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RESUMO

Peptideos antimicrobianos séo classificados de acordo com a conservacao do padrao
dos residuos de cisteina, hidrofobicidade e motivos conservados na estrutura primaria,
secundaria e terciaria. Dentre eles, a classe hevein-like constitui pequenas lectinas
com dominio heveina responsavel pela ligacédo a quitina. Tendo em vista o aumento
do numero de cepas resistentes aos antibioticos convencionais, o presente estudo
buscou prospectar peptideos do tipo heveina a partir da espécie Hevea brasiliensis,
inferindo sobre sua estrutura e potencial antimicrobiano. Para isso, foram utilizadas
sequéncias sondas do tipo hevein-like, disponiveis em banco de dados, como
templates para sua mineracao in silico no genoma de H. brasiliensis. As sequéncias
de amino4cidos dos peptideos hevein-like de H. brasiliensis (HbHevs) foram
caracterizadas, seus modelos tedricos tridimensionais foram gerados por modelagem
comparativa, com estabilidade avaliada pela simulacdo em dinamica molecular. Em
paralelo, foram realizados desenhos racionais de peptideos de até 20 aminoacidos
baseados nas HbHevs. Os modelos tedricos dos peptideos desenhados foram
geradas por modelagem ab initio, sendo a seguir submetidas a simulagdo molecular.
Nesse estudo, foram encontrados 11 HbHevs anfifilicos de hidrofobicidade entre 28 a
40% (GRAVY -0,96 a -0,23), massa molecular de 3,54 a 4,7 kDa, ponto isoelétrico 4,0
a 7,5 e predominancia de carga liquida anibénica. Foi observada uma conservacao nas
posi¢cdes dos residuos de aminoacidos responsaveis pelo sitio de ligacdo a quitina,
como a Ser-19/Ser-12 e Tyr-30/Tyr-23. No entanto, em HbHev11 houveram mutacdes
que alteraram a configuracdo do sitio de ligacdo. Os HbHevs 8-11, quando
comparados aos demais peptideos, ausentaram sete aminoacidos na regido do
primeiro loop estrutural. As simula¢cdes em dinamica molecular indicaram estabilidade
dos modelos estruturais pelo desvio da raiz quadratica média, além da anélise do raio
de giro presumir que os HbHevs sdo compactos e rigidos. Com base nos preditores
in silico, os peptideos desenhados apresentaram atividade antimicrobiana e baixa
probabilidade de serem toxicos. Os peptideos selecionados apresentaram
estabilidade na dindmica molecular, algumas formando estrutura Beta-hairpin. Entre
0s peptideos sintetizados e testados in vitro, o HbHev_PB8 se mostrou ativo contra
Acinetobacter baumannii (ATCC 13883). Dessa forma, o presente trabalho encontrou
peptideos hevein-like em H. brasiliensis, incluindo configuragdes candnicas e outras

distintas que promovem uma diversidade no arsenal quimico natural. As HbHevs



identificadas poderéo servir de base para desenvolvimento de peptideos bioinspirados

de interesse a saude humana.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos; Bioinformatica; Estrutura tridimensional,
Simulacdo em dindmica molecular.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides are classified according to pattern conservation of cysteine
residues, hydrophobicity, and conserved motifs in primary, secondary, and tertiary
structure. Among them, the hevein-like class comprise small lectins with the hevein
domain responsible for chitin binding. Considering the increase in the number of strains
resistant to conventional antibiotics, the present study sought to prospect hevein-like
peptides from the species Hevea brasiliensis, inferring their structure and antimicrobial
potential. For this, probe sequences of hevein-like, available in the database, were
used as templates to mine in genome of H. brasiliensis. The amino acid sequences of
the hevein-like peptides of H. brasiliensis (HbHevs) were characterized, their
theoretical three-dimensional models were generated by comparative modeling,
including the evaluation of structural stability by molecular dynamics simulation. In
parallel, rational design of peptides of up to 20 amino acids based on HbHevs were
performed. Theoretical models of the designed peptides were generated by ab initio
modeling and then submitted to molecular simulation. In this study, 11 amphiphilic
HbHevs were found with hydrophobicity between 28 and 40% (GRAVY -0.96 to -0.23),
molecular mass of 3.5 to 4.7 kDa, isoelectric point 4.0 to 7.5 and predominance of
anionic net charge. Moreover, it was observed conservation in the positions of amino
acid residues responsible for the chitin binding site, such as Ser-19/Ser-12 and Tyr-
30/Tyr-23. However, HbHevll had mutations that altered the binding site
configuration. HbHevs 8-11, when compared to the other peptides, lacked seven
amino acids in the region of the first structural loop. Molecular dynamics simulations
indicated stability of structural models by root-mean-square deviation, in addition,
HbHevs were assumed to be compact and rigid by radius gyration analysis. Based on
in silico predictors, the designed peptides had antimicrobial activity and low probability
of toxicity. The selected peptides showed stability in molecular dynamics, some
forming a Beta-hairpin structure. Among the peptides synthesized and tested in vitro,
HbHev_PB8 was active against Acinetobacter baumannii (ATCC 13883). Thus, the
present work found hevein-like peptides in H. brasiliensis, including canonical and
other distinct configurations which provide a diversity in natural chemical arsenal. The
identified HbHevs could serve as basis for the development of bioinspired peptides of

interest to human health.



Keywords: Antimicrobial peptides; Bioinformatics; Three-dimensional structure;

Molecular dynamics simulation.
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DRC
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

-Acido abscisico

-Angiotensin-converting enzyme 2 (enzima conversora de
angiotensina 2)
-Antimicrobial peptides (peptideos antimicrobianos

-Antimicrobial peptides database (banco de dados de
peptideos antimicrobianos)
-Concentracdo minima inibitoria

-Concentragdo minima fungicida

-Dominio agéo bioldgica distinta

-Dominio de reconhecimento de carboidratos
-Aglutinina relacionada a Euonymus europaeus
-N-acetilglicosamina

-Aglutinina relacionada a Galanthus nivalis
-Peptides glycine-rich (peptideos ricos em glicina)

-Peptideo hevein-like de Hevea brasiliensis

-Human defensin 5 (defensina humana 5)
-Concentracgédo para reduzir a viabilidade celular em 50%
-Lectinas ligantes a quitina

-Lipid transfer proteins (proteinas transportadoras de
lipideos

-Mitogen-activated protein kinases (proteino-quinases
ativadas por mitdbgenos)

-Lectina do rizoma de Microgramma vacciniifolia

-Pathogen-associated molecular pattern (padrdo molecular
associado aos patdgenos)

-Peripheral blood mononuclear cells (células
mononucleadas do sangue periférico)

-Lectina da sarcotesta de Punica granatum

-Proteinas relacionadas a patogénese

-Pattern-recognition receptors (receptores de
reconhecimento padrdo)
-Proteinas inativadoras de ribossomos

-Root-mean-square deviation (desvio da raiz quadratica
média)

- Root-mean-square fluctuation (flutuacdo da raiz
guadratica média)

-Reactive oxygen species (espécies reativas de oxigénio)

-Lectina da folha de Schinus terebinthifolius
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos foi notado crescente nimero de casos de doencgas causadas
por agentes infecciosos. Orgdos como Centro de Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC, Center for Disease Control and Prevention) e a Organizacao Mundial de Saude
emitem periodicamente alertas, como o ultimo relatoério da CDC onde foram listadas
cepas patogénicas com diferentes niveis de ameaca, incluindo espécies de Candida
spp. e bactérias multirresistentes categorizadas como sérias e urgentes (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (U.S.), 2019). O advento da pandemia
do coronavirus (SARS-CoV-2) no inicio de 2020, a auséncia de antivirais eficazes
comprovados cientificamente e a existéncia de casos de co-infeccdes ou infecgdes
secundarias em pacientes hospitalizados pela COVID-19 tornaram ainda maior o uso
de antibiéticos em terapias, agravando ainda mais a problematica dos microrganismos
resistentes (RUSSELL et al., 2021; TEMPERONI; CAIAZZO; BARCHIESI, 2021). Para
resolver essa grave questao de salde sdo estimuladas pesquisas que visam descobrir
e desenvolver moléculas bioativas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION (U.S.), 2019; WHO, 2016).

Uma pista importante na busca por fontes de agentes antimicrobianos foi, por
exemplo, a pratica milenar de utilizar plantas na medicina popular, incluindo o
tratamento de infecgcbes. O avanco tecnologico permitiu a identificacdo desses
compostos bioativos e, inclusive, desenvolver moléculas bioinspiradas (AKERELE,
1993; ASCHRAFI et al., 2021; SANTOS-SILVA et al., 2020; SINHA e SHUKLA, 2019).
Tendo em vista que plantas sdo uma fonte relevante de agentes antimicrobianos,
regibes onde ha uma rica diversidade floristica também abrigam uma grande
variedade de compostos ativos com amplo potencial medicinal e biotecnolégico
(BENKO-ISEPPON e CROVELLA, 2010).

No Brasil, pais com territério de mais de 8.500 milhdes de Km?, existe uma rica
diversidade floristica que compde os seis distintos dominios fitogeograficos. A
heterogeneidade de ambientes e condi¢cdes climaticas no pais permitiram a
colonizagdo de espécies vegetais com caracteristicas Unicas, como a producgdo de
compostos quimicos importantes para a sua sobrevivéncia e que séo explorados pelo
ser humano devido as suas propriedades terapéuticas e importancia econémica
(BENKO-ISEPPON e CROVELLA, 2010). Entre as espécies ocorrentes ha Amazoénia

com importancia econdmica destaca-se a Hevea brasiliensis (Willd. ex A.Juss.)
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Mull.Arg., conhecida como “seringueira” e membro da familia Euphorbiaceae. Essa
planta de porte arbéreo tem sido utilizada como espécie de recobrimento em areas de
restauracdo (BENINI et al., 2016; CAMPOS FILHO, 2016) e na producao da borracha
natural a partir do latex (BOTTIER, 2020; RAMOS et al., 2019b). No entanto, estudos
sobre a constituicdo do latex identificaram compostos relevantes para saude humana,
que incluem quitinases, peptidases, lipases e peptideos antimicrobianos (AMPS)
ligantes a quitina, incluindo a classe das heveinas (ARCHER, 1960; BOTTIER, 2020;
RAMOS et al., 2019b; VAN PARIJS et al., 1991).

Os AMPs de origem vegetal sdo conhecidos em geral pelas suas sequéncias
com carga superficial predominantemente catibnica, tamanho de 10 a 100
aminoacidos e anfifilicidade, permitindo a interacdo com membranas de patdégenos
(SANTOS-SILVA et al., 2020; TAM et al., 2015). Sdo encontrados em todos os tecidos,
sendo expressos constitutivamente ou pela inducéo de estresses abibticos ou bidticos
(por ex., ataque por herbivoros e fitopatdgenos) (SANTOS-SILVA et al., 2020). Entre
as classes de AMPs destacam-se as pequenas lectinas ligantes a quitina, conhecidas
como peptideos hevein-like em razdo da presenca do dominio heveina (SANTOS-
SILVA et al.,, 2020). Os peptideos hevein-like sdo reconhecidos pela sua acéo
antifangica, mas pesquisas levantaram potencial aplicacdo contra bactérias e virus,
especialmente pela presenca de regides catibnicas na sua estrutura e por se ligarem
aos residuos de N-acetilglicosamina (GIcNAc) de glicoproteinas virais (GAMES et al.,
2016; GORDTS et al., 2015; HOFFMANN et al., 2021; SANTOS-SILVA et al., 2020).

A prospeccao desses compostos pode ser realizada através de andlises in
silico em bancos dados Omicos (genoma, transcriptoma e/ou proteoma),
compreendendo um método preliminar as extracdes e purificagcbes. Através de
ferramentas computacionais, sdo identificadas sequéncias de aminoacidos, assim
como predicbes de massa molecular, potencialidade antimicrobiana, porcentagem
hidrofébica, carga liquida, potencial eletroestatico e estrutura tridimensional
(SANTOS-SILVA et al., 2020).

Tendo em vista o0 potencial biotecnologico dos peptideos hevein-like em
aplicacfes farmacologicas e na agricultura, o presente trabalho teve como propdésito
realizar a prospeccao in silico desses compostos em H. brasiliensis, caracterizar suas
estruturas primarias e tridimensionais, assim como avaliar o potencial antimicrobiano

de peptideos curtos bioinspirados no dominio heveina.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Prospectar peptideos do tipo heveina a partir da espécie Hevea brasiliensis, inferindo

sobre sua estrutura e agao antimicrobiana.

1.1.2 Especificos

e Buscar sequéncias de peptideos do tipo heveina em banco de dados de genémica
e protedbmica de H. brasiliensis via mineragéo in silico;

e Identificar, caracterizar dominios e motivos conservados das sequéncias
candidatas através de ferramentas in silico;

e Gerar e avaliar modelos tridimensionais tedricos das heveinas candidatas e
avaliar a estabilidade dos modelos;

e Desenhar racionalmente pelo menos um peptideo baseado nas sequéncias
hevein-like para posterior sintese quimica;

e Verificar a estrutura tridimensional e estabilidade do peptideo modificado;

e Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro do(s) peptideo(s) sintético(s), testando-
o(s) contra patégenos humanos selecionados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 INFECCOES E BUSCA POR NOVAS ALTERNATIVAS

Por muito tempo patdgenos microscopicos tém sido um problema para a saude
publica, inclusive nas ultimas décadas onde foi observado um crescente niumero de
casos de cepas resistentes aos farmacos convencionais (RONCEVIC; PUIZINA,;
TOSSI, 2019). Em resposta, a Organizacdo Mundial de Saude e o CDC divulgaram
uma lista de microrganismos e seus respectivos niveis de ameaca para a saude
publica, estimulando pesquisas e engenharia de novos farmacos, como a prospeccao
de compostos bioativos naturais e suas drogas bioinspiradas (ASCHRAFI et al., 2021;
CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (U.S.), 2019; SANTOS-
SILVA et al., 2020).

A busca e desenvolvimento de drogas antimicrobianas pode ser baseada nos
alvos moleculares dos patégenos. Recentemente, um estudo de Hoffmann et al.,
(2021) indicou um complexo de glicosilagdo da proteina spike da SARS-Cov-2,
incluindo cadeias que terminam com GIcNAc nas subunidades RBD, S1/S2 e HR2,
responsaveis pela mediacdo da fusdo do virus para a célula hospedeira, o que
possibilitaria a aplicacdo de polipeptideos especificos contra o virus. Polipeptideos
que apresentam afinidade a mon6meros ou polimeros de GIcNAc também sdéo
moléculas promissoras contra patégenos fungicos, ao se associar a parede de quitina
e inibir o crescimento celular (WONG et al., 2017). Moléculas com tais propriedades
podem aliviar os casos de cepas fungicas resistentes, como a Candida auris que tem
sido identificada em pacientes hospitalizados com COVID-19 (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION (U.S.), 2021; AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2020). As membranas celulares de bactérias, por exemplo,
podem ser alvos de compostos catibnicos anfifilicos que conseguem romper o
envoltdrio e causar extravasamento de metabdlitos importantes (KESSEL; BEN-TAL,
2010; TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000).

Véarios estudos tém descoberto compostos naturais com potencial
antimicrobiano, incluindo peptideos e proteinas de origem vegetal. A prospecc¢éo
desses compostos é realizada atraves de meétodos quimicos (e.g. extracdo e
purificacdo) e computacionais (PAIVA et al., 2010; SANTOS-SILVA et al., 2020). O

método in silico pode ser executado como uma etapa preliminar, obtendo sequéncias
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depositadas em banco de dados e, entdo, séo realizadas caracterizacfes e predicdes
de suas estruturas, fornecendo informacfes importantes para pesquisas seguintes
voltadas a extracao e purificacdo dessas moléculas (AMADOR et al., 2021; SANTOS-
SILVA et al., 2020).

2.2 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (AMPs) VEGETAIS

As plantas estdo expostas continuamente a estresses ambientais por fatores
bidticos e abidticos que compreendem, por exemplo, atague de patdgenos e
herbivoros, exposicdo aos raios UV, salinidade do solo e baixa umidade. Visto que 0s
vegetais ndo possuem habilidade de se deslocar para ambientes menos estressantes,
sua sobrevivéncia consistiu em adaptagdes morfoanatdémicas e selecado de complexas
combinac¢des de fitoquimicos (BENKO-ISEPPON & CROVELLA, 2010; CAESAR &
CECH, 2019). Entre os varios grupos de moléculas relacionados a defesa, podem ser
destacados os peptideos antimicrobianos (antimicrobial peptides, AMPS) e as lectinas.

Os AMPs vegetais sdo encontrados em qualquer 6rgéo e tecido (sendo mais
frequente nas sementes), participando no sistema imune inato e em processos
fisiolégicos (MANDAL et al., 2009; SANTOS-SILVA et al., 2020; STOTZ; WALLER,;
WANG, 2013; TANG et al., 2018). Sao constituidos, de maneira geral, por pequenas
moléculas (entre 10 a 100 aminoacidos) de carater basico, em razdo da abundancia
dos residuos de arginina, lisina e histidina, resultando em uma carga
predominantemente positiva. Apresentam estrutura anfifilica e pontes dissulfeto que
contribuem para uma estrutura compacta e resistente a degradacao térmica, quimica
e proteolitica (CAMPOS et al., 2018; LIU & ZHANG, 2011; NELSON & COX, 2014;
SANTOS-SILVA et al., 2020; TAM et al., 2015).

A expressdo de AMPs ocorre de forma constitutiva ou em resposta aos
estresses, como salinidade, lesdes, ataque por herbivoros e patégenos (CAMPOS et
al., 2018; STOTZ et al.,, 2013; TAM et al., 2015). Nesse ultimo caso, a expressao
ocorre através do reconhecimento de padrdes moleculares associados aos patégenos
(pathogen-associated molecular pattern, PAMPSs), como fragmentos de parede
celular, flagelos bacterianos e elementos da superficie celular de fungos, pelos
receptores de reconhecimento padrdo (pattern-recognition receptors, PRRS)
transmembranares (CAMPOS et al., 2018; STOTZ et al., 2013). A deteccao de PAMPs

pelos PRRs levam a uma complexa cadeia de sinais hormonais (e.g acido jasménico,
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etileno e acido salicilico) e cascata de proteino-quinases ativadas por mitégenos
(mitogen-activated protein kinases, MAPKS), 0s quais promovem a regulacao positiva
de genes de AMPs (CAMPOS et al., 2018; HERBEL et al., 2017; STOTZ et al., 2013).

Até o momento foram registrados 361 AMPs vegetais no banco de dados de
peptideos  antimicrobianos  (Antimicrobial Peptides Database, APD -
https://aps.unmc.edu/ ; atualizado em 08 de janeiro de 2022). Essas moléculas estdo
agrupadas de acordo com a similaridade de sequéncias de amino&cidos, numero de
residuos de cisteina, padrdo de pontes dissulfeto, peso molecular e estrutura
secundaria e terciaria. As principais familias de AMPs vegetais sdo: tioninas,
defensinas, proteinas transportadoras de lipideos (lipid transfer proteins, LTPS),
peptideos semelhantes a heveina (peptideos hevein-like), esnaquinas, ciclotideos,
harpininas, peptideos ricos em glicina (glycine-rich peptides, GRPS) e quinotinas
(CAMPOS et al., 2018; NAWROT et al., 2014; SANTOS-SILVA et al., 2020; TAM et
al., 2015; TANG et al., 2018).

A acdo dos AMPs envolve as suas atracOes eletrostatica, hidrofobica e
afinidade aos elementos da parede/membrana celular, como aos carboidratos (e.qg.
peptideos hevein-like x parede celular de quitina dos fungos) e fosfolipideos da
membrana celular de patégenos com cabeca hidrofébica carregada negativamente
(ZHANG; GALLO, 2016). Em bactérias, por exemplo, AMPs catidnicos podem interagir
com grupos carboxila dos aminoacidos que constituem o peptidoglicano, assim com
lipopolissacarideos (Gram-negativas) e acidos teicéicos (Gram-positivas) (LI et al.,
2017; RONCEVIC; PUIZINA; TOSSI, 2019; TORTORA et al., 2005). A permeabilidade
dos peptideos nas membranas, segundo Roncevi¢, Puizina e Tossi (2019), segue uma
“paisagem mecanistica” que varia com as condigbes experimentais e variaveis como
concentracéo do peptideo, pH, temperatura, composicéo da bicamada lipidica e forca
ibnica. Esses fatores também tornam complexos os mecanismos de lise membranar,
mas muitos estudos tentam gerar modelos de forma a simplificar a compreenséo,
destacando os mecanismos “poro em barril”’, poro toroidal e formagao de “carpete”
(Figura 1).


https://wangapd3.com/main.php
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Figura 1 - llustracé@o dos principais mecanismos propostos de AMPs em permeabilizar e
lisar a membrana celular de patégenos. ApOs os peptideos adsorverem a membrana,
fatores como eletroestatica e anfifilicidade podem levar a formagéo de poros

membranares nos modelos de “poro em barril”, toroidal ou formacao de “carpete”.
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Fonte: modificado de RONCEVIC, PUIZINA e TOSSI (2019).

2.3 LECTINAS

2.3.1 Caracteristicas e ocorréncia

As lectinas compreendem um grande grupo de proteinas que apresentam pelo
menos um dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) néo catalitico, que se
liga de maneira especifica e reversivel aos carboidratos (mono, oligo ou
polissacarideos) na forma de sacarideos livres, glicoproteinas ou glicolipidios
(MARTINEZ-ALARCON et al., 2018; PAIVA et al., 2010; PEUMANS et al., 2001;
PROCOPIO et al., 2017). Tais caracteristicas fizeram com que fossem conhecidas
inicialmente como “aglutininas” ou “fitohemaglutininas”, pela propriedade de muitas

promoverem a aglutinacdo de eritrocitos. A hemaglutinacdo é a formacédo de uma
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“rede” de eritrocitos pela ligagao entre lectinas e carboidratos aderidos a superficie
dessas células, sendo observadas em ensaios com placas de microtitulacdo (Figura
2A) (DAMME et al., 1998; PAIVA et al., 2010).

Figura 2 - Esquema da rede de eritrocitos formada pela ligacédo da lectina aos seus
carboidratos superficiais (A) e inibicdo hemaglutinante apés adicionar carboidratos

gue a lectina possui maior afinidade (B).
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Fonte: modificado de PAIVA et al. (2010).

Algumas dessas proteinas se ligam preferencialmente a determinados tipos de
carboidratos. Essa especificidade estd relacionada ao arranjo espacial dos
aminoacidos que constituem o DRC, a formacao de pontes de hidrogénio e interacdes
de van der Waals que estabelecem a ligacdo com carboidratos (MARTINEZ-
ALARCON et al., 2018; PAIVA et al., 2010; PROCOPIO et al., 2017). A identificacéo
dessa especificidade pode ser determinada pelo ensaio de inibicdo da atividade
hemaglutinante, onde acucares ou glicoconjugados séo adicionados junto as lectinas
e eritrocitos. Aqueles que promoverem maior inibicdo da atividade sédo considerados
os ligantes especificos da lectina (Figura 2B) (PAIVA et al., 2010; VAN DAMME et al.,
1998; PROCOPIO et al., 2017).

As lectinas s@o encontradas nos virus, bactérias, protistas, fungos, plantas e
animais (MARTINEZ-ALARCON et al., 2018; SANTOS et al., 2013). Essas proteinas
apresentam uma ampla variedade de func¢bes relacionadas aos organismos ou as
particulas infecciosas (virus) (MARTINEZ-ALARCON et al., 2018). Em virus e
bactérias, proteinas com multidominios semelhantes as lectinas sdo importantes na

aderéncia a superficie dos receptores glicosilados das células do hospedeiro. Por
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exemplo, cepas de virus da Influenza-A, -B e -C (gripes humana, aviaria e suina) e
coronavirus (e.g. SARS-Cov, SARS-Cov-2 e MERS-Cov) apresentam proteinas com
afinidade aos acidos sialicos (e.g. NeubAca2—-6Gal- e -3Gal- e 9-O-acetil-Siaa-) e/ou
aos polissacarideos heparan sulfatos, ambos carboidratos presentes nos receptores
das células do trato respiratorio, gastrointestinal e nervosas (CLAUSEN et al., 2020;
NIZET et al., 2015; OU et al., 2020; ROBSON, 2020). Diferentes cepas de Escherichia
coli sintetizam adesinas especificas, como fimbrias tipo-1 ligantes a manose, -P
especifica a galabiose, F-17 ligante a GIcNAc (NIZET et al., 2015). Como resposta a
invasdo desses seres microscopicos, 0os animais produzem proteinas de defesa,
incluindo lectinas. Por exemplo, as células de Paneth secretam a defensina humana
5 (HD5) que apresenta afinidade aos residuos glicidicos da enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) de enterdcitos e da proteina spike da SARS-Cov-2, resultando
no bloqueio da entrada viral nas células intestinais (WANG et al., 2020).

Em plantas, sdo encontradas em abundancia em sementes ou em 6rgéaos de
estocagem, como rizomas, tubérculos e bulbos (RUDINGER e GABIUS, 2001;
VANDENBORRE et al.,, 2011). Essas proteinas sao liberadas para o espaco
intercelular ou armazenadas junto a outras proteinas (denominados “corpos
proteicos”) em vacuolos de estoque (RUDINGER e GABIUS, 2001). A estocagem de
lectinas maduras téxicas em corpos proteicos (e.g. ricina de Ricinus communis)
impede a autotoxicidade, sendo nociva apenas para artropodes e vertebrados
herbivoros (RUDINGER e GABIUS, 2001). Algumas lectinas vegetais, como das
familias Fabaceae e Anacardiaceae, sdo consideradas nédo alimentares em razdo da
resisténcia a degradacao por enzimas digestivas, alta afinidade a superficie epitelial
do trato gastrointestinal e aglutinacdo de eritrocitos (tipo A, B, AB e O), resultando em
respostas alergénicas e outras complicacbes (ZUBCEVIC et al., 2016). Além da
funcdo anti-herbivoria, as lectinas vegetais sdo sintetizadas para simbiose com
Rhizobium e micorrizas, prote¢do contra patdgenos, participacdo de processos de
crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular (DE HOFF et al.,, 2009;
KHURTSIDZE et al., 2017; RUDINGER e GABIUS, 2001; VANDENBORRE et al.,
2011).
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2.3.2 Classificacédo de lectinas em vegetais

A classificac@o das lectinas vegetais € baseada na quantidade de DRCs e na
sua afinidade. A primeira divisao foi proposta por Van Damme, onde essas proteinas
foram distintas em quatro classes: merolectinas, hololectinas, superlectinas e
quimerolectinas (LIU et al., 2010; PEUMANS et al., 2001; REYES-MONTANO e
VEGA-CASTRO, 2018; VAN DAMME et al., 1998). As merolectinas sao as proteinas
gue apresentam um unico DRC e, dessa forma, ndo aglutinam células (e.g. heveina
do latex da Hevea brasiliensis). As hololectinas (a maioria das lectinas vegetais)
constituem dois ou mais DRC idénticos ou homadlogos e se ligam a um mesmo tipo de
carboidrato ou de estrutura semelhante. As superlectinas (e.g. TXLC-I, do bulbo de
Tulipa sp), diferente da classe anterior, apresentam pelo menos dois DRC distintos ou
semelhantes, porém, reconhecem sacarideos com estruturas diferentes. As
quimerolectinas (e.g ricina e quitinases de classe |) séo proteinas fusionadas com pelo
menos um DRC e outro dominio que confere acao bioldgica distinta (LIU et al., 2010;
PEUMANS et al., 2001; REYES-MONTANO e VEGA-CASTRO, 2018; VAN DAMME
et al., 1998).

De acordo com o carboidrato especifico, as lectinas podem ser classificadas
em: lectinas ligadoras de manose/glicose, GIcNAc, galactose, N-acetilgalactosamina,
fucose ou &cido sidlico. No entanto, essa classificacdo ndo é utilizada para todas as
lectinas, uma vez que podem se ligar apenas aos sacarideos complexos, aos
glicoconjugados ou apresentarem afinidade por uma variedade de carboidratos
(MARTINEZ-ALARCON et al,, 2018; PROCOPIO et al., 2017).

As duas classificacfes citadas se distinguem pela organizacdo dos DRCs e
caracteristicas bioguimicas/funcionais, mas nao tracam relacfes evolutivas (DAMME
et al., 1998). Gracas ao sequenciamento de lectinas, analise estrutural e seus genes
codificantes, foram revelados dominios que se distinguem evolutivamente entre
principais familias: aglutininas homologas a Agaricus bisporus (), a quitinases classe
V (Il), da familia das Euonymus europaeus (EUL) (lll), das Galanthus nivalis (GNA)
(IV) e das Nicotiana tabacum (Nictaba) (V), amarantinas (VI), jacalinas (VII), peptideos
hevein-like (lectinas ligantes a quitina) (VII), lectinas de leguminosas (1X), de
monocotiledéneas ligantes a manose (X) e do floema de Curcumbitaceae (XI),
proteinas inativadoras de ribossomos (RIP) do tipo 2 (XII), com dominio LysM (XIII) e
da ricina-B (XIV) (MARTINEZ-ALARCON et al., 2018; PEUMANS et al., 2001; VAN
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DAMME et al., 1998; VAN HOLLE e VAN DAMME, 2019).

2.3.3 Potencial medicinal e biotecnolégico

Estédo descritas na literatura uma ampla variedade de estudos a respeito das
propriedades medicinais e aplicacdes biotecnoldgicas das lectinas. Entre as classes,
pode ser destacada aquelas com afinidade a quitina, as quais foram observadas
atividades antitumorais, antimicrobiana e imunomoduladora, além de apresentar
potencial uso como marcador molecular.

Por exemplo, a lectina ligadora de manose/quitina do rizoma de Microgramma
vacciniifolia (MvRL) demonstrou acé@o antitumoral contra células do carcinoma
mucoepiderméide do pulmdo (NCI-H292), onde a concentracdo para reduzir a
viabilidade celular em 50% (ICso) foi 25,23 + 1,72 pg.mL, valor que néo exibiu
toxicidade para células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs, peripheral
blood mononuclear cells) (ALBUQUERQUE et al., 2014).

Outra lectina ligante a quitina (LLQ) foi descoberta na sarcotesta da Punica
granatum (PgTel) por Silva e colaboradores (2018). Os autores verificaram sua
propriedade antifungica contra duas espécies de Candida, onde a concentracao
minima inibitéria (CMI) e fungicida (CMF) foram, respectivamente, 25 e 50 ug.mL™?
para C. albicans, e 12,5 uyg.mL?* (CMI e CMF) para C. krusei. Em seus ensaios, a
lectina ndo demonstrou toxicidade em PBMCs até a concentra¢cdo maxima testada de
100 pug.mL*. Através da microscopia e corantes fluorescentes, foi observado que a
PgTeL causou danos a parede celular e membrana celular, induzindo ao desequilibrio
osmatico, colapso energético e morte por lise celular. Também foi destacado sua
atividade antibiofilme, onde 0,195 e 0,39 ug.mL* de PgTeL foram suficientes em inibir
a formacéo de biofilme por C. albicans.

Nas folhas de Schinus terebinthifolius, foi descoberta a lectina ligadora de
quitina SteLL que revelou propriedades antimicrobiana, antitumoral e
imunomoduladora. Gomes e colaboradores (2013) verificaram a acao da SteLL contra
0S microrganismos Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Salmonela enteritidis, Staphylococcus aureus e
Candida albicans, onde a CMI variou entre 0,45 a 28,75 uyg.mL?’. Ramos e
colaboradores (2019), baseados nos testes in vitro, notaram que a SteLL promove

apoptose em células do sarcoma-180 de camundongos e determinaram o ICso igual a
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8.3 ug.mL1. Nos ensaios antitumorais in vivo, foi observado a reducdo do peso do
tumor em 73,6% e 57,6% nas doses 1 mg.Kg? e 5 mg.Kg?, respectivamente. Estudos
de Santos e colaboradores (2020) presumiram que o potencial anticarcinogénico
deve-se a acdo imunomoduladora. Seus resultados mostraram que a StelLlL, na
concentragdo de 12,5 ug.mL™, foi capaz de estimular esplendcitos a produzir citocinas
IL-17A, TNF-q, IFN-y, IL-4 e IL-2. O mesmo estudo avaliou que a lectina ndo causou
apoptose ou necrose das células saudaveis na concentracdo méxima testada de 50
pug.mL1, como também ndo promoveu estresse celular a 12,5 yg.mL™, uma vez que
nao houveram aumento nas concentracdes de ions de célcio, espécies reativas de
oxigénio (ROS, reactive oxygen species) citoplasméatica e mitocondrial ou do potencial
transmembranar mitocondrial.

Aplicagbes biotecnoldgicas das lectinas incluem a associagdo com
nanoestruturas, como pontos quanticos para sua utilizacdo como sondas
fluorescentes e encapsulamento em lipossomas para eficaz entrega aos alvos
celulares. Por exemplo, a lectina da semente de Cratylia mollis (Cramoll) provou
conseguir formar conjugacédo estavel com pontos quanticos de telureto de cadmio
(CdTe) e forneceu notavel marcacao de Candida spp por uma intensa emisséao de luz,
sendo assim promissora ha investigacdo de infeccbes microbianas, monitorar a
patogenicidade de microrganismos e auxiliar na elucidacéo de perfis de expressao de
carboidratos de patdgenos (CUNHA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020). A forma
recombinante da Cramoll encapsulada em lipossomas exibiu potencial acgéo
antitumoral, podendo estar associado a sua capacidade em aumentar a proliferacao
de leucdcitos (CUNHA et al., 2016). Dessa maneira, fica claro o potencial medicinal e
biotecnolégico das lectinas, assim como a importancia da prospeccdo de novas
proteinas ligantes a quitina.

2.3.4 A merolectina de Hevea brasiliensis

A Hevea brasiliensis (Willd. ex A.Juss.) Mull.Arg., pertencente a familia
Euphorbiaceae, € uma espécie arbérea de porte médio a alto, conhecida
popularmente como seringueira (Figura 3). E nativa do Brasil, porém, ndo endémica,
e ocupa o dominio fitogeografico Amazoénia, fazendo parte das florestas ciliares e de
varzea na regido norte, parte do nordeste e centro-oeste (SECCO & BIGIO, 2020). A

espécie ficou conhecida no exterior como rubber tree (“arvore de borracha”) pela
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exploracdo econbmica do seu latex. Entretanto, além da importancia da sua plantacao
para extracao de latex e producao de borracha natural, ela também tem servido como
espécie de recobrimento em areas de restauracdo (BENINI et al., 2016; BOTTIER,
2020; CAMPOS FILHO, 2016; RAMOS et al., 2019b).

Estudos sobre a constituicdo quimica do latex de H. brasiliensis foram sendo
realizados e em 1960 Archer identificou uma merolectina que foi homeada como
“heveina”. Com o trabalho de Van Parijs e colaboradores (1991) foi observado o seu
potencial antifungico contra os fitopatdgenos Botrytis cinérea (ICso 500 pg/mL),
Fusarium culmorum (600 pg/mL), F. oxysporum (1250 pg/mL), Phycomyces
blakesleeanus (300 pg/mL), Pyrenophora tritici-repentis (350 pg/mL), Pyricularia
oryzae (500 pg/mL), Septoria nodorum (500 pg/mL) e Trichoderma hamatum (30

pg/mL).

Figura 3 - Hevea brasiliensis: a) habito; b) inflorescéncia com pequenas flores
estaminadas e uma grande flor terminal pistilada; c) flor estaminada com calice removido;

d) flor pistilada com célice removido; e) fruto; f) sementes em visédo ventral e dorsal.

Fonte: VAN SAM e VAN WELZEN (2004).
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Estudos sobre a producdo da heveina em H. brasiliensis revelaram que é
expressa constitutivamente, mas pode haver acumulo de mRNA codificante apés
estresses. Broekaert e colaboradores (1990) notaram aumento da expressdo de
heveina nas folhas, caule e latex das mudas de 4 meses apdés lesionadas ou aplicagédo
do acido abscisico (ABA) e etefon (estimulante na producdo do horménio vegetal
etileno). Xiao-Dong et al. (2002) observaram o0 mesmo padrao de indugéo nas plantas
com 20 anos, mas a expressao da heveina no latex se mostrou maior do que nas
folhas na presenca de etileno e ABA. As respostas frente aos estresses externos e
sua semelhanca na sequéncia codificadora com outras proteinas que séo induzidas
por lesdes, levou a heveina ser considerada como um dos elementos de defesa da
Hevea brasiliensis.

Baseado no sistema de classificacdo de Van Damme, a heveina foi
caracterizada como uma merolectina capaz de se ligar a quitina e inibir o crescimento
fangico (VAN PARIJS et al., 1991). Estudos posteriores descobriram LLQS com
dominios semelhantes a heveina, mas com organizacdo heterogénea, sendo
encontrados como um Unico dominio (merolectinas), repeticbes em tandem
(hololectinas), ou formando conjuntos heveina/quitinase e heveina/barwin (ambos
guimerolectinas) (Figura 4) (ITAKURA et al., 2017; VAN HOLLE et al., 2017). Dessa
forma, as LLQs incluem a classe de AMPs denominada de peptideos hevein-like,

tendo a heveina como espécie molecular “protétipo” (ITAKURA et al., 2017).
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Figura 4 — Organizacao das lectinas com dominio heveina (em amarelo). O dominio é
encontrado nas lectinas ligantes a quitina (LLQ, em vermelho), que por sua vez podem ser
merolectinas (em ciano, com um nico DRC), hololectinas (azul claro, com pelo menos
dois DRC) ou quimerolectinas (azul escuro, com um DRC junto a outro dominio com agéo
bioquimica distinta, “DABD”).
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Fonte: O autor (2022).

2.4 PEPTIDEOS HEVEIN-LIKE

2.4.1 Arquitetura e caracteristicas quimicas

As proteinas precursoras pre-pro-hevein-like podem ser compostas por um
peptideo sinal N-terminal, dominio heveina e o dominio C-terminal, sendo este ultimo
correspondente ou ndo a uma proteina bioativa (endoquitinases ou barwin-like)
(Figura 5) (SLAVOKHOTOVA et al., 2017a; WONG et al., 2017). O peptideo sinal esta
envolvido na translocagdo do precursor para diferentes compartimentos celulares
como o reticulo endoplasmatico, onde serd clivado e o pro-peptideo sofrera
modificacdes em sua estrutura, incluindo a protedlise do pro-dominio C-terminal
(SLAVOKHOTOVA et al., 2017b; TAM et al., 2015). Todavia, foram registrados pro-
proteinas funcionais onde o dominio heveina permaneceu conectado ao dominio C-

terminal, ou seja, sem haver a clivagem pos-traducional. Por exemplo, o dominio
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heveina associado a endoquitinase 6LNR em folha de Simarouba glauca favorece a
ancoragem e coleta da quitina em uma orientacao e geometria favoravel a quitinélise
pelo sitio ativo do dominio quitinase (BALU et al., 2020). Além de casos em
endoquitinases, também foi registrada pro-heveinas com dominio Barwin associado
em H. brasiliensis através de sua purificacéo, e sua forma recombinante (expressa em
E. coli) apresentou propriedades aglutinantes, amiloidogénicas e antimicrobianas
(BERTHELOT et al., 2016; BERTHELOT, PERUCH e LECOMTE, 2016).

Figura 5 - Esquema da arquitetura dos precursores de peptideos hevein-like. Os precursores
compreendem uma sequéncia sinal N-terminal, um dominio heveina que correspondera a sua forma
madura e um dominio C-terminal que carrega ou hdo uma sequéncia proteica bioativa (Barwin ou

Quitinase).

Precursores pre-pro-hevein-like

- W//// Dominio barwin
Hevein-like/quitinase Quitinase classe |

|
Quitinase classe IV

| W/  oominogicohidrolase |

Hevein-like (sem proteinacarga)

Sequéncia sinal
Dominio heveina madura
Regido “dobradiga”

Proteina carga

OREN[L N

Dominio C-terminal livre de proteina carga
Hevein-like madura

Fonte: O autor (2022).

As endoquitinases, sao constituidas pelo dominio glicohidrolase (GH),
presentes em todos os reinos, sendo as familias moleculares 18 e 19 encontradas nas
plantas. Nos vegetais, essas quitinases também s&o conhecidas como proteinas
relacionadas a patogénese dos grupos 3 (PR3) ou 4 (PR4), e aquelas que séo

acompanhadas pelo dominio heveina na proteina precursora sao agrupadas nas
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classes | e IV, onde essa ultima apresenta algumas dele¢cdes no dominio ligante a
quitina (DZHAVAKHIYA, OZERETSKOVSKAYA e ZINOVYEVA, 2007; PASSARINHO
& VRIES, 2002). O mecanismo de acdo das endoquitinases corresponde a
degradacdo da parede celular de quitina de patdégenos fungicos e invertebrados
herbivoros. No entanto, alguns estudos apontaram que a eficacia da atividade pode
estar relacionada a presenca do dominio heveina, por exemplo, em lectinas
quiméricas onde os dominios de ligagdo e hidrolise a quitina permanecem ligados
(BALU et al., 2020; KONNO et al., 2018; RAMOS et al., 2019b). Outro cenério inclui a
propriedade de alguns peptideos hevein-like desassociados do dominio C-terminal
quitinolitico em se ligar e inibir proteases fungicas. Prova disso esta no trabalho de
Slavokhotova et al. (2014) onde verificaram o sinergismo entre peptideo hevein-like
recombinante WAMP-1b e quitinases recombinantes de milho contra Fusarium
verticillioides, destacando a capacidade do peptideo em inibir a protease fungalisina
(Fv-cpm).

O dominio Barwin é encontrado em proteinas PR-4 e podem acompanhar um
dominio heveina N-terminal. Ele foi identificado inicialmente na semente da cevada
(“barley”) e a expressao dos genes codificantes estdo associadas as infecgoes
fungicas e ferimentos (genes wins) (MAIA et al., 2021; SVENSSON et al., 1992). As
proteinas PR-4 sdo agrupadas nas classes | ou Il, baseadas na presenc¢a ou auséncia
do dominio heveina, respectivamente (DAI et al., 2016; MAIA et al., 2021). Acredita-
se que as proteinas com arquitetura heveina/Barwin se originaram do arranjo
heveina/GH, no entanto, tal interpretacdo vem de uma inferéncia fenética e nao
filogenética (VAN HOLLE et al., 2017). Entre as propriedades das proteinas barwin-
like estdo a ligacdo a quitina, atividade quitinase, quitosanase e RNAse (MAIA et al.,
2021).

Os peptideos maduros hevein-like sdo, em geral, catidnicos, oscilando entre 29
a 45 residuos de aminoacidos, ricas em glicina e cisteina. Dos 6 a 10 residuos de
cisteina presentes em sua estrutura, sdo formados entre 3 a 5 pontes dissulfeto. A
quantidade de residuos de cisteina € um parametro de subdivisdo, separando os
peptideos hevein-like em subgrupos 6-C, 8-C e 10-C (MUSIDLAK et al., 2020;
SLAVOKHOTOVA et al., 2017b; TAM et al., 2015). Seis desses residuos de cisteina
situam-se em posi¢cées conservadas na estrutura molecular e formam o padrdo C1Xs-
5C2X4C3C*X5C°%X6C, onde “C” representa o residuo de cisteina e “X” qualquer outro

residuo de aminoécido. A formacédo de pontes dissulfeto seguem a formacdo C!-C*,
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C2-C% e C3-C® (SLAVOKHOTOVA et al.,, 2017b). Os hevein-like podem formar
estrutura secundaria a-hélice — fita-B1 — fita-B2 — a-hélice — fita-3. As duas fitas-8
antiparalelas centrais formam uma folha B, a qual esta envolta pelas hélices
estabilizadas pelas pontes dissulfeto (Figura 6) (SANTOS-SILVA et al.,, 2020;
SLAVOKHOTOVA et al., 2017b; TAM et al., 2015).

O dominio heveina apresenta motivo conservado que reconhece o padréo de
ligagdo B(1->4) entre os monémeros GIcNAc da quitina. O sitio de ligacao € formado
por Xi-Xi+2-Xi+a-Xi+11, sSendo Xi o residuo de serina, Xi+2 € Xi+4 S80 residuos aroméaticos,
e Xi+11 como residuo de tirosina (Figura 6) (BERTHELOT et al., 2016; MUSIDLAK et
al., 2020; PORTO et al.,, 2012; SLAVOKHOTOVA et al., 2017). Os residuos de
aminoacidos aromaticos da sequéncia estabilizam o empilhamento CH-T1T entre seus
anéis e o da piranose, enquanto os residuos de tirosina ou triptofano também
contribuem na formacéo de pontes de hidrogénio (NISHIO et al., 2014; PORTO et al.,
2012).

Figura 6 - Estrutura tridimensional de um exemplar de peptideo hevein-like (heveina de Hevea
brasiliensis; PDB: 1HEV), destacando: formagéo de fitas-f3 (amarelo) e a-hélices (vermelho);

residuos responsaveis pela ligacdo a quitina (rosa).

Fonte: O autor (2022).



31

2.4.2 Ocorréncia e funcao

Lectinas com dominio heveina estéo distribuidas em taxons distintos na arvore
da vida (Figura 7), desde organismos unicelulares a seres mais complexos. Segundo
a pesquisa de Van Holle e Van Damme (2019) envolvendo genoma e proteoma, as
heveinas teriam sido uma inovacdo de eucariotos, em que o dominio surgiu a partir
do ultimo ancestral comum e evoluiu independentemente apos as linhagens terem se
dividido. No entanto, nessa mesma pesquisa foi observada a presenca de heveinas
em algumas bactérias dos clados Burkholderiales e Brenneria, sendo a maioria
patdgenos de plantas. Apesar do estudo nao resolver a funcionalidade das heveinas
para essas linhagens, foi observado o acompanhamento do dominio GH nas
sequéncias, 0 que indicaria uma funcdo comum entre as linhagens para acao
antifangica, no catabolismo de polimeros de GICNAc presentes no meio ou como
fatores de viruléncia (FREDERIKSEN et al., 2013; SANTOS-SILVA et al., 2020).

Figura 7 - Esquema da arvore da vida e indicagéo das linhagens onde foram encontradas

polipeptideos com dominio heveina.
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Fonte: modificado de VAN HOLLE e VAN DAMME (2019).
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Nos eucariotos, sequéncias codificantes de heveinas foram encontradas nos
clados Fungi, Metazoa, Stramenopiles, Rhizaria, Alveolata, Amoebozoa e
Archaeplastida (VAN HOLLE e VAN DAMME, 2019). Dentro desse ultimo clado, em
Viridiplantae, a organizacdo da arquitetura das proteinas precursoras que contém
ambos os dominios heveina e GH segue o padrdo: GH/heveina nas Clorophyta e
heveina/GH em Embryophyta. Segundo Van Holle e Van Damme (2019), a
combinacdo heveina/GH18 esta presente somente nas Bryophyta, enquanto que
heveina/GH19 é compartilhado entre as Embryophyta. Além disso, em todas essas
linhagens ha uma alta conservacao dos residuos de cisteina, glicina, serina e tirosina
no dominio heveina, evidenciando serem determinantes para sua estruturacao,
enovelamento e afinidade com a quitina.

Entre os diversos taxons de Spermatophyta que apresentam peptideos e
proteinas com dominio heveina estdo Ginkgo biloba (Gimnosperma) e as familias de
Angiospermas: Euphorbiaceae, Adoxaceae, Amaranthaceae, Brassicaceae,
Caryophyllaceae, Celastraceae, Convolvulaceae, Eucommiaceae, Ginkgoaceae,
Moraceae, Poaceae, Polygonaceae e Solanaceae (GAMES et al., 2016; MUSIDLAK
et al., 2020; SANTOS et al., 2020; SLAVOKHOTOVA et al., 2017b; WONG et al.,
2017). A descoberta da acao antifangica da heveina de H. brasiliensis incentivou a
prospeccao e avaliacdo antimicrobiana de peptideos hevein-like em outras espécies
vegetais (Tabela 1). Os trabalhos recentes encontrados apresentam os peptideos gB5
(em folhas de G. biloba), HEV-CANN (em folhas de Capsicum annuum), vH2
(sementes de Vaccaria hispanica), mO1 (folhas de Moringa oleifera) e cQ2 (sementes
de Chenopodium quinoa) que apresentaram atividade contra os fitopatégenos
fungicos Aspergillus niger, Alternaria alternata, A. brassiciola, Curvularia lunata,
Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani, assim como potencial acdo contra os
bacterianos Gram-positivo Clavibacter michiganensis ssp. Michiganensis e Gram-
negativo Ralstonia solanacearum (GAMES et al., 2016; KINI et al., 2017; LOO et al.,
2021; WONG et al., 2016, 2017). O potencial dessas moléculas também se estende
para a area medicinal, registrados em trabalhos como de Kanokwiroon e
colaboradores (2008), onde observaram um peptideo hevein-like isolado de H.
brasiliensis com acéo contra Candida albicans (ICso 23.8 a 95 pug/mL), C. tropicalis (~3
a 5.9 pg/mL), C. krusei (~<1.5 ou >190 pg/mL) e C. glabrata (>190 pg/mL).
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Tabela 1 - Peptideos hevein-like purificados (ndo recombinantes) e suas atividades antimicrobianas.

Espécie Peptideo Método in vitro Microrganismos suscetiveis (ICsx)'  Referéncia

o Aspergillus niger (6.8 pg/mL);

e Curvularia lunata (10 pg/mL);

e Fusarium oxysporum (69.2 WONG et al., 2016
Hg/mL);

¢ Rhizoctonia solani (20 pg/mL).

Disco-difuséo
Ginkgo e
biloba 985 microdiluicdo em
caldo

Disco-difusio e Alternaria alternata (21.9

- Hg/mL);
Vaccaria VH2 _ e o C.lunata (16.1 pug/mL); WONG et al., 2017
hispanica microdiluicdo em ’ : .
caldo e F. oxysporum (5.1 pg/mL);

e R.solani (1.8 pg/mL).

Disco-difuséo

. . e e A alternata (25.5 pg/mL); KINI et al.. 2017
Moringa oleifera mO1 microdiluicdo em e A. brassiciola (60.4 pg/mL).
caldo
e Botrytis cinérea (500 pg/mL);
e F. culmorum (600 pg/mL);
e F. oxysporum (1250 pg/mL);
e Phycomyces blakesleeanus
. Microdiluicio em (300 pg/mL); . _ VAN PARIJS et al.,
Heveina caldo e Pyrenophora tritici-repentis 1991
(350 pg/mL);
Hevea e Pyricularia oryzae (500 pg/mL);
brasiliensis e Septoria nodorum (500 pg/mL);
e Trichoderma hamatum (30
pg/mL).
e Candida albicans (~23.8 — 95
Disco-difus&o Hg/mL);
Heveina* e e C. tropicalis (~3 — 5.9 pg/mL); KANOKWIROON et
microdiluicdo em e C. krusei (~ <1.5 ou >190 al., 2008
caldo pg/mL);
e C. glabrata (>190 pg/mL).
e ***Clavibacter michiganensis
Capsicum HEV-CANN Microdiluicéo em ssp. michiganensis (nm); GAMES et al., 2016
annuum caldo e **Ralstonia solanacearum
(nm).
Disco-difusédo e F. oxysporum (0.3 pM);
Chenopodium cQ2 . e e R.solani (3.0 uM); LOO et al., 2021
quinoa microdiluicdo em e A. alternata (9.5 pM);
caldo e C.lunata (5.7 uM).

* Concentragdo minima para inibir 50% de determinado microrganismo;
** Nomeado como “heveina”, no entanto apenas os primeiros 11 aminoacidos do peptideo isolado e
sequenciado sdo 100% idénticos a heveina;
*** Suscetiveis a fracéo peptidica, mas autores atribuiram a atividade ao peptideo isolado;
“nm” = ndo mencionado.
Fonte: O autor (2022).

Embora os peptideos hevein-like tenham demonstrado funcdo de defesa
vegetal contra patdégenos em razdo das atividades antimicrobianas in vitro, sua
importancia pode se estender para o papel contra pragas revestidas de exoesqueleto

de quitina (e.g. nematddeos e insetos) e cicatrizagdo de seus tecidos (DAMME et al.,
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1998; KONNO, 2011; PORTO et al., 2012; SANTOS-SILVA et al., 2020). Nesse ultimo
caso, esses peptideos participam em conjunto com outros elementos presentes nos
laticiferos — células especializadas alongadas produtoras de latex (RAMOS et al.,
2019b). A regulacdo da cicatrizagdo pode incluir enzimas liticas (quitinases e
glucanases), ions (Ca*?, Mg*? e Cu*?) e peptideos hevein-like, sendo estocados em
compartimentos acidos osmossensiveis semelhantes aos vacuolos denominados
como lutdides (BERTHELOT; PERUCH; LECOMTE, 2016). Estudos com a Hevea
brasiliensis tém demonstrado que apds uma lesao, a diferenca entre a pressédo do
laticifero e da atmosfera promove o rompimento dos lutdides, e a partir disso o
processo de cicatrizacdo ocorre pela dimerizacdo dos peptideos hevein-like na
presenca de ions de Ca*?, ligacédo deles com os residuos GIcNAc da glicoproteina de
22 kDa receptora (encontradas na superficie de particulas de latex), agregacao das
particulas por pontes multivalentes e entdo coagulacdo do latex (Figura 8)
(BERTHELOT; PERUCH, LECOMTE e 2016; BOTTIER, 2020; GIDROL et al., 1994;
NELLESEN et al., 2011; SHI et al., 2019). Com base nesses estudos, plantas que
apresentam secrecdo de latex apos serem lesionadas podem incluir peptideos ou
proteinas com dominio heveina que participam de forma analoga no processo

cicatrizante.
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Figura 8 - Modelo de regulagéo da aglutinacédo do latex pela heveina em Hevea brasiliensis.
Ap0s ferimento, lutdides sdo rompidos liberando heveinas ou pro-heveinas que interagem com
a porgdo GIcNAc das particulas de latex, especificamente nas glicoproteinas receptoras (22
kDa) encontradas em sua superficie. As heveinas podem formar dimeros na presenca de ions
Ca*?, resultando na aglutinagéo do latex. A presenca de antagonistas e quitinases podem
contribuir com a estabilizacéo da aglutinacdo, sendo essas Ultimas proteinas pela

desglicosilacéo da glicoproteina receptora.

P o Quitinases
*éa i v @'

P

o~ ©

T ~ S : e v S
- S5 A& i(-) g ) L1 y
< ) .7 & - s i =21 ™ N
" (; ~ w Q > Particulas \', J: .
. - de borracha i RS X
\')’ ﬁ L A\ {t
i ) { k‘ﬁ{,_ Jon u’b
’i i - — - "‘- !.\
R L O
Estabilizacéo do .;\ ( Aglutinagao do
latex & latex

Glicoproteina
22 kDa

'\ Heveina
‘ Antagonista

Fonte: modificado de BERTHELOT, PERUCH e LECOMTE (2016).

« Ruptura




36

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Resumo

A inducdo da expressdo de peptideos antimicrobianos (AMPSs) figura entre as
estratégias dos vegetais na defesa frente aos estresses bidticos, como o ataque de
herbivoros e de patdégenos. Entre as classes de AMPs, os peptideos hevein-like se
destacam pela sua afinidade a carboidratos GIcNAc, a exemplo da heveina (Hev b
6.02) de Hevea brasiliensis representando a molécula protétipo. Apesar da descoberta
da Hev b 6.02, ndo foram descritos e avaliados outros peptideos hevein-like na
espécie (HbHevs) na literatura cientifica. O presente estudo prospectou HbHevs e
caracterizou, in silico, suas estruturas. Foram detectados onze precursores onde 0s
dominios heveina acompanharam um dominio C-terminal quitinase ou Barwin. As
estruturas primarias dos dominios heveinas (ou HbHevs) foram preditos anfifilicos,
cationicos/aniénicos e com potencial atividade antimicrobiana. Os HbHevs

apresentaram modelos estruturais teéricos similares a Hev b 6.02 (HbHevl), no
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entanto HbHevs8-11 se diferenciam dos demais pela auséncia dos aminodacidos 5 a
11. O nucleo ligante, formado pelas duas fitas-3 antiparalelas centrais e a curta a-
hélice adjacente, se mostrou semi-rigida na dindmica molecular (exce¢do HbHev11,
que se mostrou instavel). O HbHev11 exibiu substituicdes C17S e Y23C que podem
afetar a estabilidade e afinidade a GIcNAc. Dados sobre superficie eletrostatica dos
modelos apontam que os HbHevs podem apresentar nucleo ligante carregado
negativamente, o que auxiliaria na ligagdo a GIcNAc de carga positiva. Por outro lado,
as regides de maior vibragdo atomistica podem ser catiénicas, permitindo a atracao
eletrostatica e deformacdo de membranas de patdogenos. A caracterizacdo dos
HbHevs sugere potencial aplicacdo dessas moléculas como antibioticos e antivirais

para futuras aplicacdes farmacoldgicas.

Palavras-chave: Bioinformatica, peptideos antimicrobianos, simulacdo em dinamica

molecular, estrutura tridimensional

Introducéo

A Hevea brasiliensis (Willd. ex A.Juss.) Mull.Arg., pertencente a familia
Euphorbiaceae, ficou conhecida como seringueira-da-Amazénia (rubber tree) pela
exploracdo econémica do seu latex. A espécie nativa brasileira (ndo endémica)
participa do dominio fitogeogréafico da Amazonia, compreendendo a regido norte, parte
do nordeste e centro-oeste do pais (SECCO & BIGIO, 2020). Seu plantio tem sido
importante no campo ecologico — servindo como espécie de recobrimento em areas
de restauracao (BENINI et al., 2016; CAMPOS FILHO, 2016) — e econdémico, devido
a producdo da borracha natural a partir do latex (BOTTIER, 2020; RAMOS et al.,
2019).

O latex é um fluido produzido por células especializadas denominadas
laticiferos, que estéo presentes em determinadas espécies vegetais. Entre as funcdes
estdo a cicatrizacdo de lesbes e defesa contra agentes bioldgicos (herbivoros e
patégenos). Essas respostas fisioldégicas ocorrem pela acdo de moléculas presentes
no latex, como peptidases, lipases, quitinases, proteinas ligantes a quitina, poly-
isoprene (principal constituinte da borracha), esteroides e outros metabdlitos
secundarios (BOTTIER, 2020; RAMOS et al., 2019). O arsenal quimico é produzido e

estocado nos laticiferos para atuarem de forma sinérgica contra invasores (RAMOS



38

et al., 2019). Estudos tém mostrado que muitos desses fitoquimicos sdo importantes
para a saude e agricultura, como € o caso de peptideos hevein-like por apresentarem
afinidade a quitina e, assim, potencial acdo contra patégenos humanos e vegetais
(HOFFMANN et al., 2021; WONG et al., 2016, 2017).

A origem do nome “hevein-like” vem da lectina chamada heveina, descoberta
no latex da H. brasiliensis que apresentou experimentalmente acdo antifingica pela
sua interacdo com a parede celular de quitina (ARCHER, 1960; VAN PARIJS et al.,
1991). A partir disso, outros peptideos com dominio e caracteristicas estruturais
semelhantes a heveina foram sendo descobertos, e assim nomeados como
“peptideos hevein-like”, uma das classes de peptideos antimicrobianos (AMPS). Esses
compostos exibem um padréo de caracteristicas que incluem comprimento de 29 a 45
aminoacidos, ricos em glicina e cisteinas (6C, 8C ou 10C) em posi¢des conservadas
(SLAVOKHOTOVA et al., 2017). A conformacdo estrutural € mantida por pontes
dissulfeto com padrédo C!-C#, C2-C° e C3-CS, e apresentam duas fitas-B antiparalelas
centrais e uma curta a-hélice adjacente que formam o ndcleo ligante a quitina
(SANTOS-SILVA et al., 2020; SLAVOKHOTOVA et al.,, 2017). Nessa regidao sao
encontrados os residuos de aminoécidos ligantes Xi-Xi+2-Xi+4-Xi+11, sendo Xi 0 residuo
de serina, enquanto Xi+2 e Xi+4 sdo residuos aromaticos, e Xi+11 de tirosina (PORTO et
al., 2012). Apesar da sua afinidade aos polimeros de N-acetilglicosamina, as hevein-
like podem controlar o crescimento de bactérias ou fungos sem parede de quitina pela
participacdo conjunta da superficie anfifilica e catibnica das moléculas (GAMES et al.,
2016).

AMPs naturais tem se destacado como potencial alternativa para enfrentar
cepas resistentes e agentes patogénicos que nao possuem medicacao especifica até
0 momento. Ha estudos que indicam propriedades antivirais de peptideos e proteinas
com dominio heveina, como a UDA que apresentou atividade contra um amplo
espectro de virus (por ex., DENV tipo 2, HIV-1, HIN1, H3N2, HSV-2) (GORDTS et al.,
2015). Alem disso, estudo recente indicou que a proteina Spike da SARS-CoV-2 exibe
um complexo de glicosilagéo, que inclui cadeias que terminam com monossacarideos
N-acetilglicosamina nas subunidades RBD, S1/S2 e HR2, responsaveis pela
mediacdo da fusdo do virus para a célula hospedeira, o que possibilitaria a aplicacédo
de lectinas especificas contra o virus (HOFFMANN et al., 2021). Outra via de
aplicacdo corresponde ao uso de peptideos e proteinas ligantes a quitina contra

vetores transmissores, como demonstrado no estudo de Alves et al. (2020), onde
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observaram a capacidade das lectinas WSMolL, MuBL e MuHL em causar
deformacfes na superficie dos ovos de Aedes aegypti, assim como em adentrar e
alcancar o trato digestivo dos embrides.

Diante da importancia dessas moléculas e de sua especificidade aos alvos
moleculares de patdégenos, a busca por peptideos hevein-like tem sido realizada
através de métodos quimicos e computacionais. Esse ultimo consiste em buscar
polipeptideos através das Omicas, fornecendo informagdes triviais para futuras
extragOes e purificagbes em laboratorio. Com isso, 0 presente estudo teve como
objetivo realizar a prospeccéo in silico, identificar a variedade de peptideos hevein-
like de H. brasiliensis (HbHevs), assim como os padrfes de arquitetura de seus
precursores e caracterizar a estrutura primaria, secundéria e terciaria do dominio

heveina.

Metodologia

Busca por sequéncias e caracterizagcao

A busca por sequéncias hevein-like peptides seguiu o protocolo de Santos-Silva
et al. (2020). A mineracdo em H. brasiliensis (NCBI: txid3981) foi baseada em
sequéncias sondas de peptideos hevein-like descritas e depositadas no PhytAMP
(n=14), Pfam (165) e UniProt (84). Foram executadas trés metodologias. A primeira
foi por meio da busca por padrdes especificos no dominio conservado pelo algoritmo
HMMER3 (EDDY, 2009), o qual utiliza modelo probabilistico de Hidden Markov
(HMM). A segunda foi a partir da ferramenta de alinhamento BLASTp. Por ultimo, foi
a busca por expressao regular (REGEX) na qual utilizaram-se padrdes de cadeias de
caracteres referente as posicoes de residuo de aminoacidos (por ex., “C”, cisteinas).
As sequéncias precursoras de HbHevs foram selecionadas pela presenca do dominio
conservado Chitin_bind_1 através do servidor CD-Search (NCBI) (MARCHLER-
BAUER e BRYANT, 2004). A predicdo da localizagédo subcelular foi avaliada pelo
servidor Web Plant-mPloc.

Apos remover redundéancias, o dominio N-terminal ligante a quitina de cada
precursor (correspondente aos peptideos maduros HbHevs) foi isolado para
caracterizagao in silico. Com o intuito de identificar conservacdo e mutagdes, foram

realizados alinhamentos pela ferramenta MUSCLE no software Jalview v2.11.1.5.



40

Caracteristicas como predi¢cdes de ponto isoelétrico e massa molecular (ambos pelo
servidor Protein isoeletric point calculator - IPC), indice de hidropaticidade média
(ProtParam), porcentagem hidrofébica e carga liquida (ambos pelo Antimicrobial
Peptides Database - APD3) foram avaliadas. A predi¢céo de atividade antimicrobiana
baseada na estrutura primaria foi realizada nos servidores CAMPR3 e Antifp
(Antifungal peptide Prediction) (AGRAWAL et al., 2018, THOMAS et al.,, 2010;
WAGHU et al., 2016).

Andlise fenética de peptideos hevein-like

A fim de identificar caracteristicas compartiihadas e semelhanca entre
proteinas de outras linhagens, as HbHevs foram utilizadas como query para coletar
sequéncias similares de outras espécies em Viridiplantae (depositadas no NCBI) via
BLASTp. ApGs a aquisi¢ao das sequéncias e remocéao das redundancias, foi realizado
alinhamento multiplo do dominio heveina entre as HbHevs e as demais proteinas pela
ferramenta MUSCLE no software Jalview v2.11.1.5. Junto a isso, uma arvore fenética
UPGMA foi construida no software MEGA 11.0.9 (TAMURA, STECHER e KUMAR,
2021), com reamostragem pelo método de bootstrap (replicado 1000 vezes), com

distancia p e imagem gerada com o software FigTree v1.4.4.

Modelagem comparativa

As caracteristicas estruturais das HbHevs foram identificadas a partir da
construcédo de modelos comparativos 3D. Para isso, as sequéncias de HbHevs foram
alinhadas contra proteinas depositadas no Protein Data Bank (PDB) através da
ferramenta BLASTp (NCBI), selecionando, entdo, como templates aquelas com maior
identidade e cobertura. Utilizando software Modeller 10.0 (WEBB e SALI, 2016) foram
gerados mil modelos tedricos para cada HBHev. Os melhores modelos foram
escolhidos de acordo com a energia proteica otimizada discreta (DOPE), bem como
pela qualidade estereoquimica e de dobramento pelo Ramachandran plot
(PROCHECK) e Z-score (ProSa-web)/QMEANDIsCo, respectivamente (LASKOWSKI
et al., 1993; PORTO et al., 2012; SANTOS-SILVA et al., 2021; STUDER et al., 2020;
WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007).
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Simulacdo em dinamica molecular

A simulacdo dos melhores modelos tedricos foi realizada pelo pacote
GROMACS 2019.4. Os modelos das HbHevs foram centralizados em uma caixa
cubica com dimensdes 4 x 4 x 4 nm e solvatados em agua SPC (Simple Point Charge)
(BERENDSEN et al., 1981). Foram adicionados ions Na e Cl para uma concentracao
fisiologica de 0.15 M de NaCl, seguido de minimizacdo de energia em até 50.000
passos pelo algoritmo. A temperatura de 300 K foi mantida no conjunto NVT com
restricdo de atomos de soluto na posicao inicial. O método LINCS (HESS et al., 2008)
foi usado para restringir ligacdes envolvendo atomos de hidrogénio. A integracao foi
realizada pelo algoritmo leap-frog usando uma etapa de tempo de integragéo 2-fs. O
tempo das simulacdes foi programado para 100 ns usando campos de forca GROMOS
53A6 (OOSTENBRINK et al., 2004) e condi¢cdes de contorno perioddicas nas direcdes
X, y e z. Por fim, a dinamica molecular foi executada sob pressédo e temperatura
constantes de 1 atm e 300 K, respectivamente. ApGs a dinamica, foi avaliada a
superficie de potencial eletrostatico das HbHevs pelo PyMol v.2.5.1.

Resultados

Busca por sequéncias e caracterizagcao

A figura 1 sumariza a quantidade total de sequéncias extraidas (TS),
precursoras candidatas (TC) e a eficiéncia de mineracéo (TC:TS x 100) a partir das
trés metodologias de busca. A mineracdao por HMMERS3 permitiu a identificacdo de 23,
20 e 102 TSs a partir das sondas do PhytAMP, Pfam e UniProt, respectivamente. No
caso da mineracdo por BLASTp, os TSs foram 98, 884 e 939, respectivamente. Apesar
do variado numero TS, foram obtidas 11 TCs em ambos os métodos de mineracéo e
a partir de qualquer das fontes de sondas utilizadas. A eficiéncia de mineragao
(TC:TS) pela metodologia HMMER3 foi 48%, 55% e 11% a partir das sondas obtidas
no PhytAMP, Pfam e UniProt, respectivamente. Por outro lado, a metodologia via
BLASTp apresentou 11% de eficiéncia a partir das sondas do PhytAMP e 1% nas
demais fontes. Em paralelo as duas metodologias, na mineragdo por RegEx foram
utilizados oito padrdes de sequéncias hevein-like (Tabela suplementar 1), obtendo,

entdo, um TS e TC iguais a 367 e 10, respectivamente, 0 que corresponde a uma
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eficiéncia de mineracéo igual a 3%.

Fig. 1. Sumario de mineragdo de hevein-like peptides em Hevea brasiliensis (NCBI: txid3981) pelas
metodologias de HMMERS3 e BLASTp.

AMP Pfam Prot

N° Probes: 14 165 84
Data mining E = E ';,n E 5
methodology g | 3 | g | 3 | g | év
Total

sequences (TS): 23 98 20 884 102 939
Total

candidates (TC): 11 11 11 11 11 11
Mining

efficiency (TC/TS): 048 0,11 0,55 0,01 0,11 0,01

As onze sequéncias precursoras candidatas (com dominio heveina) (Tabela
suplementar 2; Fig. 2) apresentaram uma variacdo de 196 a 321 no numero de
aminoacidos, sendo os primeiros 18 a 31 aminoacidos correspondentes a regiao do
peptideo sinal (identificados pelo SignalP-5.0). O dominio heveina de oito cisteinas
(regido peptideo hevein-like maduro) exibiu tamanho igual de 35 a 44 aminoécidos,
enquanto que os demais aminoacidos formam a regido ligante e dominio C-terminal,
sendo esse Ultimo representado pelos dominios Barwin ou quitinase
(Glyco_hydro_19). A localizacao subcelular dessas preproproteinas foi predita para

estruturas como vacuolos, membrana e parede celular ou ainda, direcionadas

(secretadas) para a regido extracelular.
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Fig. 2. As duas arquiteturas dos precursores de hevein-like peptides de Hevea brasiliensis. As barras
pretas, brancas, hachuradas, azuis e cinzas indicam as regides do peptideo sinal, hevein-like maduro,
da dobradica, dominio C-terminal (barwin ou quitinase) e extensao C-terminal, respectivamente. O
padrdo de disposicdo das cisteinas em hevein-like peptides maduras esta marcado em amarelo. Os

residuos responsaveis pela ligacdo a quitina estéo sinalizados com “*”.
Hevein-like/Barwin precursor

Signal peptide Mature hevein-like =SS C-terminal Domain (Barwin)

HbHev1 MGRVMNIFIVVLLCLTGVAIA*fEQCGRQAGGKLCPNNLCC;Q&GﬁCGSTDE;CSPDHNCQSNCK*f—fDSGEGVGGGSASNVLATYHLVNSQDHGWDLNAASAYCSTWDANKPVSNRSKYGNTAFCGPVGAHGQ
HbHev2 MGRVMNIFIVVLLCLTGVAIA--EQCGRQAGGKLCPNNLCCSQYGWCGSSDDYCSPSKNCQSNCK - -GGGGGEGGGGGSASNVLATYHLYNPQQHGWDLNAVSAYCSTWDANKPY SWRSKYGWTAFCGPYGAHGQ
HbHev4 MAR-LSLGVMFLLCLVATAAAQA-QCGKQAGNKKCFNNLCCSQWGFCGTTPEYCSPSNNCQSNCKGR - - SSLDGSESISASNVRATSRSYNSEENGWNLNAASAFCSTWDGDKPLEWRSKHAWTAF CGPVGPQGK
HbHevS MGRVMNICMVVLLCLTGVAIA--EQCGWQAGGKLCPNNLCCSQYGWCGSSDDYCSPSKNCQSNCKD - - - - SAVGGGGE IAYDVRATYHLYNSQDHGWDLNAVSAYCSTWDANKPYSWRSKYGWTAFCGPVGAHGQ

PSCGKCLSVTNTGTGAKTTVRIVDQCSNGGLDLDVNVFRQLDTDGKGYERGHLTVNYQFVDCGDS - FNPLFSVMKSSVIN § Hinge region
PSCGKCLSVTNTGTGAKTTVRIVDQCSNGGLDLDVNVFRQLDTDGKGYERGHLTVNYQFVNCGDS -FNPLFSIMKSSVIN
DACGKCLRVTNARTGAEATVRIVDKCSNGGLDMDAATFKQLDTDGKGNAHGY LMVNYQFVNCTDD- - === ==~--=-=--~ I:] C-terminal extension

PSCGKCWSVTNTGTGAKMTVRIVDQCSNGGLDLDVNVFRQLDTDGKGYERGHLTVNYQFVDCGDTQVNPLFSIIDH- - -~

Hevein-like/Chitinase precursor

Signal peptide Mature hevein-like = C-terminal Domain (Chitinase)

* * * *
--EQCGKQAGNALCPSGLCCSQFGWCGSTPDYCSAGNCQS-QCPG-=--~=-=-~- -~ SSTPTPSTPTPSNG-DVSSIITPALFDQMLKYRNDGRCQSNGFYTYNAFISA

HbHev3 ----MKLHNLILFALALLLLDASSA--

HbHevé ------- MRFWALVFWALFSTLGALA- EQCGSQAGGALCPNGLCCSKFGYCGSTVDYCSN-GCQS-QCNSGG-- -~~~ TPSTPSTPTPTPTGGGDISSLIRQDKFNEMLKHRNDENCPGKGFYTYDAFIAA
HbHev7 --MRASAFTVSCLLLASLLLGTSA-=-=-=-=--~ EQCGRQAGGALCPGGLCCSQFGWCGNTPDYCGA-TCQS -QCGGEGG= === ============== SGGGDITSIISRATFNQMLKHRNDGGCPAKGFYTYDAFISA
HbHev8 MAPLKTRKNLLPIMIAAIFLAAGAMPNIVVAQNCG----~-~ CAPNLCCSKYGYCGTGDAYCGE-GCREGPCYA--=--=--=----~ TPTPTTPS - -GDFSVADVVTSDFFNGIINQAAG-TCAGKNLYTRDAFLAA
HbHev9 ----- MRRNLLT-IIVAICLAAGAMPKNVVAQNCG CAANLCCSQYGYCGTGDPYCGQ-GCKEGPCYS- TPTPTTPS--55VSVADVVTPDFFNGIINQAPG-NCAGKNFYSRDTFLSA

HbHev1@ -MATLTRKNLAIIVLAGIF--ASVLPAYVVAQNCG-- ~CAANECCSRWGFCGTTEEYCGT-GCQEGPCIA- --PPPTNDVS----VPDIVTTEFFNGIIDQAED-SCVGKSFYSREVFLDA
HbHevll --------=-=-- MIVAIFLAAGAMPNIVVAQNCG------- CAPNLCCSKYGYSGTGDACCGE -GCREGPCYA-========-~ TPTPTTPS--GDFSVADVWTSDFFNGIINQASG-TCAGKNLYTRDAFLAA

ASSFSGFGTTGDLNTRKRELAAFLAQTSHETTGGWPEAPDGPYAWGYCFIREN--DRQTYCS~--SNEWPCPAGRQYYGRGPIQL THNYNYGRAGNALGADL INNPDLVATDPVISFKTAVWFWMTPDGNKPSSHN
ANSFGGFGTTGDSDTRKREIAAFLAQTSHETTGGWSSAPDGPYAWGYCF IQEQG-NPGDYCVQ-SQEWPCSPGKKYYGRGPIQISYNYNYGPAGKAINYDLLNNPDAVATDPTISFKTALWFWMTAQSPKPSCHD
AKAFPTFGTTGDVATRKREIAAFFAQTSHETTGGWGTAPDGPFAWGYCYLREQ--NPGSYCSP-SPTYPCAPGKQYYGRGPIQISWNYNYGQCGRAIGVDLLNNPDLVATDAVISFKTAIWFWMTAQSPKPSCHD
LNSYSQFGKIGSNDDSKREIAAFFAHVTHETG= == =========~ HFCYTEEIDGASKDYCDETNTQYPCVAGKNYFGRGPLQL TWNYNYGAAGQSNNFDGLNAPE TVANDPVVSFKTALWFWIT--~~-~ NVRP
LNSYSDFGKIGSNDDSKREIAAFFAHVTHETG- HFCYIEEIDGASKDYCDEKNTQYPCVPGKNYFGRGPLQL TWNYNYGPAGQSNNFDGLNAPETVANDPYVSFKTALWFWMN- - - - - - NVRP
LSSYPRFGRVGSVDDSKREIAAFFAHVTHETG- HFCYIEEINGASRDYCDEDNTQYPCNPDKGYYGRGPIQLSWNFNYGPAGESIGFDGLNSPETVANDPLISFKTALWYWMN- - - - -~ NVQP
LNSYSQFGKIGSNDDSKCEIAAFFAHVTHETG= === === =====~ HFCYTEEIDGASKDYCDETNTQYPCVAGENYFGRGPLQLTWNYNYGAAGQSNNFDGLNAPETVANDPVVSFKTALWFWIT--~~-~ NVRP

VIIGQWTPSDADRAANRVPGYGVITNIINGGIECGHGTDDKVANRIGFYRRYCDILGVTPGDNLDCYNQRPFNQ-=-=-=-~----~
VITGQWKPSPADTQAGRVPGYGVITNIINGGIECGKGSNPQMEDRIGFYKRYCDLLEVGYGDNLDCYNQRPFA----------

VITGRWSPSAADRSAGRVSGYGLVTNIINGGLECGKGWNAKVEDRIGFYKRYCDILGVGYGNNLDCYNQKPFGNGLLDLVDAL & . .
WT=-mmmmmmmmmmee QGFGATIRAINGAVECNGGNPGAVRARIGYYTDYCNQFGVSPGDNLSC Hinge region

VVN-- -QGFGATIRAINGATECNGGNSGAVQARIGYY TDYCNQFGVSPGDNLSC

VIS-- -QGFGATIRAINGALECDGGNPATVQARVGYYTDYCSQLGVAPGDNLTC D C-terminal extension

- -QGFGATIRAINGAVECNGGNPGAVRARIGYYTDYCNQFGVSPGDNLSC

O alinhamento das 11 HbHevs (Fig. 3) revelou uma conservagao na posicao
de suas 8 cisteinas, com excecéo da HbHev11 onde houve mutag¢do dos aminoacidos
C17S e Y23C. A predicao da formacao de pontes dissulfeto seguiu o padrao conhecido
dos peptideos hevein-like (C!-C#, C2-C5, C3-C8 e C’-C8), com excecdo para HbHev11l
gue ausentou a ponte C2-C® (Fig. 3 e 4A).

Além disso, as HbHevs sao ricas em glicina e apresentam o motivo conservado
SX[WYF]'G[WYF][CS]GX{4}[Y'C], onde a presenga do “X” seguido (ou ndo) por um
namero entre chaves indica a quantidade de qualquer residuo de aminoacido; os
residuos entre colchetes indicam que a posi¢éo é preenchida por qualquer um deles;

os residuos marcados com “*” sdo os responsaveis pela ligagao a quitina.
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Fig. 3. Alinhamento do dominio conservado das hevein-like peptides de Hevea brasiliensis (HbHevs).
As linhas pontilhadas acima representam a predi¢éo das pontes dissulfeto (o HbHev11, marcado com
“*” foi predito em ausentar a ponte C2-C5). O motivo de ligacédo a quitina se encontra delimitado pelos
retangulos pretos. Abaixo do alinhamento, as barras pretas com letras sdo o nivel de conservacao e a

sequéncia consenso. Na base da figura estéo as estruturas secundarias conservadas das HbHevs.

|
HbHev1 GREAGEK LEP NI
HbHev2 SGRAAGGK LCPN ;
HbHev3 AGNALCPSGLC
HbHev4 AGNKKPFNI
HbHev5 GWAAGGK L CPNNLCC
HbHev6 CGS@AGGALCPNGLCC
HbHev7 ( > ' . (
HbHev8 BE------- c SGEG- - CREGPCYA- -
HbHev9 - ------ ( : I6QE - - BEEPRY S - -
HbHev10 - YR : c 3CTE- - BlcEPE | A- -
HbHev11* l------- C >C CGEG- - CREGPCYA- -
Motivo ligante a |

quitina b

(- » P ® e I & By
Consenso N\J\.« AU VPN ! VAV VWV v "N\ : V)

EQCGRQAGGKLCPNN LCCSYGCGTDYCSPGKNCPCK+GG

A " T '

A massa molecular e o pl foram em média 4.15 kDa (variacdo entre 3.54 a 4.7
kDa) e 4.9 (4.0 a 7.5), respectivamente. O indice de hidropaticidade, porcentagem
hidrofébica e carga liquida média foram calculados em -0.5 (-0.96 a -0.23), 32.6% (28

a40%) e -1 (-3 a 4), respectivamente. Ademais, todas as HbHevs foram preditas como

antimicrobianas.
Andlise fenética de peptideos hevein-like

Foram alinhadas 682 sequéncias nao redundantes, com identidade minima de
59% e maxima de 94%. Entre as sequéncias alinhadas estdo pro-hevein-likes,
proteinas relacionadas a patogénese do tipo 4 (PR-4), quitinases e proteinas

hipotéticas. O alinhamento multiplo do dominio heveina revelou semelhancgas entre as
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sequéncias, como riqueza em glicina, conservacao da posicdo das oito cisteinas
(excecdo a HbHevll, como mencionado anteriormente) e o padrdo de residuos
responsaveis pela ligacdo a quitina (exceto HbHev11, novamente) (Fig. Suplementar
1).

Para uma melhor analise de similaridade, a arvore fenética foi construida com
373 sequéncias precursoras (excluindo aquelas sem peptideo sinal), as quais se
dividiram em trés principais clusters (Fig. Suplementar 2). As HbHevs1, HbHev2,
HbHev4 e HbHev5 se posicionaram no cluster “A” juntas com sequéncias que
apresentam dominio Barwin C-terminal. As HbHev3, HbHev6 e HbHev7 no cluster “B”,
juntas com precursores com dominio quitinase C-terminal. As HbHevs8-11 no cluster
“C”, também unidas as proteinas com dominio quitinolitico.

Esses trés grupos se dividiram em sete subclusters: A-lI, onde o HbHev4 se
agrupou com duas proteinas PR-4 de Manihot esculenta (XP_021621640.1 e
XP_021621710.1) com suporte igual a 100; A-Il, com HbHev1 e HbHev2 formando um
grupo (bootstrap 99) préximo as HbHev5 e pro-hevein-like de Ricinus communis
(XP_002531287.1); B-lll, formado pela HbHev6 e proteinas de Tetracentron sinense
(Trochodendraceae); B-1V, com HbHev7 posicionado junto a quitinase de M. esculenta
(XP_021627349.1) e bootstrap 100; B-V, formado por HbHev3 e endoquitinase de
Jatropha curcas (XP_012065354.1), com bootstrap 95; C-VI, onde HbHev8 e
HbHev11 (bootstrap 100) se posicionaram préximos a HbHev9 (93), bem como os trés
juntos as endoquitinases PR4 e proteinas hipotéticas de Populus spp. (89); C-VII,
onde HbHevl0 se mostrou semelhante a endoquitinase EP3 de M. esculenta
(XP_012065081.1), com bootstrap 97.

Modelagem comparativa

A estrutura tridimensional da HbHev1 se encontrou resolvida e depositada sob
PDB 1HEV, sendo utilizada como template para HbHev2 e HbHev5, compartilhando
respectivamente 88.1% e 86.1% de identidade (Tabela suplementar 3). Para HbHev4
foi utilizado o modelo 1Q9B como template (78.1% identidade compartilhada). Por
outro lado, para HbHev3, HbHev6 e HbHev7 foi empregado o modulo ligante a quitina
de uma quitinase de Hevea brasiliensis (PDB: 4MPI), com 73.8%, 69.1% e 85.7% de
identidade compartilhada, respectivamente. No caso das HbHev8 e HbHev10 foram
usadas endoquitinase de Arabidopsis thaliana AF-024658-F1 (82.8% de identidade)
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e AF-Q9M2U5-F1 (61.3%), respectivamente. As HbHev9 e HbHev11 foram usadas
quitinases de Oryza sativa subsp. japonica AF-Q7Y1Z0-F1 (66.7% de identidade) e
de Zea mays AF-P29022-F1 (69%), respectivamente. Os modelos tridimensionais e a
regido do sitio de ligacdo a quitina estdo representados nas Figuras 4A e 4B,

respectivamente.

Fig. 4. Estrutura tridimensional das HbHevs. A. Modelos das HbHevs com estruturas conservadas de
dupla fita-pB antiparalela e curta a-hélice indicadas em amarelo e vermelho, respectivamente. Os
residuos de aminoacidos responsaveis pela ligacdo com a quitina estdo marcados pela cor rosa. As
pontes dissulfeto estéo indicadas pela cor laranja. B. Alinhamento dos modelos HbHevs com énfase

na regido ligante a quitina. As setas indicam os residuos de serina, triptofano, fenilalanina e tirosina

gue formam o sitio ligante.

HbHev1 HbHev2

HbHev6

Os melhores modelos das HbHevs apresentaram mais de 90% dos seus
residuos de aminoacidos em regides favoraveis a tor¢cdo pelo Ramachandran plot
(Fig. suplementar 3). Os valores de Z-score indicaram que todos os modelos
possuem qualidade estrutural semelhante aos peptideos de mesmo tamanho com

estruturas tridimensionais resolvidas. A pontuagcdo global dos modelos pelo
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QMEAND:IsCo variou entre 0.66 a 0.77.

Simulagdo em dinamica molecular

As modificacdes estruturais foram avaliadas nos graficos de configuracdo de
estrutura secundaria (Fig. Suplementar 4), desvio da raiz média quadratica (RMSD),
namero de pontes de hidrogénio, raio de giro e flutuacdo da raiz quadratica média
(RMSF) (Fig. 5 e 6). Ao longo da dindmica houveram breves formacdes e perdas de
fitas-B e a-hélices (Fig. Suplementar 4). No entanto, a cadeia principal que forma o
nacleo ligante (duas fitas-B antiparalelas centrais e a curta a-hélice adjacente)
permaneceu estavel, com excecao da HbHevl11l (Fig. 7 e Fig. Suplementar 4). Nessa
regido, a posi¢cao dos seus residuos de aminocidos (Ser, [Trp, Tyr, Phe], [Trp, Tyr,
Phe] e Tyr) permaneceu exposta ao solvente. Com relacdo a superficie de potencial

eletrostatico, foi observada a distribuicdo das regides catidnicas e anionicas (Fig. 8).
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Fig. 5. Graficos RMSD (A), pontes de hidrogénio (B) e raio de giro (C) das HbHevs ao longo de 100

ns de dindmica molecular.
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Fig. 6. Grafico flutuacdo da raiz quadratica média (RMSF) das onze HbHevs ao longo da dinamica

molecular.
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Residue

Todos o0s peptideos apresentaram maiores flutuacbes em ambas as
extremidades. Além disso, foram observados maiores amplitudes de flutuacdo nos
residuos de aminoacidos 5-10 da al¢ca dos HbHevs1-7 e nos residuos 14 e 16 (ligantes
a quitina) de HbHevs8-11 (Fig. 6). O b-factor (Fig. 7) suporta uma alta mobilidade
atdmica em alcas e extremidades, onde estéo localizados os aminoacidos com maior
flexibilidade.

Ao final da simulacdo em dinamica molecular, os modelos estruturais
apresentaram numero de pontes de hidrogénio (HB) proximos entre si, com excecéo
do HbHev7 onde foi possivel observar um crescimento exponencial (Fig. 5B). Apesar
disso, os modelos estruturais de todos os HbHevs se mostraram praticamente
compactos apés a metade da simulacéo, principalmente os HbHevs8-11 que exibiram

0s menores raios de giro (Fig. 5C).
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Fig. 7. Modelos tridimensionais das HbHevs antes e apés simulagdo molecular (cores verde e ciano,

respectivamente), bem como seus respectivos b-factor médios. As distancias (RMSD) entre os

modelos no alinhamento antes-p6s dindmica estéo indicadas em nandmetros. As cores dos b-factor

médios seguem um gradiente de cores, do mais quente (vermelho, regiées que apresentaram maior

movimentacdo durante a dindmica) ao mais frio (azul, regibes com menor agitacao).
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Fig. 8. Superficie de potencial eletrostatico das HbHevs apds simula¢des em dindmica molecular.

Regibes catidnicas, anidnicas e neutras estao representadas pelas cores azul, vermelha e branca,

respectivamente.
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Discussao

A demanda por peptideos bioativos para tratamento antimicrobiano tem sido
um fator decisivo na area de prospecc¢ao de compostos bioativos naturais (SANTOS-

SILVA et al., 2020). Nesse sentido, as técnicas de mineracdo in silico vém sendo
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escolhidas como uma alternativa preliminar, além de minimizar custos laboratoriais
(por ex., reagentes) e geracdo de residuos toxicos para 0 meio ambiente. Dessa
forma, a identificacdo dos polipeptideos alvos e predicdo de suas caracteristicas
bioguimicas fornecem informagdes importantes para pesquisas seguintes voltadas a
extracdo e purificacdo dessas moléculas (AMADOR et al., 2021; SANTOS-SILVA et
al., 2020).

Na mineracdo, todos os 11 peptideos hevein-like de H. brasiliensis foram
extraidos pelas metodologias de BLASTp e HMMERS, porém, essa Ultima se mostrou
mais eficiente ao identificar todos eles em um menor nimero TS. A eficacia do
HMMERS3 deve-se a rapida busca de sequéncias através do alinhamento local
probabilistico aprimorado pelo HMM, onde parametros e suposi¢cdes sao mapeados,
e pontuacdes de probabilidade log-odds séo calculadas (EDDY, 2009). A precisao do
algoritmo o tornou uma ferramenta importante nos estudos de prospeccéo in silico de
peptideos antimicrobianos, como também referencial comparativo para novos
métodos desenvolvidos para essa finalidade (HAMID & FRIEDBERG, 2019). Por
exemplo, Santos-Silva et al. (2021), na busca por defensinas no genoma de Manihot
esculenta, utilizaram HMMERS3 junto ao BLAST e RegEX onde, ao contrario do
presente estudo, todos encontraram o mesmo numero de sequéncias candidatas.

As sequéncias candidatas encontradas foram constituidas por peptideo sinal,
dominio heveina 8C, regido dobradica e um longo dominio C-terminal. Essas
sequéncias se dividiram em dois grupos baseados na constituicdo da proteina carga
C-terminal (barwin e quitinase) (Fig. 2), semelhante a configuracdo observada na
arvore fenética UPGMA (Fig. Suplementar 2) onde outros precursores de peptideos
hevein-like 8C (Viridiplantae) seguiram esse padrao de clusterizagdo. Van Holle et al.
(2017) sugeriram que as pro-proteinas heveina/Barwin tiveram origem a partir da
arquitetura heveina/quitinase, apesar que tal interpretacdo vem de uma inferéncia
fenética e nao filogenética. Segundo Van Holle & Van Damme (2019), a ordem
heveina/quitinase é destacada como uma caracteristica especifica de Angiospermas
(Embryophyta), enquanto o inverso quitinase/heveina é tipico de algas verdes
(Clorophyta). Os dominios heveina e C-terminal podem ser separados pela clivagem
da regido dobradica por endopeptidases na etapa pos-traducional (LOO et al., 2021,
SLAVOKHOTOVA et al., 2017). No entanto, ndo se pode afirmar no presente trabalho
se os dominios heveinas das HbHevs sao separados. Todavia, estudos relataram que

longas cadeias com repeticao de glicina/prolina/serina na regiao de dobradica podem
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indicar a capacidade de clivagem entre os dominios (KINI et al., 2017; LOO et al.,
2021; SLAVOKHOTOVA et al., 2017; WONG et al., 2017).

Ao observar o alinhamento entre as regides do peptideo hevein-like maduro
(Fig. 2), quatro HbHebvs (8-11) de precursores com dominio quitinase ausentaram
sete aminodacidos entre as posicdes 5 e 11 (entre C e C?) (Figs. 2 e 3), ocasionando
a perda de uma alca no modelo estrutural (Fig. 4A). Baseado na arvore UPGMA (Fig.
Suplementar 2) e em estudos semelhantes, a auséncia dessa regiao aparenta ser
uma caracteristica comum entre precursores endoquitinases classe IV. As
endoquitinases (ou proteinas PR-3 e PR-4) que apresentam o dominio heveina estao
dispostas nas classes | e 1V, que se diferenciam, respectivamente, pela presenca ou
auséncia da primeira alca (DZHAVAKHIYA; OZERETSKOVSKAYA; ZINOVYEVA,
2007; PASSARINHO & VRIES, 2002). Entre algumas das sequéncias similares com
esse padrdo de estrutura primaria estdo precursores chitinase 1 de Populus X
canadenses (GenBank: AEZ67300.1), endochitinases EP3-like de Prunus dulcis
(XP_034198866.1), de Syzygium oleosum (XP_030471779.1), de Manihot esculenta
(XP_021602528.1) e de Citrus clementina (XP_006442844.1).

A predicdo da localizacdo das HbHevs em vacuolos esta de acordo com
estudos relacionados as proteinas do latex de Hevea brasiliensis que se encontram
inseridas em lutdides dos laticiferos (BERTHELOT, PERUCH e LECOMTE, 2016;
RAMOS et al., 2019). Lutbides sdo organelas acidas (pH interno de aproximadamente
5.5), osmossensiveis, semelhantes aos vacuolos e estocam proteinas liticas (por ex.,
quitinases), fons (Ca*?, Mg*? e Cu*?) e peptideos hevein-like. Apés uma lesdo, a
diferenca entre a pressao do laticifero e atmosfera resulta no rompimento dos lutéides,
entdo as heveinas sao liberadas para defesa contra herbivoros/patégenos e
cicatrizacdo (BERTHELOT, PERUCH e LECOMTE, 2016; NELLESEN et al., 2011;
RAMOS et al., 2019; SHI et al., 2019). O processo curativo ocorre, consecutivamente,
pela dimerizacdo dessas pequenas lectinas na presenca de ions de Ca*?, ligacdes
com os residuos N-acetilglicosamina da proteina receptora glicosilada de 22 kDa
(encontradas na superficie de particulas de latex), agregacdo das particulas por
pontes multivalentes e entdo coagulacdo do latex (BERTHELOT, PERUCH e
LECOMTE, 2016; BOTTIER, 2020; GIDROL et al., 1994). Junto a essa possibilidade,
os HbHevs1-5 também tiveram suas localizacdes preditas para o meio extracelular
(incluindo parede e membrana celular), semelhante aos outros peptideos hevein-like,

como os ginkgotideos de Ginkgo biloba (Gimnosperma) que tiveram sua via de
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secrecao inferida para fora do citoplasma (WONG et al., 2016). Esse direcionamento
extracelular e a presenca de dominio C-terminal antimicrobiano (Barwin) sugerem
uma funcgéo de defesa sistémica (BERTHELOT et al., 2016; MAIA et al., 2021).

Através da modelagem e simulacdo em dindmica molecular, foi possivel
observar a importancia da conservacdo das posicdes de cisteinas e glicinas para a
estabilidade e dobramento da estrutura das HbHevs. Esse padrdo também foi
discutido por Van Holle e Van Damme (2019) em seus estudos sobre a historia
evolutiva das lectinas, onde relatam a permanéncia desse traco no dominio heveina
entre linhagens basais (por exemplo, em algumas bactérias) e derivadas (plantas e
metazoarios). Os residuos de cisteina, glicina e prolina (entre demais aminoacidos)
participam dos nos e dobramentos que resultam na compactacdo estrutural,
estabilizados pelas pontes de dissulfeto e hidrogénio. Nas HbHevs foi observado raios
de giro constantes e proximos entre si (Fig. 5C), ndo havendo relacdo de
proporcionalidade com o numero de HBs formadas (Fig. 5B). Torna-se claro, dessa
maneira, que a estabilidade de compactacéo desses peptideos esta ligada aos nés
de cisteinas e dobramentos estruturais. Ademais, as anélises de b-factor nos modelos
testados combinadas ao RMSF (Figs. 6 e 7) revelaram que as HbHevs apresentam
estrutura geral semi-rigida e regides terminais flexiveis, podendo inclusive conter
alcas com alta vibracdo atdémica (exceto em HbHevs8-11).

Relativo ao nucleo ligante, os HbHevs apresentaram conservacao dos residuos
de aminoé&cidos responsaveis pela ligagdo a quitina, enfatizando a fungéo primaria de
reconhecimento de carboidratos. Esses residuos comp6em as duas fitas-
antiparalelas centrais (Ser, [Trp, Tyr, Phe] e [Trp, Tyr, Phe]) e a curta a-hélice
adjacente (Tyr), as quais sdo mantidas estaveis em razdo das pontes dissulfeto,
garantindo, assim, o posicionamento do sitio ligante para o meio externo (Fig. 4A e
B). Os residuos ligantes aromaticos (Tyr-14/Trp-14 e Tyr-16/Phe-16) de HbHevs8-11
exibiram maior flexibilidade em relacdo aos dos demais peptideos (Trp-21/ Trp-20/Tyr-
21/ Phe-21 e Trp-23/ Phe-22/Tyr-23) (Fig. 6 e 7). Como observado no estudo de Porto
et al. (2012), peptideos hevein-like sédo caracterizados pelas suas estruturas rigidas,
havendo, em alguns casos, residuos de aminoacidos ligantes a quitina com
acentuados picos de flutuagcdo, como em XP_002973523 de Selaginella moellendorffii.
O sitio ligante apresenta uma forma semelhante a uma “garra de quatro dedos” (4-
finger claw). Sua propriedade de reconhecimento de oligdbmeros ou polimeros de N-

acetilglicosamina pode ocorrer via interacdes de empilhamento CH-mm entre os
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residuos aromaticos (Trp, Tyr ou Phe) com os anéis da piranose e 0 grupo acetila,
assim como Ser e Tyr formam pontes de hidrogénio entre seus grupos hidroxilas com
as porcoes carbonilas e 3-OH dos sacarideos (NISHIO et al., 2014; SOLANKE et al.,
2019). Todavia, o HbHevll apresentou mutagbes que podem impactar no
reconhecimento de carboidratos. A substituicdo C17S, baseado nas simulacfes em
dindmica moleculares, parece ter desestabilizado a geometria da cadeia principal do
nuacleo ligante (aminoacidos 13-17 e 21-23) (Fig. 7), coincidindo com a alta flutuacéo
nessa regido (Figs. 6). Fica claro, assim, a importancia da ponte C2-C° para formar
um alicerce na regido e preservar a organizacao dessas estruturas secundarias. Além
disso, a mutacédo Y23C poderia reduzir a afinidade com N-acetilglicosamina baseado
nos peptideos hevein-like de Viridiplantae alinhados, os quais exibiram 95% de
conservacgao da Tyr nessa posicdo (os demais 5% incluem apenas Phe ou His, que
possuem cadeia lateral aromatica) (Fig. Suplementar 1). Até onde se sabe, esse € 0
primeiro estudo a reportar um peptideo hevein-like com mutacdes tdo distintas no
motivo conservado de ligacao a quitina, necessitando, assim, de mais simulacdes (por
ex., docking) para avaliar se essas caracteristicas influenciam no reconhecimento de
carboidratos.

Os HbHevs, embora preditos em sua maioria como aniénicos (excecéo para
HbHev2 e HbHev4), exibiram supostas regides com superficie eletrostatica positiva,
como o sitio de ligacao a quitina dos HbHevl, HbHevs3-5 e HbHevs 8-10, além da
alga catidnica (aminoacidos 4-11) dos HbHevs1-5 e HbHev7 (Fig. 8). A carga parcial
positiva nessas posicées podem ser determinantes no processo de reconhecimento
dos carboidratos carregados negativamente, além da possibilidade de interacdo da
alca catibnica com envoltérios de patégenos. Nesse ultimo caso, sua cadeia principal
e os residuos de aminoacidos apresentaram acentuada liberdade de movimentacéo e
flutuacédo (Figs. 6 e 7), o que poderia favorecer a acomodacao e desestruturacao
membranar de patégenos (LIU, FANG e WU, 2013; YEAMAN e YOUNT, 2003). Ao
avaliar o alinhamento multiplo com outros peptideos hevein-like de taxons distintos
em Viridiplantae (Fig. Suplementar 1), € possivel compreender que a presenca de
aminoacidos catiénicos na alga N-terminal € uma caracteristica compartilhada e que
pode estar relacionada a alguma fung¢édo, como foi sugerido no presente trabalho.
Assim, tornam-se necessarias outras simulacdes a fim de elucidar o papel desse traco
estrutural.

Por outro lado, o sitio ligante com carga parcial aniénica dos HbHev2, HbHev6
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e HbHev7 poderia auxiliar na acomodacdo da quitina, tendo em vista que o
polissacarideo pode ser encontrado na forma catibnica. Os grupos amina das
unidades N-acetilglicosamina, quando submetidos a pH abaixo do pl, s&o convertidos
na forma carregada positiva (ROY et al., 2017). Sitio ligante com superficie aniénica
ja foi detectado em outros peptideos hevein-like, como a morintide 1 (mO1) de Moringa
oleifera que apresentou atividade antifungica contra Alternaria alternata e A.
brassiciola (KINI et al., 2017).

E importante ressaltar, no entanto, que a carga liquida e a configuracéo
eletrostatica propostas para as HbHevs sdo baseadas em pH proximo a neutralidade,
e sabe-se que os fluidos in planta podem ser acidos pela presenca de polifenois e
rompimento dos lutides acidos nos laticiferos (BERTHELOT, PERUCH e LECOMTE,
2016). Os parametros de simulagédo em dinamica molecular ndo foram configurados
para condicOes acidas, dada a complexidade de fatores que tornam o meio &cido,
assim como néo hé registro de valores de pH nos fluidos de H. brasiliensis. Por outro
lado, as condi¢des escolhidas na simulagédo (meio aquoso com salinidade adequada
as condic¢0es fisiolégicas humana) permitem levantar futuras aplicac6es das HbHevs
na saude humana.

Apesar da caracterizacdo referente as estruturas das HbHevs consistirem
apenas no dominio heveina de maneira isolada, o presente estudo ndo descartada
possiveis interagdes com proteinas de carreamento C-terminal (quitinase ou Barwin).
Existem estudos de purificacdo que identificaram proteinas quiméricas, como a
endoquitinase 6LNR presente em folhas de Simarouba glauca, onde a ligacao entre
os dominios permaneceu intacta (BALU et al., 2020). Tal configuracdo permite funcéo
conjunta do dominio heveina em ancorar a quitina em uma orientacdo e geometria
favoravel & quitindlise pelo sitio ativo do dominio quitinase (BALU et al., 2020). Assim,
existe a possibilidade dos dominios inseridos nos precursores das HbHevs se

manterem conectados in planta.

Conclusdes e perspectivas

A prospeccao in silico mostrou-se capaz de detectar onze peptideos hevein-
like em H. brasiliensis com potencial fungdo antimicrobiana. A arvore fenética UPGMA
revelou similaridade entre HbHevs e proteinas com dominio heveina em outras

espécies da familia Euphorbiaceae, como M. esculenta, R. communis, J. curcas, bem
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como outras angiospermas como T. sinense e Populus spp. As caracteristicas como
carga liquida catibnica ou anidnica, soliveis em agua, porcentagem hidrofobica em
média 32.6% e as sequéncias de aminoacidos irdo direcionar em meétodos
apropriados para suas extracdes, identificacéo e purificacdes em laboratorio.

As simula¢gbes em dinamica molecular das HbHevs evidenciaram rigidez na
cadeia principal do nucleo ligante, enquanto que alcas e extremidades apresentaram
maior flexibilidade na estrutura tridimensional. Tais efeitos associados a carga parcial
nessas regides aparentam ser determinantes na sua funcao priméria de defesa, visto
que os residuos de aminoacidos que se posicionam nessas regifes Ssao
compartilhados entre diversos taxons de Viridiplantae. No entanto, nesse estudo foi
encontrada a HbHev11l que apresentou mutagcdes que tornou sua estrutura diferente
do conhecido dos demais peptideos hevein-like. Sendo assim, mais estudos sao
mandatorios a fim de avaliar o impacto dessas mutacdes no seu reconhecimento aos
carboidratos.

Diante disso, o presente trabalho sugere que os HbHevs podem atuar na
aderéncia de superficies ricas em GIcNAc, como também na atracao eletroestatica
com carboidratos e membranas carregadas, o que pode resultar na disrupcdo dos
envoltorios de patégenos. Contudo, sdo necessarios testes in vitro para confirmar os

mecanismos de acgao e avaliar as aplicacdes biotecnoldgicas.
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Material suplementar

Tabela suplementar 1. Padrdo de sequéncias hevein-like descrita por Santos-Silva et al. (2020)

utilizadas na mineracdo RegEx.

CX{4,5}1CCIGSIX{2}GXCGX[GST]X{2,3}JFWY]C[GS]X[AGS],
CX{12}CCX{5}CX{6}CX{3}C;

o CX{1,8}CX{4,5}CCX{5}CX{6}CX{3,5}CX{3,4}C

“C” indica o residuo de cisteina; “X” e os numeros entre chaves indicam a quantidade de qualquer

o CX{12})CCX{5}CX{B6}CX{3}CXCX{3}C;

o CX{4,5)CX{4}JCCX{5}CX{6]}C:;

o CX{3,8)CX{4}CCX{5}CX{6}CX{3,5}CX{1,3}C:
Hevein- o CX{6)CX{8}CCX{3}CX{10}C;
like o CX{6)CX{7,8}CCX{3}CX{10}C;

um dos 20 residuos de aminoacidos naturais; os residuos de aminoacidos encontrados entre

colchetes indicam que a posicdo pode ser preenchida por um deles.
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Tabela suplementar 2. Sumario dos dados de hevein-like mineradas, incluindo o cddigo da sequéncia referéncia (RefSeq),

comprimento do peptideo sinal, abreviacdo da regido hevein-like estudada e descricdo do dominio C-terminal.

Comprimento do

Sequéncia referéncia (RefSeq) dos candidatos peptideo sinal

Abreviagao daregiéo hevein-like Dominio C-terminal

XP_021650927.1 21 aa’ HbHev1 Barwin
XP_021672285.1 21l aa HbHev2 Barwin
XP_021672589.1 21 aa HbHev3 Glycoside hydrolase 19
XP_021656801.1 22 aa HbHev4 Barwin
XP_021656794.1 21l aa HbHev5 Barwin
XP_021691072.1 19 aa HbHev6 Glycoside hydrolase 19
XP_021685895.1 22 aa HbHev7 Glycoside hydrolase 19
XP_021657784.1 3laa HbHev8 Glycoside hydrolase 19
XP_021657786.1 25 aa HbHev9 Glycoside hydrolase 19
XP_021662463.1 28 aa HbHev10 Glycoside hydrolase 19
XP 021663467.1 18 aa HbHev1l Glycoside hydrolase 19

“aa” significa aminoacidos

Tabela suplementar 3. Lista dos templates utilizados para modelagem
comparativa das HbHevs e a porcentagem de identidade compartilhada entre as

suas sequéncias.

Peptideo Template % identigjade
(banco de dados) compartilhada

HbHev1 - -

HbHev2 1HEV (PDB) 88.1

HbHev3 4MPI (PDB)" 73.8

HbHev4 1Q9B (PDB) 78.1

HbHev5 1HEV (PDB) 86.1

HbHev6 4MPI (PDB)" 69.1

HbHev7 4MPI (PDB)" 85.7

HbHev8 AF-024658-F1 (AlphaFold)* 82.8

HbHev9 AF-Q7Y1Z0-F1 (AlphaFold)* 66.7
HbHev10 AF-Q9M2U5-F1 (AlphaFold)*  61.3
HbHev11 AF-P29022-F1 (AlphaFold)* 69.0

significa que nao foi realizada a modelagem comparativa, uma vez que ja se
encontra resolvida e depositada;
“*” significa que foi utilizado apenas o médulo ligante a quitina (o cédigo se refere a

uma quitinase quimérica).



Fig.suplementar 1. Parte inicial do alinhamento mdltiplo (gerado com auxilio do Jalview) entre

regides maduras hevein-like da Hevea brasiliensis e outras espécies vegetais depositadas no NCBI.

As barras pretas com letras sao o nivel de conservacao e a sequéncia consenso das 693 sequéncias.

As sequéncias de aminoéacidos foram alinhadas pela ferramenta MUSCLE. A figura completa foi
disponibilizada em arquivo separado.
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Fig. Suplementar 2. Arvore UPGMA dos 373 precursores de peptideos hevein-like. Trés principais
clusters A, B e C est8o marcados pelas cores vermelha, verde e azul, respectivamente. Os ramos
com diferentes tonalidades representam os subclusters que as HbHevs (essas com fonte laranja)

formam com proteinas mais similares de outras espécies em Viridiplantae. Os valores de bootstrap
estdo indicados em nimeros decimais na base dos grupamentos. A figura com alta resolucao foi

disponibilizada em arquivo separado.
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Fig.suplementar 3. Diagrama de Ramachandran das HbHevs, onde estéo indicadas as suas

respectivas porcentagens de residuos localizados em regides mais favoraveis a tor¢cédo (RMFR,

residues in most favoured regions).
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Fig. Suplementar 4. Graficos de configuracéo de estrutura secundaria das HbHevs ao longo de 100

ns de dindmica molecular. Estédo representados episddios de formagéao de folhas 8 (vermelho), a-
hélices (azul, roxo e cinza), voltas (amarelo), dobras (verde) e sem estrutura definida (branco).
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Resumo

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) tém sido considerados uma importante
ferramenta no controle de infec¢des. No entanto, compostos como peptideos hevein-
like podem ser classificados como toxicos e alergénicos. O desenho racional de
peptideos derivados dessa classe de AMPs pode ser uma forma de desenvolver
substancias ndo nocivas com potencial acdo antimicrobiana. O presente trabalho
desenhou racionalmente peptideos bioinspirados em peptideos hevein-like de Hevea
brasiliensis (HbHev_PBs). Através de ferramentas computacionais, foram utilizados
peptideos hevein-like de H. brasiliensis como templates para o desenho racional,
modificando a sequéncia em tamanho e mutacdes pontuais de forma que as
estruturas primarias fossem preditas como anfifilicas, catidbnicas e antimicrobianas,
além de reduzir probabilidades de toxicidade, alergenicidade e atividade hemolitica.
Os modelos tridimensionais preditos de algumas HbHev_PBs exibiram conformacgdes
B-hairpin compactas e semi-rigidas na dinamica molecular. Entre os peptideos
selecionados para sintese, o HbHev_PB8 foi capaz de inibir o crescimento de
Acinetobacter baumannii, tendo como concentragdo minima inibitéria de 1024 pg.mL-
L. Para pesquisas futuras, os peptideos sintéticos serdo testados contra fungos e
outras bactérias, além de verificar a toxicidade in vitro e in vivo para avaliar uma futura

aplicacdo como antibioticos.
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Palavras-chave: Peptideos hevein-like. Modelagem ab initio. Simulagdo em dinamica

molecular. Desenho de peptideos.

Introducao

As plantas, por muito tempo, tém sido exploradas e cultivadas pelo ser humano
para diversos setores, como alimenticio, energético, fitoterapico e farmacolégico.
Esses ultimos devem-se ao potencial medicinal de seus compostos, que incluem
metabdlitos secundarios e polipeptideos. Entre as propriedades pode se destacar a
atividade antimicrobiana, importante para mitigar a atual problemética do crescente
namero de casos de doencas causadas por agentes infecciosos, reportado pelo
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas e a Organizacdo Mundial de Saude
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (U.S.), 2019; WHO,
2016). Os casos de patégenos resistentes aos antibidticos convencionais tém
estimulado pesquisas para desenvolvimento de novas moléculas bioativas, como
pequenos peptideos antimicrobianos (AMPS) capazes de atuar na membrana celular
desses microrganismos (ALMEIDA et al., 2021).

Os AMPs podem ser organizados em classes de acordo com padrées de
cisteina, hidrofobicidade e motivos conservados na estrutura primaria, secundaria e
terciaria (SANTOS-SILVA et al., 2020). A medida que AMPs naturais s&o descobertos,
suas sequéncias podem ser utilizadas como templates para desenho de novos
peptideos bioinspirados a partir de regides conservadas responsaveis pela sua
atividade antimicrobiana (HUAN et al., 2020). Muitos peptideos na sua forma nativa
podem ser toxicos e alergénicos, como a heveina e outros peptideos hevein-like,
sendo necessario realizar modificacbes pontuais para mitigar esses efeitos
(KARISOLA et al., 2005). No desenvolvimento de peptideos bioinspirados devem ser
considerados a carga liquida, hidrofobicidade, anfifilicidade e toxicidade, assim como
a tendéncia de formacao de estruturas secundarias e sua estabilidade (HUAN et al.,
2020).

Peptideos hevein-like possuem como molécula protétipo a “heveina”
identificada no latex Hevea brasiliensis (SANTOS-SILVA et al., 2020). S&o ricos em
Gly e séo classificados de acordo com a quantidade de cisteinas, podendo ser 6C, 8C
ou 10C (SANTOS-SILVA et al.,, 2020; SLAVOKHOTOVA et al., 2017; TAM et al.,
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2015). Apresentam motivo conservado responsavel pela ligagdo a quitina, formado
por Xi-Xi+2-Xi+a-Xi+11, sendo X o residuo de serina, Xi+2 € Xi+4 S0 residuos aromaticos,
e Xi+11 como residuo de tirosina (ou, menos comum, outro residuo aromatico) (PORTO
et al., 2012). Em estudo anterior de nosso grupo (Roldan-Filho et al., in prep.) foram
identificados onze peptideos hevein-like codificados no genoma de H. brasiliensis
(HbHevs), com predicdo de carga liquida anibnica ou catibnica, porcentagem
hidrofébica média de 30% e potencial antimicrobiano.

Em raz&o da toxicidade de certos peptideos hevein-like e a necessidade por
novos agentes antimicrobianos, o presente trabalho buscou desenhar racionalmente
peptideos bioinspirados nos HbHevs (HbHev_PBs), avaliar in silico sua estrutura
primaria e tridimensional, assim como testar a atividade antimicrobiana in vitro contra

patbgenos humanos.

Metodologia

Desenho racional e sintese de peptideos

As sequéncias de HbHevs foram utilizadas como templates para o desenho
racional de peptideos de até 20 aminoacidos. Os peptideos foram modificados de
forma que exibissem carga liquida catiénica, porcentagem hidrofébica entre 30-60%
(RONCEVIC; PUIZINA; TOSSI, 2019), predigdo antimicrobiana in silico (CAMPR3,
ClassAMP, MLAMP e Antifp) e baixa probabilidade de toxicidade (ToxinPred),
alergenicidade (AllerCatPro) e atividade hemolitica (Happenn) (GUPTA et al., 2013;
JOSEPH et al.,, 2012; LIN e XU, 2016; MAURER-STROH et al., 2019; TIMMONS,;
HEWAGE, 2020).

Os peptideos foram encomendados da NovoPro Bioscience Inc. (Shangai,
China). A pureza dos peptideos foi avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
de fase reversa e a massa molecular foi confirmada por espectrometria de massa em

electrospray. Os peptideos foram amidados na regido C-terminal.

Modelagem ab initio e simulagdo em dindmica molecular

Os modelos estruturais dos HbHev_PBs selecionados foram construidos pelo
programa ROSETTA (verséo 3.10), gerando mil modelos tedricos (KAUFMANN et al.,
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2010). Os melhores modelos foram avaliados pela qualidade estereoquimica e de
dobramento no Ramachandran plot (PROCHECK) e QMEANDIsCo, respectivamente
(LASKOWSKI et al., 1993; PORTO et al., 2012; SANTOS-SILVA et al., 2021; STUDER
et al., 2020).

A simulacdo dos melhores modelos foi realizada pelo pacote computacional
GROMACS 2019.4. Os modelos dos HbHevs foram centralizados em uma caixa
cubica com dimensdes 4 x 4 x 4 nm e solvatados em agua SPC (Simple Point Charge)
(BERENDSEN et al., 1981). Foram adicionados ions Na e Cl para uma concentracao
fisiologica de 0.15 M de NacCl, seguido de minimizacdo de energia em até 50.000
passos pelo algoritmo. A temperatura de 300 K foi mantida no conjunto NVT com
restricdo de atomos de soluto na posicao inicial. O método LINCS (HESS et al., 2008)
foi usado para restringir ligacdes envolvendo atomos de hidrogénio. A integracédo foi
realizada pelo algoritmo leap-frog usando uma etapa de tempo de integracéo 2-fs. O
tempo para cada simulacao foi programado para 100 ns usando campos de forca
GROMOS 53A6 (OOSTENBRINK et al., 2004) e condi¢gbes de contorno periddicas
nas diregdes x, y e z. Por fim, a dindmica molecular foi executada sob presséo e

temperatura constantes de 1 atm e 300 K, respectivamente.

Teste atividade antimicrobiana in vitro

A concentracdo minima inibitéria (CMI) dos HbHev_PBs foram determinados
por microdiluicdo em caldo, seguindo o protocolo de Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012) com modificacdes. As células bacterianas foram incubadas no
meio Muller-Hinton (MH) overnight por 37 °C e diluidas até um indice de turbidez 0.5
McFarland (equivalente a 1-5 x 108 CFU/mL). O ensaio de microdiluicdo em caldo foi
preparado em placas de 96 pocos de microtitulacdo, com indculo final de
aproximadamente 1-5 x 10° CFU/mL e os peptideos diluidos em série (1:1) a partir de
1 mg/mL. O CMI correspondeu a menor concentracdo de determinado peptideo em
inibir o crescimento bacteriano apos incubacédo a 37 °C por 18h. Os poc¢os que
contiveram apenas o indculo bacteriano corresponderam ao controle negativo (100%
de crescimento). Foram testadas as cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Acinetobacter baumannii (ATCC 13883), todas fornecidas pelo Laboratorio
de Microbiologia do instituto Aggeu Magalhées (Fiocruz-PE).
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Resultados

Desenho racional e sintese de peptideos

Foram desenhados 9 HbHev_PBs com predi¢cdes de carga liquida entre +1 a
+5, porcentagem hidrofébica calculada entre 30 a 50%, probabilidade hemolitica entre
0.2% a 15.3% e auséncia na toxicidade e alergenicidade preditas (Tabela 1). A maioria
dos preditores antimicrobianos indicaram maiores probabilidades (em relacdo as
sequéncias originais) e acfes antibacterianas, antifUngicas e antivirais, sendo essa
tltima destacada para o HbHev_PB9 por ser o unico presumido a ter efeito anti-HIV
(53%) (Tabela 2).

Tabela 1 — Peptideos desenhados e suas caracteriza¢des de carga liquida, porcentagem hidrofobica,

alergenicidade e probabilidade hemolitica. As ferramentas de predicéo utilizadas estéo entre

parénteses.
o Porcentagem o o Probabilidade
i Carga liquida ) o Toxicidade Alergenicidade "
Peptideo hidrofobicidade . hemolitica
(APD3) (ToxinPred) (AllerCatPro)

(APD3) (Happenn)
HbHev_PB1 +4 50% N&o téxico Sem evidéncia 0.106
HbHev_PB2 +5 35% Na&o toxico Sem evidéncia 0.080
HbHev_PB3 +5 30% N&o téxico Sem evidéncia 0.006
HbHev_PB4 +4 45% Na&o toxico Sem evidéncia 0.055
HbHev_PB5 +4 45% N&o téxico Sem evidéncia 0.153
HbHev_PB6 +4 35% Na&o toxico Sem evidéncia 0.016
HbHev_PB7 +5 35% N&o téxico Sem evidéncia 0.011
HbHev_PB8 +5 30% Na&o toxico Sem evidéncia 0.004

HbHev_PB9 +1 40% N&o téxico Sem evidéncia 0,002
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Tabela 2 — Peptideos desenhados e suas predi¢cdes antimicrobianas pelas ferramentas CAMPR3,
ClassAMP, MLAMP e Antifp.

CAMPR3 ClassAMP MLAMP Antifp
Peptideo (Predicéo e probabilidade) (Predicéo e (Antifangico?
SVM RF DA RF SVM probabilidade) + Score)
. . Antiviral e Antibacteriano x
HbHev_PB1 0.97 1 1 Antibacteriano (0.99) (0.98) (0.98). N&o
. . Antiviral e Antibacteriano :
HbHev_PB2  0.87 0.82 0.88 Antibacteriano (0.86) (0.94) (0.89). Sim (0.68)
e Antibacteriano
. . Antibacteriano (0.97); .
HbHev_PB3  0.88 0.76 0.75 Antibacteriano (0.86) (0.98) « Antifingico Sim (0.48)
(0.63).
e Antibacteriano
. . Antibacteriano (0.98); :
HbHev_PB4  0.94 0.97 1 Antibacteriano (0.94) (0.91) « Antifingico Sim (0.67)
(0.62).
e Antibacteriano
. . Antibacteriano (0.99); .
HbHev_PB5 0.9 0.97 0.99 Antibacteriano (0.93) (0.88) « Antifingico Sim (0.10)
(0.68).
e Antibacteriano
. . Antiviral (0.96); =
HbHev_PB6  0.95 0.9 0.93 Antibacteriano (0.91) (0.94) « Antiftingico Nao
(0.57).
e Antibacteriano
. . Antibacteriano (0.93); .
HbHev_PB7 0.91 0.92 0.98 Antibacteriano (0.82) (0.93) « Antiftingico Sim (0.26)
(0.6).
e Antibacteriano
. . Antiviral (0.95); .
HbHev_PB8 0.96 0.87 0.95 Antibacteriano (0.93) (0.96) « Antifingico Sim (0.01)
(0.59).
e Antibacteriano
(0.75);
e Antifingico
. . Antifingico (0.6); .
HbHev_PB9 0,43 0,65 0,94 Antibacteriano (0.71) (0.94) « Antiviral Sim (0.03)
(0.69);
e Anti-HIV
(0.53).

SVM = Support Vector Machines; RF = Random Forest; DA = Discriminant Analysis

Modelagem ab initio e simulagdo em dindmica molecular

Os modelos tridimensionais gerados exibiram conformacdo em [-hairpin
(HbHev_PB2 e HbHev_PBs6-9) e a-a-hairpin (HbHev_PB1 e HbHev_PBs3-5) (Fig.
1), com 92 a 100% dos seus residuos de aminoacidos em regifes favoraveis a tor¢ao
e pontuacao global QMEANDIsCo entre 0.38 + 0.12 a 0.69 £ 0.12. Entre o inicio e fim

da dinamica molecular, os HbHev _PB2 e HbHev PBs6-8 ndo apresentaram

diferencas acentuadas em suas estruturas, havendo conservacgao das fitas-g (Fig. 1

e Fig. Suplementar 1). Por outro lado, os HbHev_PB1 e HbHev_PBs3-5 perderam a
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conformacao helicoidal durante a simulacéo (Fig. Suplementar 1), sendo que apenas
0 primeiro manteve estabilidade apds 50 ns (Figs. 1 e 2A). O numero de pontes de
hidrogénio (HBs) permaneceu constante ap0s metade da simulacdo, enquanto as
andlises de raio de giro indicam que os modelos estruturais dos peptideos sao
compactos (Figs. 2B e C). No geral, os HbHev_PBs exibiram extremidades e al¢cas
com maiores flutuacbes e agitagcdo atdbmica, sendo HbHev_PB7 o mais rigido
enquanto HbHev_PB3 foi o mais flexivel (Figs. 3A e B). A maioria dos peptideos
apresentou uma predominancia catibnica em suas superficies, contrapondo o
HbHev_PB5 e HbHev_PB9 que apresentaram regides com maiores areas neutras e

anibnicas (Fig. 1).

Fig. 1 - Alinhamento entre modelos tridimensionais dos HbHev_PBs antes e apés simulacdo
molecular (cores verde e ciano, respectivamente), onde as distancias (RMSD) estéo indicadas em
nanémetros. Abaixo dos alinhamentos estéo as superficies eletrostéaticas (geradas pelo PyMOL) pés
dindmica, com as regifes catidnicas, anidnicas e neutras representadas pelas cores azul, vermelha e

branca, respectivamente

| HbHev_PB1 HbHev_PB2 HbHev_PB3 |
‘é\f f@ é? ¥
AMSD=556 "““, RMSD = 1.80 / ;Msn=7A72
@ (i

| HbHev_PB4 HbHev_PB5 HbHev_PB6 |

?Q@ﬁ‘”-ﬁ'

RMSD = 4.46 RMSD =6.03 RMSD = 2.96

@f*‘

| HbHev_PB7 HbHev_PB8 HbHev_PB9

) ;..:?3:

RMSD = 0.97 RMSD =2.22 RMSD =5.09

iy @

~




75

Fig. 2 — Gréficos do desvio quadratico médio (RMSD) (A), pontes de hidrogénio (HB) (B) e raio de

giro (Rg) (C) dos modelos dos nove HbHev_PBs ao longo de 100 ns de dinAmica molecular.
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Fig. 3 — Grafico da raiz quadrada da flutuacéo quadratica média (RMSF) (A) e b-factor médios (B)
dos modelos dos nove HbHev_PBs apés dinamica molecular de 100 ns. As cores dos b-factor médios
seguem um gradiente de cores, do mais quente (vermelho, regifes que apresentaram maior

movimentacdo durante a dindmica) ao mais frio (azul, regibes com menor agitacao).
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Teste atividade antimicrobiana in vitro

Os HbHev_PB2, HbHev_PB7, HbHev_PB8 eHbHev_PB9 foram selecionados
para 0s ensaios baseados nos célculos de carga e hidrofobicidade, além nas
predi¢cdes de estruturas em B-hairpin estaveis com algas flexiveis. Foi observado que
apenas o HbHev_PB8 apresentou atividade de inibicdo bacteriana, porém apenas

contra a cepa Gram-negativa A. baumannii com CMI de 1024 pug.mL* (Tabela 3).
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Tabela 3 — Concentracao minima inibitéria (CMI) dos peptideos sintetizados contra bactéria Gram-

negativa e Gram-positiva.

Bactérias testadas Concentragcdo minima inibitria (CMI)
HbHev_PB2 HbHev_PB7 HbHev_PB8 HbHev_PB9
Acinetobacter baumannii (ATCC 13883) - - 1024 pg.mL?

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) -

“ e

= nao foi observado atividade

Discussao

Peptideos hevein-like sdo moléculas pouco exploradas para a saude humana,
pelo fato de muitos serem classificados como alergénicos e toxicos (KARISOLA et al.,
2005). O desenvolvimento de peptideos derivados dessa classe de AMPs aparenta
ser uma alternativa para enfrentar tal problemética, porém os estudos encontrados
avaliaram apenas acao contra fitopatogenos (ODINTSOVA et al., 2020). Através de
ferramentas computacionais, o presente estudo conseguiu desenhar racionalmente e
sintetizar novos peptideos modificados a partir de hevein-like de Hevea brasiliensis
com o objetivo de desenvolver novas moléculas terapéuticas.

As modificacdes escolhidas na estrutura primaria foram baseadas nos seus
alvos, os envoltérios de bactérias e fungos. Segundo Almeida et al. (2021), um dos
determinantes na potencialidade antimicrobiana € a presenca dos residuos de lisina e
arginina que podem interagir com os grupos fosfato da superficie fosfolipidica por
interacdo eletrostatica e pontes de hidrogénio (ALMEIDA et al., 2021). A cationicidade
limite de +5 foi baseada no estudo de Roncevi¢ e colaboradores (2019), onde
informam que cargas maiores podem diminuir a atividade antimicrobiana e provocar
maiores chances de hemdlise para o hospedeiro. A faixa hidrofébica de 30 a 50% nos
HbHev_PBs é considerada 6tima segundo esses trabalhos, uma vez que estruturas
anfifilicas conseguem permeabilizar membranas dos patégenos, além de facilitar a
solubilidade em agua/tampdes no uso clinico (ALMEIDA et al., 2021; RONCEVIC,
PUIZINA e TOSSI, 2019).

Os modelos tridimensionais B-hairpin de HbHev_PB2 e HbHev_PBs6-8
exibiram menores amplitudes de RMSD e raio de giro (Figs. 2A e C), indicando
conservacao estrutural compacta, possivelmente pelas interacdes hidrofobicas e HBs
(TORRES et al., 2019). Tanto suas regides terminais como as que formam alcas foram
preditas como apresentando maior flexibilidade e carga catiénica (Fig. 3B), o que
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poderia contribuir para atracdo eletroestéatica e desestruturacdo das membranas dos
patogenos (LIU, FANG e WU, 2013; YEAMAN e YOUNT, 2003). Além disso, a
anfifilicidade combinada a cationicidade em estruturas fita B pode ampliar a
potencialidade antimicrobiana seguindo o mecanismo de “carpete”, onde os peptideos
cobrem a superficie da membrana do patégeno, seguido de desordenacéo e ruptura
(HUAN et al., 2020; JIN et al., 2005).

Dos nove peptideos desenhados, foram selecionados os HbHev_PB2 e
HbHev_PBs7-9 a fim de avaliar os efeitos das modificagdes pontuais. Apesar da
similaridade nas predicGes de atividade biologica, apenas o HbHev_PB8 se mostrou
ativo. Nota-se que uma maior flutuabilidade na alca do peptideo sintético, comparado
aos demais, poderia estar relacionado com a inibicdo do crescimento de A. baumannii.
Randall et al. (2022) desenvolveram o peptideo sintético symbah-1 com estrutura -
hairpin capaz de inibir bactérias Gram-negativas, incluindo a A. baumannii. Seu estudo
sugeriu a disrupcdo da membra externa e interna como mecanismo de ac¢éo, que
estaria associado a flexibilidade, anfifilicidade e hidrofobicidade. Apesar da auséncia
de atividade do HbHev_PB8 contra S. aureus e dos demais peptideos sintetizados
contra as cepas testadas, mais estudos serdo desenvolvidos contra fungos e outras

bactérias para avaliar o potencial desses peptideos.

Conclusao

O presente trabalho conseguiu desenhar racionalmente peptideos derivados
das sequéncias de hevein-like de Hevea brasiliensis. Através de ferramentas
computacionais, as HbHev_PBs aparentam ser promissoras pelas suas predicdes de
carga superficial catidnica, anfifilicidade, potencial antimicrobiano e baixa
toxicidade/alergenicidade, bem como alguns poderiam exibir estruturas compactas,
estaveis e com regides flexiveis. Entre os peptideos selecionados, o HbHev_PB8 foi
ativo contra A. baumannii. O levantamento de atividade antimicrobiana in vitro sera
ampliada para outras espécies de patégenos para definir os principais microrganismos
alvos, além da avaliagdo de toxicidade in vitro e in vivo que serdo importantes na

determinacdo de seguranca no uso dos peptideos sintéticos como futuros farmacos.
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Material suplementar

Fig. Suplementar 1. Graficos de configuracdo de estrutura secundaria dos HbHev_PBs ao longo de
100 ns de dindmica molecular. Estéo representados episédios de formacao de folhas B (vermelho), a-
hélices (azul, roxo e cinza), voltas (amarelo), dobras (verde) e sem estrutura definida (branco).
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CONCLUSOES

A mineragao in silico (via BLASTp e HMMER3) mostrou-se promissora, sendo
identificados onze peptideos da classe hevein-like em Hevea brasiliensis (HbHevs);
As posicdes dos HbHevs na arvore fenética UPGMA indicaram que suas funcfes
podem estar ligadas a resposta contra lesées e agentes patogénicos, sendo
necesséria validacdo de sua expressao;

Os HbHevs apresentaram similaridade com peptideos hevein-like de espécies da
familia Euphorbiaceae (Manihot esculenta, Ricinus communis e Jatropha curcas),
Trochodendraceae (Tetracentron sinense) e Salicaceae (Populus spp);

Os HbHevs foram preditos como catiénicos ou aniénicos, porcentagem hidrofébica
média de 32.6% e hidrossoluveis. A informacédo das sequéncias e caracteristicas
levantadas poderdo nortear estudos in vitro no que tange as suas caracteristicas
fisico-quimicas, bem como para guiar suas extracdes e purificacoes;

As simulagBes moleculares apontaram rigidez na cadeia principal do nucleo ligante,
enquanto que regibes de alcas e extremidades exibiram maior grau de
flutuabilidade e liberdade de movimentacéo atdbmica;

A superficie eletrostatica anibnica do sitio de ligacdo dos HbHev2, HbHev6 e
HbHev7 poderia aumentar a sua atragdo para a parede de quitina catidnica dos
fungos patogénicos;

A alca cationica N-terminal de acentuada flexibilidade e liberdade atdbmica dos
HbHevs1-5 e HbHev7 pode ser um traco funcional, uma vez que também foi
observado em muitas sequéncias de peptideos hevein-like alinhadas de
Viridiplantae. Apesar da funcdo ser desconhecida, presume-se que esteja
relacionada a interacdo com a membrana celular aniénica de patdégenos;

O modelo estrutural do HbHevll se mostrou distinto ao padrédo dos demais
peptideos hevein-like por ausentar a ponte C?-C®. Essa caracteristica pode estar
associada a mutacdo Cysl7-> Serl7;

A HbHev1l também apresentou a mutacdo Tyr23-> Cys23, podendo resultar em
uma reducao na afinidade com GIcNAc. Até onde se sabe, 0 presente estudo € 0
primeiro a encontrar um peptideo com mutacdes que poderiam impactar a

estabilidade estrutural e afinidade quimica;
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e Foram desenhados e selecionados nove peptideos bioinspirados nas HbHevs
(HbHev_PBs), os quais apresentaram alta predicdo antimicrobiana e baixo
potencial téxico, alergénico e hemolitico (com base em predicdes usando
ferramentas computacionais);

e Os HbHev_PB2 e HbHev_PBs6-9 exibiram conformagéao estrutural S-hairpin que se
provaram estaveis na simulacdo molecular.

e Os HbHev_PB2 e HbHev_PBs7-9 foram selecionados e sintetizados para avaliar a
atividade antimicrobiana contra uma cepa Gram-negativa e uma Gram-positiva.
Apenas o HbHev_PB8 foi ativo contra Acinetobacter baumannii, com concentragcéo

minima inibitéria de 1024 pg.mL.
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