundamentais tanto para prever o

acoplamento de ligantes em macromoléculas de interesse quanto para complementar
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0s estudos experimentais. Ao fornecer estimativas consistentes sobre interacbes
moleculares, essas ferramentas ampliam o alcance da pesquisa cientifica e orientam
a selecdo de compostos com maior potencial, 0 que ajudam nos avangos em areas

como biotecnologia e biologia molecular.

3. MATERIAIS E METODOS

O desenvolvimento deste estudo seguiu protocolos metodologicos
recomendados para revisdes sistematicas, conforme descrito por Galvdo & Ricarte
(2019), Sampaio & Mancini (2007) e pelas diretrizes PRISMA 2020 (Page et al., 2021)
(tais como Google Scholar, PubMed, Science Direct, Web of Science e Scielo) que
direcionam para a obtencdo de fitoligantes e macroléculas alvos. Assim, utilizando
essas bases, o trabalho seguiu as etapas descritas abaixo.

3.1 Proteinas-alvo

As proteinas alvo da cigarrinha foram investigadas mediante busca de artigos
sobre estrutura de proteinas de insetos utilizando os seguintes descritores: “Hemiptera
protein structure"; “"protein targets for hemiptera”, “Hemiptera cuticle proteins”;
“‘Hemiptera proteomics”. Foram selecionadas com base na sua relevancia para a
patogénese e potencial de inibicdo, mediante revisdo da literatura e consulta ao banco
de dados de proteinas Protein Data Bank (PDB) e UniProt (Release 2026_01).

Assim, foram selecionadas a acetilcolinesterase, uma enzima essencial para a
transmissdo dos impulsos nervosos, e a quitina sintase, que é responsavel pela
sintese da quitina e pela manutencdo da integridade estrutural da cuticula. Essa
escolha se baseia na relevancia dessas proteinas, tanto para processos fisiol6gicos
vitais da cigarrinha-das-pastagens quanto para potenciais pontos de vulnerabilidade
frente & acdo dos metabolitos secundarios de Trichoderma.

Contudo, devido a auséncia de estruturas cristalograficas das proteinas-alvo
escolhidas de espécies de cigarrinha-das-pastagens, foram utilizadas proteinas
homaologas de organismos modelo: a acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster
e a quitina sintase 2 de Candida albicans. Pois, de acordo com Dias e Taveira (2011.

p. 3) “durante o processo de evolucao as proteinas mantém conservada sua estrutura
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3D, principalmente com relacdo aos residuos funcionais, importantes para manter o
desempenho e a manutencdo de funcdes especifica”. Portanto, a escolha de
proteinas de outros organismos se fundamenta na conservagédo funcional dos sitios
cataliticos, sendo a triade catalitica formada por serina, histidina e glutamato para a
AChE e o motivo QRRRW para a CHS (Merzendorfer e Zimoch , 2003; Silman et al.,
2008).

3.2 Levantamento sobre substancias do Trichoderma

Foi conduzida uma busca em bases de dados cientificos para determinar os
compostos majoritarios produzidos pelo fungo que tenham a estrutura quimica
elucidada e sejam recuperaveis em bases de dados de compostos quimicos como
PubChem e ChemSpider. Para este levantamento, foi utilizado como descritor de
busca o nome cientifico do fungo junto com o termo "metabolito secundario”. Os
metabdlitos secundarios do género Trichoderma foram selecionados a partir de
pesquisas bibliogréficas, levando em conta a atividade biolégica e o potencial de

interagdo com proteinas de insetos.

3.3 Preparo das proteinas-alvo

Para o preparo das macromoléculas, as estruturas das proteinas foram obtidas
no formato Legacy PDB Format a partir do banco de dados Protein Data Bank (PDB).
O modelo utilizado para a acetilcolinesterase foi 0 6XYU, correspondente a enzima de
Drosophila melanogaster em complexo com o derivado de tacrina 9-(3-
iodobenzilamino)-1,2,3,4-tetraidroacridina. Para a quitina sintase, foi selecionado o
modelo 7STM, referente a Quitina Sintase 2 de Candida albicans ligada ao substrato
UDP-GIcNAc. O preparo das moléculas foi realizado no programa AutoDockTools
1.5.6, seguindo etapas padronizadas: remocao dos ligantes originais presentes nas
estruturas, exclusdo das moléculas de agua, adicdo de hidrogénios polares e
atribuicéo das cargas de Kollman. Apds essas modificacdes, os arquivos foram salvos
no formato pdbqt.

3.4 Selecao e preparacao dos ligantes
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As estruturas quimicas dos compostos foram obtidas em 3D no formato SDF
(Structure Data File) por meio do banco de dados PubChem. Foram utilizados
compostos de diferentes classes quimicas: gliotoxina (CID 6223), Gliovirin (CID
101288424), Harzianolide (CID 15719532), Harzianopiridona (CID 54697782), Viridina
(CID 94257), Harzianona (CID 60203967 ), Trichodermona (CID 139586605), 3-
octanona (CID 246728), 1-octen-3-ol (CID 18827) e nonanal (CID 31289).
Posteriormente, os arquivos foram convertidos para o formato PDB (Protein Data
Bank) utilizando o software Pymol.

Os ligantes foram entdo importados para o software AutoDockTools, onde
foram submetidos a preparacgéo estrutural, incluindo remog¢éo de moléculas de agua,
adicao de hidrogénios polares e célculo das cargas de Gasteiger. Ao final, os arquivos
foram salvos no formato pdbqt.

3.5 Simulagdes de docking molecular

Na etapa de docking, os arquivos das proteinas e dos ligantes previamente
preparados foram carregados no formato pdbgt no programa AutoDockTools 1.5.6. A
proteina foi selecionada como referéncia para a geracdo da caixa de busca (grid box),
definindo o espaco tridimensional onde o ligante poderia interagir com o sitio ativo.
Em seguida, foi utilizada a opc¢éo “Grid Box”, na qual foram inseridas as coordenadas
especificas de acordo com cada proteina alvo, de modo a posicionar corretamente a
caixa sobre a regido catalitica ou de ligacdo de interesse.

Para a AChe, o centro da caixa foi posicionado sobre o sitio ativo, considerando
a triade catalitica composta pelos residuos Ser238 (Serina), His480 (Histidina) e
Glu367 (Acido glutamico) (Harel, et al., 2000; Nachon et al., 2020). O tamanho da
caixa de busca foi de 40x40x40 para incluir todo o sitio ativo. O numero de pontos de
grade espacial foi de 27.379 para o eixo x, 62.576 para o eixo y e 15.509 para o eixo
z.

Ja para CHS, o sitio ativo foi definido com base no motivo conservado QRRRW,
caracteristico da familia de glicosiltransferases GT2 (Chen et al., 2023), que
corresponde aos residuos GIn643 (Glutamina), Arg 644, 645 e 646 (Arginina), e

Trp647 (Triptofano). A caixa de busca foi definida nas dimensdes de 50x50x50 para
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incluir todo o sitio ativo. O niumero de pontos de grade espacial foi de 114.925 para o
eixo X, 136.598 para o eixo y e 129. 254 para 0 eixo z.

Essas etapas foram repetidas 20 vezes, gerando 10 arquivos de docking da
proteina AChE com os metabolitos secundarios do Trichoderma e mais 10 arquivos

da proteina CHS2 com os mesmos metabolitos

3.6 Obtencgao da energia livre de ligagao (AG)

Apo6s a definicdo da grid box, cada arquivo foi salvo com a identificacdo
correspondente da proteina e do ligante. Em seguida, o arquivo de configuracédo
(“confg.”) foi aberto em editor de texto para a inser¢cdo manual dos parametros
necessarios: nome da proteina e do ligante no formato pdbqt, dimensdes da caixa de
busca e coordenadas x, y e z referentes ao sitio ativo. Os parametros do algoritmo
foram mantidos nos valores padrao do programa, sendo configurada a exaustividade
de busca em 100. Adicionalmente, definiu-se o parametro de amplitude energética
(energy_range) com valor igual a 4, estabelecendo um limiar termodindmico maximo
de 4 kcal/mol em relacdo a pose de menor energia livre de ligacdo obtida. Essa
configuragcdo assegurou que apenas as conformacdes e modos de ligacao
biofisicamente favoraveis e estaveis fossem armazenados para analise, descartando
resultados de baixa afinidade.

Apbs a configuracdo dos parametros, o processo de docking foi realizado pelo
autodock_vina 1.1.2 utilizando o Prompt de Comando (CMD) do sistema operacional
Windows. Primeiramente, acessou-se a pasta contendo os arquivos preparados
anteriormente e, em seguida, foi executado o comando: "C:\Program Files (x86)\The
Scripps Research Institute\Vina\vina.exe" --receptor prot.pdbqt --ligand AG.pdbqt --
config config.txt --log log.txt --out complexo.pdbqt’. Os nomes dos arquivos foram
editados de acordo com cada proteina e ligante, permitindo a geracao dos complexos
especificos. Ao término da execucao, o programa produziu uma tabela de resultados
contendo as colunas mode (poses do ligante), affinity (valores de energia livre de
ligacdo em kcal/mol), dist from rmsd |.b. e best mode rmsd u.b., que indicam a variagao
estrutural entre as poses em relacédo ao melhor modo de ligacéo (Yagoo et al., 2025).
Esses dados foram utilizados para selecionar as conformacdes mais estaveis e
energeticamente favoraveis, servindo de base para as andlises subsequentes de

interacao ligante-receptor.
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3.7 Analise das interacdes pelo LigPlot

Os arquivos resultantes da ancoragem foram processados no software PyMol
4.6. O arquivo complexo, no formato PDBQT, foi gerado e salvo via prompt de
comando do Windows apds o acoplamento de cada ligante. A proteina também foi
carregada no mesmo formato, permitindo a visualizacao tridimensional das poses de
ancoragem. A primeira pose foi selecionada e exportada no formato PDB, sendo salva
na pasta correspondente sob o nome “complexo_proteina_ligante”.

Em seguida, os complexos foram analisados no LigPlot, onde cada arquivo foi
aberto e o ligante selecionado. Nessa etapa, foram identificadas as principais
interacdes com os residuos de aminoacidos do sitio ativo da proteina, incluindo

interacdes hidrofébicas (IH) e ligacdes de hidrogénio (LH).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A interacdo potencial entre Trichoderma e a cigarrinha-das-pastagens pode
ocorrer de forma natural no ambiente, sem necessidade de intervencao antropica. O
comportamento reprodutivo do hemiptero que coincide com o periodo chuvoso, cria
condicdes favoraveis para a colonizacdo pelo fungo. Pois, a ovoposicao é feita no solo
Uumido proximo ao colmo das gramineas e as ninfas que surgem permanecem nessa
regido secretando mucilagens para a formacéo da espuma protetora (Valério, 2009).
Dessa forma, é criado um micro habitat com adapta¢ces termorreguladoras, Tonelli et
al. (2018) conclui que as cigarrinhas conseguem manter uma faixa de temperatura
pouco variavel dentro da espuma com 25 +4 °C. Além disso, 0S 0vos que permanecem
enterrados apresentam revestimento quitinoso, enquanto as ninfas possuem
tegumento fragil, o que abre espaco para o crescimento dos esporos do Trichoderma.

Essa dindmica € possivel gracas aos mecanismos do Trichoderma que
envolvem a competicdo por espaco e nutrientes, o parasitismo que € realizado por
enzimas liticas e a antibiose caracterizada pela producéo de metabolitos secundarios,
volateis e ndo volateis, que sdo capazes de interagir com diversas estruturas
organicas (Silva et al., 2022). Logo, a possibilidade da interagcdo natural do

Trichoderma com a cigarrinha-das-pastagens mostra ndo apenas uma relagcéo
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ecologica relevante, mas também levanta hipéteses sobre o papel do fungo como
agente de controle bioldgico.

Com isso, a partir do servidor online SWISS-MODEL (swissmodel.expasy.org)
foram obtidas as estruturas tridimensionais das proteinas homélogas
acetilcolinesterase de Drosophila melanogaster em complexo com o derivado de
tacrina 9-(3-iodobenzilamino)-1,2,3,4-tetraidroacridina, e quitina sintase 2 de Candida
albicans vinculada ao UDP-GIcNAc, além do respectivo grafico de Ramachandran
(Figura 3). Segundo Hassunuma e Yonezawa (2023), o grafico de Ramachandran &
utilizado para avaliar a qualidade estrutural de proteinas, relacionando os angulos phi
(®) e psi (y) da cadeia principal com regides conformacionais tipicas, como hélices a
e folhas B. Trata-se de uma ferramenta essencial para prever o dobramento e validar

a qualidade de modelos estruturais.

Figura 3 — Representacdo 3D e grafico de Ramachandran de cada proteina-alvo obtida no servidor
online SWISS-MODEL
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(a) Representagdo 3D da proteina cristalizada Quitina Sintase 2 (CHS2) de Candida albicans vinculado
a UDP-GIcNAc. (b) Grafico de Ramachandran da CHS2. (c) Representacéo 3D da proteina cristalizada
Acetilcolinesterase (AChE) de Drosophila melanogaster complexo com tacrine derivative 9-(3-
iodobenzylamino)-1,2,3,4-tetrahydroacridine. (d) Grafico de Ramachandran da AChE.

Fonte: SWISS-MODEL, Swiss Institute of Bioinformatics, University of Basel.

Nesse contexto, os modelos cristalograficos selecionados apresentaram

elevada proporcdo de residuos localizados em regides conformacionalmente



35

permitidas (areas em verde escuro no grafico de Ramachandran), o que indica
gualidade estrutural como modelo homdélogo para cigarrinha-das-pastagens
adequado para os estudos de acoplamento molecular com os compostos bioativos
ligantes.

Diante da interacéo natural ja descrita e da validacédo estrutural dos modelos
cristalogréficos, foram conduzidas andlises de acoplamento molecular para avaliar o
potencial de ligacdo entre os metabolitos e as proteinas selecionadas da cigarrinha.
No Quadro 1, os metabdlitos avaliados apresentaram diferentes afinidades de ligacédo
com as duas proteinas modelo (AChE e CHS2). O metabdlito viridina (C,oH1606)
apresentou a menor energia livre de ligacéo (-10,2 kcal/mol) durante o acoplamento
com a CHS2, enquanto para a acetilcolinesterase o melhor resultado foi obtido com o
metabdlito 3-octanona (CgH;¢0), com valor de -10,1 kcal/mol. Esses dados reforcam
a relevancia da hipotese de interacdo, sugerindo que a presenca de metabdlitos
secundarios no solo pode exercer efeito significativo sobre os processos fisiol6gicos

das cigarrinhas.

Quadro 1 — Estruturas quimicas e afinidade de ligacéo dos metabdlitos secundarios de Trichoderma
com as proteinas AChE e CHS2

Metabdélito Afinidade com CHS2 | Afinidade com AChE | Estrutura quimica
(kcal/mol) (kcal/mol)

Gliotoxina -6.9 -8,6 )

(C13H14NZO4SZ) '

NN
A

Gliovirina -9.2 -8,0 N
(C20H20N2048S3)
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Harzianopiridona -6.8 -8,2

(C14H19NOs)
|

Harzianona -8.5 -7,6

(C20H300)

Harzianolide -6.8 -8,3 .

(C13H1803) J\
e
M~

Nonanal -5.0 -5,8

(CoH180) P

Trichodermone -9.2 -7.8

(C24H33NOS)

Viridina -10.2 -8,4

(CZOH1606)

3-Octanona -4.8 -10,1

(CgH160)

1-Octen-3-OL -4.6 -5,6

(CgH160)

Fonte: Estruturas quimicas obtidas em PubChem (NIH, NCBI); valores
provenientes das andlises de docking realizadas neste estudo.

de energia de ligacao
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De acordo com Medeiros Filho et al. (2020, p.7), “as energias de interagao de
ligagbes consideram que, quanto mais negativo o grau energético, melhor sera a
estabilidade entre o residuo e o ligante”. Dessa forma, a menor energia de ligacédo
encontrada na ancoragem da viridina e do 3-octanona, indicam que os metabdlitos
possuem elevada capacidade de estabelecer interagdes com a CHS2 e a AChE,
sugerindo potencial para exercer propriedades de inibicdo ou modulacdo estrutural
das proteinas.

Em vista disso, Vischer et al. (1950) ja haviam comprovado o efeito inibitério
dos derivados a-viridina e B-viridina sobre a germinacao de esporos de Botrytis allii,
processo dependente da sintese de quitina para a formacdo e remodelamento da
parede celular durante o crescimento inicial e radial da colonia (Berthel et al., 2024).
Estudos mais recentes também identificaram a 3-octanona como um dos principais
compostos volateis produzidos por Trichoderma, reconhecida por sua atividade
antifingica e potencial de biocontrole (Kong et al., 2022), embora ainda néo tenha sido
aplicada em ensaios entomopatogénicos.

Na andlise de RMSD (Root Mean Square Deviation), apresentada no Quadro
2, verificou-se que, em interacdo com a proteina CHS2, o metabdlito viridina
apresentou trés modos préximos, enquanto a 3-octanona, ao ser ancorada na AChE,
gerou dois modos proximos com valores de RMSD < 2 A. Esse resultado indica que
os diferentes modos testados no docking convergiram para poses muito semelhantes
ao melhor modo de ligacdo. Tal caracteristica sugere que a viridina e a 3-octanona
mantém interagcdes consistentes e favoraveis nas regides proximas aos sitios ativos
das proteinas.

Segundo Rivera (2025), obter a variavel RMSD “é indispensavel para avaliar
estabilidade estrutural, flexibilidade e mudancas conformacionais das biomoléculas
[...]”. Portanto, a avaliagao de outros encaixes dos ligantes nas proteinas-alvo por meio
de pesquisas in vitro podera revelar novos sitios de ligacdo mais eficientes,
contribuindo para estratégias de controle bioldgico da cigarrinha-das-pastagens.

Quadro 2 — Resumo comparativo dos modos de ligagéo e variacéo estrutural (RMSD) dos metabdlitos
secundérios de Trichoderma com maior afinidade as proteinas AChE e CHS2

Complexo Melhor modo (kcal/mol) Modos préximos (RMSD = 2

A)

Viridina em interagdo com -10.2 Modo 2 (1.758), modo 3
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CHS2

(1.853)e modo 5 ( 1.080)

3-octanona em intera¢@o com
AChE

-10.1

Modo 5 (2.473) e modo 8
(1.657)

Fonte: A autora (2026)

Quanto as interagbes com os residuos das proteinas, a viridina estabeleceu

uma interacdo hidrofébica com o aminoéacido triptofano (Trp647), pertencente ao
motivo conservado QRRRW da CHS2 (Quadro 3) (Figura 4). As interacbes

hidrofébicas estdo relacionadas “[...] a minimizagdo da energia livre do sistema e

desempenham papel determinante no dobramento de proteinas [...]” (Marques, 2025,

p. 162). Considerando que o motivo QRRRW esta diretamente associado ao centro

ativo da enzima, a ligacdo observada pode comprometer a interacdo do substrato

UDP-N-acetilglicosamina ou alterar a conformacao necessaria para a catalise.

Quadro 3 — Residuos e tipos de interacdo dos metabdlitos secundérios de Trichoderma com as

proteinas AChE e CHS2

Metabolitos secundarios Interagdes de aminodcidos
CHS2 ACHhE
Gliotoxing IH. Phe938(A), Met934(A), IH. Gly143(4), Gly150(A),
Asn93T(A), lleS41(A), Gly155(A), Tyr162(A),
le735(A), leBIG(A), GlyEaT(A) | Tyr71{A), Tyr374{A), Trp83(A),
e PheT00(A) Hisd80(A), LH. Thribd(A),
Glu237(A), Tyr370{A)
Slioviring IH. Trp647{A), Pro538{A), IH. Aspd82(A), SerdTO{A),
WValb36(A), Serbb1(A), Leud71(A), TrpdT2{A),
AlaB54{A), AlaBhsb(A), GlyT9(A), lledZ2(A), LeudIB(A),
AsnBEB(A); LH. Serb20(A) e Asnda3(A), GInd90(A),
Serb3bA) Asp160(A), lle161({A); LH.
GludB5(A).
Harzianggirdena, H. Tyrs17{A), Walb36(A), IH. Glu237(A), Gly150{A),
Prob38{A), TrpB47(A) e Gly155(A), Trp@3(A),
ArgB05(A); LH. Serb20(A) e Gly 149(A), Tyr370(A),
Asnb21(A) Tyr374(A), Phe330(A),
Phe3T1{A), Tyr71{A);
Harziangna, IH. Val740(A/B), Wal736{A/B), IH. Tyrf1(A), Tyr7 3(A),
Phe739(AB), Met934{A) e Tyr324{A), Trp321{A),
Ne735(A); GluGa(A), Val318(A).
Harzianglide., IH. Asn521(A) e Tyr517(A); LH. | IH. Trp83(A), Thri54{A),
Glus16(A), Serb20(A), Tyr374(A), Tyrf1{A),
lled95(A), Thré31{A), Phe3T1{AY, LH. Tyr370{A)
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Trp&d7(A) e Prob38({A)

Nenanal IH. Trp933(A), Met9d34(A), LH. Tyr71(A); IH: Tyr374(A),
leB9B(A), lle735(A) e Trp83(A), Leud79(A),
PheT00(A); LH. Asn937(A) Trpd72(A), Tyr370{A)

Trichodermena IH. Val736(B), Leu732(BIA), IH. Asp160(A), Leud96(A),
Phe938(A), Met934(A), Glud85(A), lle161(A), lle82(A),
le941(A), leT35(A), 11e696(A), | Tyrd98(A), Serd70(A),
Tyr731(A) e Phe700(A) Thrd67(A), Leud71(A),

LH. Ser7&(A), Thr469(A)

PheT7(A), Gly79(A), Trp472(A);

Viridina 1H.Pro538(4), Trp647(A), IH. PheT7(A), GlyT9(A),
lled95(A), Gly539(A), leB2(A), Serd70(A), Tyr498(A),
Ala540(A), Tyr517(A), lle161(A), Glud85(A),
Lys525(A), Asp524(A) e Leud96(A), Asp160(A); LH.
Val536(A); LH Ser520 (A) e Ser78(A), LeudT1(A),
Arg605 (A) Thrd69(A)

3-Octanone IH. Phe739(A/B), PheT43(A/B), | IH. llle161(A), GInd90(A),
Val740(A/B), ValT36(A) e Asn163(A), Asp160(A) e
Met934(A/B) Leud96(A): LH. Tyrd98(A) e

Glud85(A)

1-Octen-3-OL IH. Pro538(A), Trp647(A) e IH. Trp&3(A), Tyra70(A),
lle495(A); LH. Ser520(A) e As | Phe371(A), TyrT1(A),
n521(A) Tyr374(A); LH. Glus0(A)

Fonte: A autora (2026)

Figura 4 — Complexo de interacdo da Viridina com os residuos de amino&cidos da proteina quitina
sintase.

cis
" i
o \ o .
cian -
GMI:.% i)w
11c495(4)
AlaS40(A)

Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software LigPlot (2026)

Enquanto isso, o metabdlito 3-octanona estabeleceu ligac6es de hidrogénio

com os residuos Tyr498 e Glu485 da AChE (Figura 5). Esse tipo de interacéo

é
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fundamental para a estabilidade conformacional e para a regularidade geométrica das
cadeias polipeptidicas. No contexto deste estudo, a ancoragem especifica da 3-
octanona nesses aminoacidos pode modificar a dindmica de atuacdo da AChE
durante a neurotransmissdo colinérgica. A capacidade inibitéria da 3-octanona foi
evidenciada por Pereira et al. (2024), juntamente com outros compostos volateis
produzidos por fungos, na ecloséo de ovos e na reprodugéo de nematoides, por meio

de testes in vitro e in vivo.

Figura 5 — Complexo de interacdo do metabdlito 3-octanona com residuos da acetilcolinesterase

audv6(A)

N e

Aml63(A)

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio do software LigPlot (2026)

A gliotoxina foi 0 unico metabdlito que se ligou diretamente ao sitio ativo da
AChE, com o residuo histidina 480 (Figura 6). O que pode afetar diretamente a funcéo
principal dessa proteina ja que “os residuos de histidina e serina sdo importantes para
a hidrolise da acetilcolina” (Aravjo et al., 2016). Segundo os mesmos autores, a
hidrolise da acetilcolina no sitio ativo da acetilcolinesterase ocorre mediante a
participacdo de residuos especificos, em que a histidina atua como catalisador acido-
base e a serina como nucledfilo. Como a serina isoladamente ndo é capaz de
hidrolisar um éster, a histidina desempenha papel fundamental na catalise, garantindo

a eficiéncia do processo enzimético.
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Figura 6 — Complexo de interacéo do metabdlito gliotoxina com residuos da acetilcolinesterase

Fonte: Elaborado pela autora com auxilio do software LigPlot (2026)

Na literatura, a gliotoxina é descrita como micotoxina capaz de suprimir o
crescimento de outros fungos no solo e controlar doencas em plantas (Scharf et al.,
2012). Em relacdo aos efeitos em animais, apresenta ampla atuacdo na inibicdo do
sistema imunologico (Hof & Kupfahl, 2009), embora ndo tenham sido encontrados
estudos que analisem sua ac¢ao direta sobre o sistema nervoso. Entretanto, Vargas et
al. (2014) indicaram que a gliotoxina estd envolvida na capacidade da cepa
Trichoderma virens de matar insetos. Apesar de nao ter apresentado a menor energia
de ligacado, sua interacdo direta com a triade catalitica da AChE confere relevancia
para o aprofundamento de pesquisas sobre os efeitos neurotoxicol6gicos em insetos.

Alguns dos demais ligantes estabeleceram interagbes com residuos
localizados em cavidades profundas das proteinas, regides altamente seletivas para
o0 encaixe de ligantes (Young et al.,, 2026). Entre eles, destaca-se 0 metabdlito
trichodermona, que se ligou ao residuo Leu732 (B/A) da CHS2. Essa posi¢cdo merece
atencdo, pois o aminoacido esté localizado em uma regido estratégica da enzima,
entre as cadeias A e B. Dessa forma, o contato com a trichodermona pode alterar o
arranjo local de hélices ou folhas proximas, impactando diretamente o alinhamento do

sitio catalitico.

Assim, a utilizacdo dos metabdlitos secundarios de espécies ativas do

Trichoderma, como T. virens e T. harzianum, mostra-se promissora para o controle da
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cigarrinha-das-pastagens. Essa aplicacéo pode ser realizada em laboratorio, por meio

da manipulacdo do fungo ou do isolamento dos compostos bioativos, como em campo,

atuando na composi¢cdo de bioinseticidas de modo a atuar sobre o inseto em

diferentes fases do seu ciclo de vida.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo in silico evidenciam que os metabdlitos
secundarios de Trichoderma spp. apresentam potencial relevante como agentes
bioinseticidas contra a cigarrinha-das-pastagens. Entre os compostos avaliados,
viridina e 3-octanona demonstraram interacdes significativas com as proteinas-alvo
CHS2 e AChE, sugerindo possivel comprometimento de processos essenciais, como
a sintese de quitina e a neurotransmissao colinérgica. Ademais, a capacidade de
colonizagdo natural dos ovos e/ou ninfas da cigarrinha por Trichoderma, favorecida
pelo revestimento quitinoso dessas estruturas, reforca a consisténcia ecologica da
estratégia de biocontrole.

Embora os resultados sejam promissores, este estudo constitui uma base inicial
para orientar o isolamento dos metabdlitos secundarios com maior potencial de agéao
sobre a cigarrinha-das-pastagens. Sendo o uso da ancoragem molecular uma
estratégia que se limita a predicdo dos resultados esperados. Torna-se, portanto,
indispensavel a realizacdo de andlises experimentais que validem a eficacia e a
seguranca desses compostos, consolidando sua aplicagcdo no manejo integrado
desses hemipteros. Assim, abre-se caminho para o desenvolvimento de alternativas
inovadoras e sustentaveis, alinhadas a reducdo do uso de inseticidas quimicos e a

promocdao da saude dos ecossistemas agropecuarios.
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