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RESUMO

A quitina (homopolimero linear contendo residuos de [-1,4-N-acetil-D-
glicosamina (GlcNac) é um importante componente estrutural da parede celular de
fungos e exoesqueletos de muitos invertebrados pragas, tais como insetos e
nematéides. Em sistemas digestorios de insetos forma uma matriz denominada de
membrana peritréfica. Um dos mais estudados modelos de interagdo proteina-
carboidrato € o modelo que envolve as proteinas ligantes a quitina. Dentre os motivos ja
caracterizados envolvidos nesta interacao se destacam o motivo heveina (HD), obtida
de Hevea brasiliensis (Seringueira), o motivo R&R consenso (R&R), encontrado em
proteinas cuticulares de insetos, € o0 motivo denominado neste estudo como motivo
conglicinina (CD), encontrado na estrutura cristalografica da B-conglicinina complexada
com GilcNac. Estes trés motivos de ligacdao a quitina foram usados para determinar
qual(is) deles poderia(m) estar envolvido(s) in silico na interacdo das vicilinas de
Glycine max, Canavalia ensiformis e Vigna unguiculata com quitina, como também
associar estes resultados com o WDs, destas vicilinas para larvas de Callosobruchus
maculatus. A técnica de modelagem comparativa foi utilizada para construcdo do
modelo 3D da vicilina de V. unguiculata, que nao foi encontrada nos bancos de dados.
Através do programa ClustalW obteve-se a localizacdo destes dominios na estrutura
primaria das vicilinas. Os dominios R&R e CD foram encontrados com maior homologia
nas sequéncias primarias das vicilinas e foram alvos de estudos de interacdo. Através
do programa GRAMM foram obtidos modelos de interacdo (“dockings”) das vicilinas
com GlcNac. Os resultados mostraram que, através de andlises in silico, o motivo HD
nao faz parte da estrutura das vicilinas, comprovando o resultado obtido com o
alinhamento das sequéncias primarias; o motivo R&R, apesar de nao ter semelhanca
estrutural nas vicilinas, provavelmente tem uma participacdo na atividade de interacédo
destas com GlcNac; enquanto que o motivo CD participa diretamente na interacdo das
vicilinas com GlcNac. Estes resultados in silico mostram que o numero de aminoacidos,
os tipos e a quantidade de ligacdes feitas pelo motivo CD com GlcNac parecem estar
diretamente associados ao poder deletério que essas vicilinas possuem para larvas de

C. maculatus. 1sso pode dar um passo inicial na elucidacdo de como as vicilinas



interagem com quitina in vivo e exercem seu poder téxico para insetos que possuem

membrana peritréfica.

Palavras chaves: modelagem comparativa; “docking”; vicilina; quitina.



ABSTRACT

Chitin is an important structural component of the cellular wall of fungi and
exoskeleton of many invertebrate plagues, such as insects and nematodes. In
digestory systems of insects it forms a called matrix of peritrophic membrane.
One of the most studied interaction models protein-carbohydrate is the model that
involves chitin-binding proteins. Among the involved characterized motifs already
in this interaction if they detach the hevein motif (HD), gotten of Hevea
brasiliensis (Rubber tree), the R&R consensus motif (R&R), found in cuticular
proteins of insects, and the motif called in this study as conglicinin motif (CD),
found in the cristallography structure of the B-conglicinin bounded with GlcNac.
These three chitin-binding motifs had been used to determine which of them
could be involved in silico in the interaction of Glycine max, Canavalia ensiformis
and Vigna unguiculata vicilins with chitin, as well as associate these results with
the WDs, of these vicilins for Callosobruchus maculatus larvae. The technique of
comparative modeling was used for construction of the model 3D of the vicilin of
V. unguiculata, that was not found in the data bases. Through the ClustalW
program it was gotten localization of these domains in the vicilins primary
structure. The domains R&R and CD had been found with bigger homology in the
vicilins primary sequences and had been white of interaction studies. Through
program GRAMM models of interaction (“dockings”) of the vicilins with GlcNac
had been gotten. The results had shown that, through analysis in silico, HD is not
part of the vicilins structures, proving the result gotten with the alignment of the
primary sequences; the R&R motif, although not to have structural similarity in the
vicilins, probably it has a patrticipation in the activity of interaction of these with
GlcNac; whereas the CD motif participates directly in the interaction of the vicilins
with GlcNac. These results in silico show that the amino acid number, the types
and the amount of binding made for the CD motif with GlcNac seem to be directly

associates to the deleterious power that these vicilins possess for C. maculatus



larvae. This can give an initial step in the briefing of as the vicilins interact with
alive chitin in and exert its toxic power for insects that possess peritrophic

membrane.

Key words: comparative modeling; docking; vicilin; chitin.
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1.  CONSIDERACOES GERAIS
1.1. Modelagem de proteinas e analises in silico “docking”

O procedimento baseado em comparacoes para a construgdo de modelos
estruturais é conhecido como modelagem molecular por homologia estrutural ou
modelagem comparativa (Deane & Blundell, 2003). Nos casos em que a
elucidacao de certa estrutura protéica nao foi determinada por métodos
experimentais como: ressonancia magnética nuclear, difracdo de raios-X, etc.,
modelos virtuais desta estrutura podem ser elaborados por comparacdo da
similaridade de sua seqUéncia aminoacidica com seqUéncias aminoacidicas de
proteinas homoélogas que tenham estruturas resolvidas por tais métodos, e que
tenham sido depositadas em um banco de dados de bioinformatica (Silva & Silva,
2007).

Com o avancgo de novas tecnologias para obtencao de resultados cada vez
mais rapidos e confiaveis no que diz respeito a obtencdo de estruturas de
proteinas, seja para fins terapéuticos e/ou econémicos como, por exemplo, a
descoberta de novos farmacos e de proteinas que tornam certos cultivares mais
resistentes a pragas, etc., a modelagem molecular por homologia tém tido um
grande avanco no que diz respeito a descoberta de tais estruturas.

A execucéo da estratégia de modelagem por homologia € um processo bem
documentado na literatura. Essa estratégia baseia-se no conhecimento de que a
conformacéo estrutural de uma proteina € mais conservada que sua seqiéncia de
aminoacidos durante o processo evolutivo, e que pequenas mudancas na
seqUéncia, em geral, resultam em, apenas, sutis modificacdes na estrutura
tridimensional (Nayeem et al., 2006). Se pelo menos uma seqiéncia homdloga
para qual a estrutura tridimensional resolvida esteja disponivel é encontrada, um
dos métodos de escolha para predicdo da estrutura tridimensional de uma
proteina-alvo seria a modelagem comparativa ou por homologia (Hoéltje et al.,
2003).
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Os modelos de estruturas protéicas gerados por homologia podem ser
aplicados para a identificacdo de sitios ativos de uma proteina-alvo, em que
estudos de mutagdes pontuais sdo aliados a ensaios in vitro e in vivo, bem como
simulagdes computacionais envolvendo as estruturas-alvo. Essa estratégia
permite a identificacdo de residuos de aminoacidos que sao funcionalmente ou
estruturalmente importantes na proteina-alvo. Tipicamente, os aminoacidos
modificados por mutagdes sado selecionados com relacdo ao alinhamento entre
seqléncias, em que sao evidenciados os residuos de aminoacidos mais
conservados entre as sequéncias de proteinas homologas (Hillisch et al., 2004).

Existem inUmeros exemplos do emprego de modelos de proteinas-alvo na
descoberta de sitios de ligacdo com um substrato, principalmente com respeito a
poténcia e a seletividade. Para se alcancar bons resultados em tais aplicacoes,
um protocolo computacional pode envolver além da elaboracdo de modelos por
homologia, simulagdes de “docking” e dinamica molecular, bem como célculos de
perturbacao de energia livre (Park & Lee, 2004).

Ainda no campo da modelagem molecular, o “docking” € um método que
prediz a melhor orientagdo de uma molécula a uma segunda quando ligadas entre
si de forma a ter um complexo estavel (Lengauer & Rarey, 1996). As Unicas
aproximacbes computacionais que utilizam modelos de interacdo fisica entre
proteinas sdo o “docking” (Vajda et al., 1997; Sternberg et al., 1998) e simulacdes
de ligacdo (McCammon, 1998). O “docking”, ao contrario das simulacées de
ligacdo, ndo esta relacionado com a modelagem das rotas de uma ligagcdo, mas
particularmente na configuracdo final do(s) complexo(s). Isso faz do “docking”
eficiente computacionalmente e potencialmente adequado para analises
estruturais de alto rendimento do tipo “primeira aproximacao” (Tovchigrechko et
al., 2002).
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1.2. Uso do “docking” nas interacoes proteina-proteina e proteina-
carboidrato

Interagbes proteina-proteina estdo envolvidas na maioria dos processos
biolégicos (Gosdidier & Fernandez-Recio, 2008). Como proteinas sdo moléculas
3D, a importancia da analise 3D direta das interacdes proteina-proteina é obvia.
Tal analise é necessaria para a predicdo destas interagdes, seu estudo adequado,
e para aplicacoes adicionais (ex: desenhos de farmacos baseados em estruturas)
(Tovchigrechko et al., 2002). O numero de interagdes potenciais proteina-proteina
e a natureza das estruturas protéicas a serem “dockadas” atendem a fortes
requisitos na execucdo das técnicas de “docking”. Devido a existéncia de um
grande numero de proteinas susceptiveis ao “docking”, este processo tem que ser
rapido. Ao mesmo tempo, por causa da individualidade na estrutura de cada
proteina, este processo também tem que ser capaz de predizer complexos
aceitaveis destes modelos de interagdo levando em consideragdo parametros
previamente determinados (Jones & Kleywegt, 1999; Murzin, 1999).

Interagdes proteina-carboidrato estdo envolvidas em uma ampla escala de
processos bioldgicos possuem papéis funcionais e suas interacées com proteinas
tém chamado mais atencdo que no passado, desde que foi reconhecido que 0s
carboidratos, além de serem materiais simples de armazenamento (Shionyu-
Mitsuyama et al., 2003), sdo usados para carregar informacgdes. Esses processos
incluem, dentre outros, infecgdo por invasdao de microorganismos e subsequente
resposta imune, trafego e infiltragcdo de leucdcitos, e metastase tumoral (Sharon &
Lis, 1989; Karlsson, 1998).

A identificacdo acurada de sitios de ligacao a carboidratos in silico tem tido
um papel importante na producdo de farmacos-alvo. Diferentes aspectos no
reconhecimento de carboidratos por proteinas tém sido exaustivamente estudados
(Rini, 1995; Neumann et al., 2002). Entretanto, o uso da bioinforméatica como meta
de previsdes sao relativamente raras (Shionyu-Mitsuyama et al., 2003; Taroni et
al., 2000). Comparado com a abundancia de métodos desenvolvidos para

predicao de interacdes proteina-acido nucléico (Ahmad et al., 2004; Yan et al.,
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2006) ou proteina-proteina (Fariselli et al., 2002; Hoskins et al., 2006), ainda sao

poucos 0os métodos pra predicdo de interacdes proteina-carboidrato.

1.3. Quitina

Quitina é o aminopolissacarideo natural mais encontrado na natureza,
sendo sintetizada por fungos, nematdides e artrépodes. Alguns a consideram
como um derivado da celulose por causa da grande similaridade entre os
polimeros que as compdem, exceto que a celulose contém grupos hidroxil e a
quitina contém um grupo N-acetil na posicdo C2 dos monbémeros. Os dois
polimeros podem servir como suporte a componentes estruturais celulares e
superficie corpérea (Merzendorfer, 2005).

Quitina & um polimero linear composto por N-acetil-glucosaminas (GlcNac)
B-(1-4)-ligadas que estdo espontaneamente reunidas em microfibrilas de
didmetros e comprimento variados apds a sintese do polimero e transporte para o
espaco extracelular. Cadeias simples de microfibrilas sdo ligadas por pontes de
hidrogénio entre os grupos amino e carbonil. Analises por difragdo de raios-X
mostram que a quitina é polimérfica, ocorrendo em trés formas cristalinas: a-, p- e
y- (Rudall & Kenchington, 1973; Kramer & Koga, 1986; Imai et al., 2003). As trés
variagées podem diferir em seu grau de hidratagdo, no tamanho da unidade e no
numero de cadeias quitinosas por unidade. Na forma a-, todas as cadeias exibem
orientacdo antiparalela (Fig. 1); na forma - as cadeias estdo arranjadas de
maneira paralela (Fig. 2); na forma y-, duas folhas paralelas alternam com uma
folha antiparalela (Vermeulen & Wessels, 1986).
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microfibrilas microfibrilas

() b

Fig. 1 — Estrutura da quitina na forma a-. (a) Proje¢do no plano ac; (b) Proje¢éo no plano bc; (c)
Projecdo no plano ab. Observa-se uma orientacdo antiparalela exibida pelas cadeias de
microfibrilas e uma maior formacao de ligagoes tipo pontes-de-hidrogénio intercadeia.
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microfibrilas microfibrilas

(a)

Fig. 2 — Estrutura da quitina na forma 3-. (a) Proje¢do no plano ac; (b) Proje¢éo no plano bc; (c)
Projecao no plano ab. Observa-se uma orientagéo paralela exibida pelas cadeias de microfibrilas e

uma menor formagéo de ligagdes tipo pontes-de-hidrogénio intercadeia.

O arranjo antiparalelo das cadeias quitinosas na forma a- promovem um
firme empacotamento entre as microfibrilas quitinosas, que consiste em dez ou
mais polimeros simples estabilizados por um alto nimero de pontes de hidrogénio
(Kramer & Koga, 1986; Lehane, 1997). O alinhamento antiparalelo pode contribuir
significativamente para a forgca mecéanica e estabilidade da cuticula de artropodes
que contém predominantemente quitina a- (Giraud-Guille & Bouligand, 1986). Em
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contraste, em cadeias B- € y- ha um reducado do grau de empacotamento e o
namero de pontes-de-hidrogénio intercadeia é reduzido, mas o nimero de pontes-
de-hidrogénio formado com moléculas de agua aumenta. Consequentemente, o
alto grau de hidratacdo e a reducao do grau de empacotamentos firmes resultam
numa estrutura quitinosa macia e flexivel, tal como a das matrizes peritroficas e
casulos (Rudall & Kenchington, 1973; Peters, 1992).

Em insetos, a sintese de quitina é crucial para o crescimento e
desenvolvimento, desde que é a quitina que da forma aos exoesqueletos de
muitos animais ocorrendo regularmente a retirada e recolocando uma nova
cuticula quitinosa (Merzendorfer & Zimoch, 2003). Quitina também €& encontrada
nas estruturas internas de insetos, ocorrendo em cuticulas traqueais, e também
constituindo parte das matrizes peritréficas e da superficie interna de intestinos de
muitos insetos e outros invertebrados, protegendo o epitélio intestinal contra
rupturas mecanicas, espécies radicais de oxigénio e invasdo de microorganismos
(Peters, 1992; Lehane, 1997; Barbehenn & Stannard, 2004). A formacédo de
quitina em insetos vem atraindo interesse, nao somente pela fundamental
importancia na fisiologia destes, mas também pela sua relevancia como recurso
renovavel na industria quimico-farmacéutica (Pittermann et al, 1997).
Adicionalmente, enzimas sintetizadoras de quitina e estruturas quitinosas dos
insetos podem ser alvos potenciais para descoberta de novos inseticidas.

As proteinas que podem interagir com quitina formando complexos bem
definidos na auséncia de disjuntores de pontes-de-hidrogénio sugerem que a
hidrofobicidade € um importante fator na estabilizacdo dessa interacao; em geral,
proteinas de insetos mais altamente evoluidos tendem a ser menos hidrofobicas
(Hillerton & Vincent, 1983). Segundo Vincent & Wegst (2004), muitas das
proteinas cuticulares, especialmente em cuticulas macias, mais hidratadas, podem
ser extraidas com solventes como tampdes simples; a quantidade extraida
aumenta significativamente a baixas temperaturas, comportamento caracteristico
de proteinas hidrofébicas. Em algumas cuticulas, de 70% acima do total de
proteinas pode ser extraido dessa forma.
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Diversas proteinas envolvidas nos mecanismos de defesa de plantas sédo
agrupadas na familia de proteinas que podem interagir com quitina e sao
denominadas de proteinas ligantes a quitina, entre elas se destacam as

quitinases, lectinas especifica a N-acetil-glucosamina e vicilinas.

1.4. Mecanismos de defesa em plantas

As plantas sdo susceptiveis ao ataque de diferentes organismos, como
fungos, bactérias, virus, nematdides, insetos, entre outros e até mesmo ao ataque
de outras plantas. Como forma de defesa, as plantas apresentam diferentes
estratégias quando atacadas ou quando submetidas a condi¢des bibticas e/ou
abioticas adversas, ou até mesmo a stresse momentaneo.

A resisténcia de uma planta é a capacidade que esta tem de se prevenir,
restringir ou retardar a invasao de um patdégeno ou praga em seus tecidos. De um
modo geral as defesas em plantas superiores podem ser classificadas em fisicas
(aculeos, tricomas, espinhos, etc.) e quimicas (alcaléides, terpendides,
glicosideos cianogénicos, lectinas, inibidores, etc.) (Xavier-filho, 1993).

Existem duas categorias de mecanismos quimicos de defesa das plantas
superiores contra agentes bi6ticos ou abibticos, elas podem ser: induzidas, ou
constitutivas. As defesas induzidas ocorrem quando a planta sintetiza metabdlitos
em resposta a injurias ou estimulos ambientais causados quando atacadas por
patdbgenos e/ou pragas. As defesas constitutivas ocorrem quando a planta
expressa resisténcia contra o herbivoro ou patégeno de forma continua e nao
dependente da presencga ou acao do mesmo (Thaler et al., 1999).

Existem diversas proteinas relacionadas com o processo de defesa de
plantas que podem ser sintetizadas durante a patogénese e herbivoria, incluindo
proteinas da parede celular, enzimas envolvidas no metabolismo de flavonodides e
fenilpropandides, proteinas toxicas, inibidores de enzimas, proteinas com
atividade antimicrobiana, enzimas liticas e um grupo heterogéneo de proteinas
conhecidas coletivamente como PRP (Proteinas Relacionadas a Patogénese)
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(San Segundo et al., 1994). Este grupo esta representado pelas glucanases e
quitinases, que juntas estdo relacionadas com a atividade antifungica, além de
lectinas que se ligam a quitina de insetos pragas e fungos (Svendsen et al., 1991;
Gomes et al., 1997).

1.5. Proteinas vegetais ligantes a quitina

Quitina é um importante componente estrutural da parede celular de fungos
e exoesqueletos de muitos invertebrados considerados pragas, tais como insetos
e nematdides. Em sistemas digestérios de insetos forma também uma matriz
denominada de membrana peritrofica que € uma barreira contra choques e
abrasdes de particulas de alimentos e ancoragem de enzimas digestivas (Terra et
al., 1990).

As atividades biol6gicas de defesa das proteinas com afinidade a quitina se
agrupam em dois tipos: (1) atividade antifungica e (2) téxica e/ou antinutricional
para insetos. Algumas lectinas que se ligam a quitina possuem atividade
antifungica, tais como as lectinas purificadas de batata e de tomate (Schlumbaum
et al., 1986), lectinas purificadas de urtiga, heveina de latex de seringueira (Hevea
brasiliensis) e os Ac-AMPs (peptideos antimicrobianos de Amaranthus sp.) que
exibem propriedades antifuUngicas diferentes das quitinases, sendo que o0s
mecanismos de inibigdo do crescimento de fungos ndo estdo totalmente
esclarecidos (Broekaert et al., 1989; Van Parijs et al., 1991).

Estudos recentes demonstram que proteinas que se ligam a quitina, tais
como vicilinas, quando incorporadas a dietas artificiais para larvas de insetos,
inibem o crescimento larval e sdo letais para estes insetos pragas (Macedo et al.,
1993; Sales et al., 1996; Sales et al., 2001; Macedo et al., 2004). A mais estudada
entres estas proteinas ligante a quitina € a WGA (aglutinina de gérmen de trigo)
que, quando adicionada a dieta, na quantidade de 10mg/g, foi detrimental as
larvas de Callosobruchus maculatus (Czapala & Lang, 1990; Murdock et al., 1990).

WGA também produziu 50% de mortalidade em pragas do milho, Ostrinia nubialis
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(Czapala & Lang, 1990) e Diabrotica undecimpunctata. Resultados semelhantes
tém sido obtidos com lectinas de arroz e lectinas de urtiga (Huesing et al., 1991).

Até o inicio da década de 90 nao se tinha conhecimento do modo de acao
destas proteinas, especulava-se que o efeito deletério ocorria pela interacao
destas proteinas com a quitina presente nas membranas peritréficas do intestino
médio das larvas, pois a ligacdo destas proteinas a estes componentes poderia
alterar as propriedades fisicas ou prevenir a formacdo da membrana (Raikhel et
al., 1993).

As proteinas que se ligam a quitina, quitinases, proteinas tipo heveina,
lectinas  B-1,4-N-acetil-D-glicosamina  especificas, até agora estudadas
estruturalmente apresentam um dominio de 30-43 aminoacidos com varias
cisteinas e glicinas em posicdes conservadas. Este dominio presente na proteina
ligante a quitina ancestral, a heveina, foi apresentado como o responsavel pela
especificidade da ligacdo a matriz de quitina e também a varios glicoconjugados
contendo N-acetil-glicosamina (GlcNac) ou acido N-acetil-D-neuraminico (NeuNac)
na estrutura (Raikhel et al., 1993). Algumas vicilinas do tipo 7S, entretanto, apesar

de possuirem a caracteristica de ligacao a quitina, ndo apresentam esse dominio.

1.6. Vicilinas

As proteinas da semente sao divididas em quatro grandes grupos de
acordo com sua solubilidade (Osborne & Campbell, 1985): albuminas, globulinas,
prolaminas e gluteinas que sao respectivamente sollveis em agua, solucdes
salinas, alcoois e solugdes acidas ou basicas. As principais proteinas de reserva
das dicotiledéneas as globulinas, em sementes maduras as proteinas de reserva
sdo encontradas no interior de pequenas organelas denominadas corpos
protéicos. As globulinas sdo divididas em duas classes: leguminas e vicilinas
(Khan et al., 1980).

As vicilinas, que sao as mais abundantes em graos de leguminosas, sao

geralmente caracterizadas pelo coeficiente de sedimentacdo 7S a 9S, de
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organizacao trimérica, de massa molecular entre 150 kDa e 200 kDa, compostas
por trés subunidades com massas moleculares em média de 50 kDa cada
(Deshpande & Damodaran, 1991), possuem um nivel muito baixo de aminoacidos
sulfurados como cisteina, que devido a auséncia de seus residuos nao ha
formacao de pontes dissufeto (Derbyshire et al, 1976; Khan et al., 1980), e
metionina, e em muitos casos podem conter agucares neutros como manose e
glucosamina, Além disso, elas mostram uma heterogeneidade em massa
molecular das sub-unidades que permite uma divisdo em quatro tipos: A, B, Ce D
(Schlesier, 1984). Essas proteinas sdo, na sua maioria, alteradas por protedlises
durante o processamento pés-traducional e por isto apresentam um grande
namero de pequenos polipeptidios associados as subunidades majoritarias
(Higgins, 1984). Esta caracteristica pode também ser resultado da adicédo
incompleta ou da degradacao parcial da ligacao dos oligossacarideos nas cadeias
laterais dos peptideos (Chee et al., 1991; Macedo et al., 1995).

1.7. Papéis das vicilinas em plantas

1.7.1. Proteinas de reserva

As proteinas de reserva podem ser definidas como proteinas que sao
acumuladas em quantidades significativas durante o processo de maturacéao das
sementes e que durante a germinacdo sao rapidamente hidrolisadas fornecendo
nitrogénio na forma de aminoacidos precursores de proteinas estruturais,
metabdlicas e de outros constituintes celulares utilizados nos primeiros estagios
de desenvolvimento das plantulas (Higgins, 1984). Apesar da grande variacao
estrutural, as proteinas de reserva de vegetais superiores apresentam um grande
nuamero de propriedades comuns, entre elas a sintese em niveis elevados em
tecidos especificos em certos estagios de desenvolvimento e a presenga em

sementes maduras em vacuolos especiais denominados de corpos protéicos.
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1.7.2. Indicagao como proteinas de defesa

Diversos trabalhos realizados anteriormente indicam que as vicilinas nao
sao somente fonte de aminoacidos percussores para sementes em germinacao,
mas também atuam como linha de defesa nas sementes quiescentes. Sales e col.
(1996) mostraram que vicilinas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata) e de outras
sementes de leguminosas se ligavam fortemente a quitina, quitosana e quitina
altamente acetilada e exercem uma forte acdo deletéria sobre as larvas dos
bruquideos (C. maculatus) predadores de sementes de feijao. Posteriormente, o
mecanismo de acdo destas proteinas foi observado por imunocitoquimica e foi
visto que estas se ligavam a quitina presente nos intestinos médios dessas larvas
(Sales et al, 2001). Em seguida foi observado que as vicilinas quando
adicionadas as dietas de larvas de lepidopteros, Diatraea sacharalis (Mota et al.,
2003) e Plodia interpunctela (Amorim et al., 2008); e a dieta do diptera Ceratitis
capitata (Macedo et al., 2008), foram fortemente letais a estes insetos pragas.
Também foi observado por imunocitoquimica que as vicilinas se ligavam a quitina

presente na membrana peritrofica destes insetos.

1.8. Motivos de ligacao a quitina: interacao proteina-carboidrato

Um dos mais estudados modelos de interagdo proteina-carboidrato é o
modelo que envolve as proteinas ligantes a quitina. Entre os motivos ja
caracterizados envolvidos nesta interacido destacam-se o motivo heveina e o
motivo R&R consenso.

O motivo heveina é um motivo estrutural de 30-43 aminoacidos e tem,
comumente, como caracteristica de sua estrutura uma serina e trés residuos de
aminoacidos aromaticos em adicdo de oito ou seis cisteinas formando pontes
dissufeto em posi¢cdes conservadas (Michiro et al., 2000). Proteinas que possuem

este dominio tém a capacidade de ligacao a matrizes quitinosas.
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Rebers & Riddiford (1988) identificaram um motivo (R&R consensus
sequence) em sete proteinas cuticulares de insetos composto por

aproximadamente 68 aminoacidos (Fig. 3) que lhes confere a capacidade de

ligacdo a matriz quitinosa: G-x(8)-G-x(6)-Y-x-A-x-E-x-G-Y-x(7)-P-x(2)-P ou a
modificacao G-x(7)-[DEN]-G-x(6)-[FY]-x-A-[DGN]-x(2,3)-G-[FY]-x-[AP]-x(6) (Willis,
1999).

Fig. 3 — Modelo estrutural do dominio de ligacdo a quitina presente em proteinas cuticulares.
Observa-se uma estrutura em forma de meio-barril  com a superficie do “vale” contendo residuos

aromaticos caracteristico de interagbes proteina-quitina em cuticulas (Hamodrakas et al., 2002).
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Recentemente, Maruyama e col. (2001) cocristalizaram a vicilina de soja
denominada de B-conglicinina com N-acetil-glucosamina (mondémero de quitina)

(Fig. 4). Os resultados mostraram um motivo de ligagdo ao monossacarideo que

foi composto pelos seguintes aminoacidos: Asn157, lle158, Thr161, Gly260,
Leu262, Asn283, Asn329, Thr331 e Ala393.

Fig. 4 — Estrutura da B-conglicinina descrita por Maruyama e col. (2001). Observa-se em verde os
monossacarideos de GlcNac ligados as regides com estruturas em B-folha em cada um dos trés

mondmeros da vicilina.
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Este trés motivos de ligagdo a quitina descritos anteriormente foram usados
neste estudo para determinar in silico qual(is) deles poderia(m) estar envolvido(s)
na interacao das vicilinas com a quitina (N-acetil-glucosamina). Estes resultados
poderiam esclarecer e fortalecer o conhecimento sobre o papel de defesa destas
proteinas em plantas contra insetos pragas e indicar porque algumas vicilinas séo
mais deletérias do que outras quando adicionadas a dietas das larvas destes

insetos.
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OBJETIVOS

Geral

Determinar in silico que motivos de ligagcdo a quitina (Heveina, R&R ou
Conglicinina) estariam envolvidos na interagao de vicilinas de Glycine max
(GmV), Canavalia ensiformis (CeV) e Vigna unguiculata (VuV) com quitina
(N-acetil-glucosamina) e estabelecer os modelos de interagdo destas a
quitina através de “docking”.

Especificos

Propor um modelo estrutural, através de técnicas de modelagem por

homologia, para a vicilina de V. unguiculata.

Analisar in silico a sequéncia primaria dessas proteinas, procurando o
provavel sitio de interacao destas com quitina baseando-se nos motivos de

ligacdo a quitina: heveina (HD), R&R consenso (R&R) e conglicinina (CD).

Propor, in silico, modelos de interacao entre vicilinas de C. ensiformis e V.

unguiculata e quitina.

Associar a forga de interacao (nUmero de aminoacidos, nimero e tipos de
ligagbes) observada in silico com o efeito de vicilinas isoladas das
leguminosas G. max, C. ensiformis e V. unguiculata, in vivo sobre o

desenvolvimento de larvas de Callosobruchus maculatus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Construcao e validacao do modelo estrutural do monémero da vicilina
de V. unguiculata

Como etapa inicial do processo de modelagem comparativa, foram
identificadas sequéncias aminoacidicas de todas as proteinas relacionadas a
seqUéncia alvo, selecionando, em seguida, qual seria usada como sequéncia
molde. A seqgliéncia aminoacidica correspondente a uma vicilina que tenha sua
estrutura resolvida por métodos experimentais como RMN, raio-X, etc. com alto
percentual de identidade foi selecionada para a criagdo do modelo tridimensional
da vicilina de V. unguiculata.

O programa BlastP (Altschul et al., 1997), que busca por regides contendo
similaridade local entre duas sequéncias, foi utilizado na busca por estas
sequéncias molde. Este programa tem por objetivo comparar as seqiéncias de
proteinas contra bancos de dados de bioinformatica.

Apoés a definicado da sequéncia molde, foi realizado o alinhamento multiplo
entre as seqUéncias aminoacidicas da vicilina de V. unguiculata depositada no
banco de dados de bioinformatica NCBI (National Center for Biotechnology
Information) com Gl 160332746, e da vicilina com estrutura resolvida na etapa
anterior, utilizando o programa ClustalW (Thompson et al, 1994), com as
configuragcdes padroes.

O método de modelagem pela satisfacdo de restricbes espaciais foi
utilizado para a construcdo do modelo 3D da vicilina de V. unguiculata. Este
método calcula as restricbes espaciais da estrutura molde e, usando o
alinhamento mudltiplo, as aplica a seqiéncia alvo. O modelo é derivado da
minimizacao das violagdes das restricoes espaciais, € construido pela imposicao
dessas restricoes de angulos e distdncias na sequéncia alvo, derivadas do
alinhamento com o molde.

O programa SWISS-MODEL (Guex & Peitsch, 1997; Schwed et al., 2003;
Kopp & Schwede 2004; Arnold et al., 2006), foi utilizado na construgdo do modelo
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tridimensional da proteina alvo, este programa automatico on-line utiliza a
sequéncia no formato PDB adquirida do alinhamento com o molde pelo programa
SPdbV (Guex et al., 1999), para a construcdo do modelo levando em conta os
parametros estereoquimicos anteriormente citados e otimiza a estrutura através
da minimizagao de energia (minimizagao mecanica).

A etapa final do processo de modelagem comparativa consiste em avaliar
os diferentes niveis de organizacao estrutural. Nessa etapa analisam-se o0s varios
niveis de empacotamento global da proteina, os possiveis erros estruturais em
regides localizadas e os parametros estequiométricos.

O programa utilizado na avaliagdo dos parametros estereoquimicos foi o
PROCHECK (Laskowski et al., 1993), o qual avalia os comprimentos de ligacao,
os angulos planos, a planaridade dos anéis de cadeias laterais e das ligacdes
peptidicas, a quiralidade, as conformacdes das cadeias laterais, os angulos
torcionais da cadeia principal e das cadeias laterais, o impedimento estérico entre
pares de atomos nao ligados e a qualidade do Mapa de Ramachandran
(Ramachandran & Sasisekharan, 1968).

O programa 3DSS (Sumathi et al, 2005), foi usado para o calculo do RMSD
e a sobreposicdo estrutural do modelo obtido por modelagem comparativa e a
estrutura resolvida por difracao de raios-X utilizada como molde.

3.2. Alinhamento entre as seqiiéncias aminoacidicas das vicilinas de C.
ensiformis e V. unguiculata com os dominios HD, R&R e CD

Através do programa ClustalW (Thompson et al, 1994), sequéncias
aminoacidicas das vicilinas de C. ensiformis e V. unguiculata foram alinhadas
separadamente com as sequéncias dos dominios CD, HD e R&R a fim de localizar

em suas sequéncias primarias onde estes dominios poderiam estar.
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3.3. Localizacao dos dominios HD, R&R e CD nos modelos estruturais das
vicilinas de C. ensiformis e V. unguiculata

O modelo estrutural da vicilina de C. ensiformis foi obtido através do banco
de dados PDB com o ID 1CAV, o modelo estrutural da vicilina de V. unguiculata foi
obtido através da técnica de modelagem estrutural por homologia de sequéncias
conforme descrita anteriormente.

Através do programa PyMol, os dominios de ligacdo a quitina HD, R&R e
CD foram localizados nas estruturas das vicilinas de C. ensiformis e V. unguiculata
baseados nos alinhamentos feitos com as sequéncias primarias descritos

anteriormente.

3.4. Construcao dos modelos de interacao entre vicilinas de C. ensiformis
e V. unguiculata com GlcNac

Para construcao dos modelos de interacdo entre as vicilinas e GlcNac foi
utiizado o programa GRAMM (Global Range Molecular Matching) versdo 1.03
(Vakser & Aflalo, 1994; Vakser, 1995,1996,1997; Vakser et al., 1999). Os dockings
foram realizados com os parametros de alta resolucéo, utilizacdo da superficie e
das cargas das proteinas e hidrofobicidade. Foram construidas 100 solugdes para
cada modelo de interacdo, sendo cada uma destas analisadas buscando

resultados mais condizentes com a natureza da proteina.

3.5. Determinacao da interface de interacao entre GlcNac e os motivos de

ligacao a quitina

A interface do carboidrato e os motivos de ligacdo a quitina foram
visualizados com o programas PyMol e Ligand Explorer. O numero de
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aminoacidos envolvidos e os tipos de interacdes foram relacionados com o WDs
das vicilinas de G. Max, C. ensiformis e V. unguiculata para C. maculatus.
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4. RESULTADOS

4.1. Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de V.
unguiculata e a proteina molde

O programa BlastP (Altschul et al., 1997) foi utilizado na constru¢cdo do
modelo estrutural tridimensional. A sequéncia primaria dessa vicilina foi
comparada com as sequéncias aminoacidicas de vicilinas que possuiam
estruturas resolvidas experimentalmente e depositadas no banco de dados de
proteinas (PDB). Por apresentar 84,45% de identidade com a seqiéncia da vicilina
de V. unguiculata, a sequéncia aminoacidica da vicilina de G. Max foi escolhida
como molde. Essa vicilina possui a estrutura tridimensional resolvida por difracao
de raios-X, com resolucdo de 2.7 A, com ID 1IPJ de acesso ao PDB.

O alinhamento sequencial foi realizado no programa ClustalW (Thompson
et al., 1994) com a finalidade de construir um perfil sequencial da vicilina de V.
unguiculata. A vicilina apresentou 22,99% dos residuos similares a sequéncia

primaria da vicilina de G. max, sendo 60,46% desses residuos idénticos (Fig. 5).
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Fig. 5 - Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas de monOmeros das vicilinas de V.
unguiculata (VuV) e G. max (1IPJ). Residuos com identidade (em vermelho) totalizaram 60,46%;

similaridade forte (em verde) totalizaram 17,93%; similaridade fraca (em azul) totalizaram 5,06%.

4.2. Avaliacado do modelo estrutural do monémero da vicilina de V.
unguiculata

O modelo da vicilina de V. unguiculata foi construido por modelagem
comparativa utilizando o programa SWISS-MODEL (Guex & Peitsch, 1997;
Schwed et al., 2003; Kopp & Schwede 2004; Arnold et al., 2006), e sua estrutura
resultante foi validada pelo programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993), que
avalia diversos parametros estereoquimicos, tais como angulos torsionais da
cadeia principal Phi (®) e Psi (W), angulos torsionais das cadeias laterais, maus
contatos (ou impedimentos estéricos), energias das ligacbes de hidrogénio,
planaridade das ligacdes peptidicas, desvios em relacdo a geometria tetraédrica
dos carbonos-a, dentre outros.

A avaliagdo do modelo apresentado pelo mapa de Ramachandran
apresentou um modelo confidvel com grande parte dos residuos que compdem

um mondmero da vicilina em regides fisicamente aceitaveis do mapa (Fig. 6).
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Fig. 6 - Mapa de Ramachandran visto através do programa SPdbV mostra as regides fisicamente
permitidas para os aminoacidos do modelo estrutural da vicilina de V. unguiculata. As regides de
estrutura secundaria dentro do perimetro em amarelo sdo mais favoraveis na estrutura; as regides
de estrutura secundaria dentro do perimetro em azul sdo mais aceitaveis na estrutura.

A diferenca entre a estrutura cristalizada da vicilina de G. max e a estrutura
da vicilina de V. unguiculata resultante do processo de modelagem comparativa foi
calculados pela sobreposicdo de ambas as estruturas feita através do programa
3DSS (Sumathi et al, 2005) (Fig. 7). O valor de RMSD (raiz quadrada do desvio
médio) entre a estrutura resolvida por difracao de raios-X e o modelo da vicilina de
V. unguiculata foi calculado através do carbono alfa e a cadeia principal resultando
em 0.36A. Este resultado mede a acuracia do modelo (quando igual a zero indica
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um ajuste perfeito) e indicou uma pequena variabilidade entre o modelo da vicilina
de V. unguiculata e a estrutura experimental (viciina de G. max) que por
consequéncia refletiu a forte similaridade no padrao de dobramento entre esses

inibidores.

Fig. 7 — Sobreposicao das estruturas dos monémeros de VuV (em amarelo) e GmV (em verde).

Observa-se uma grande semelhancga entre as estruturas que formam a subunidade, mostrando o
quanto elas sao conservadas. Além disso, as regides em -folha que séo responsaveis pela unidao

e integridade das duas cadeias para formar um mondmero estao bem conservadas.
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4.3. Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de C.

ensiformis e do dominio heveina (HD)

O alinhamento realizado entre as seqiiéncias aminoacidicas de CeV e HD
mostrou que dos sete aminoacidos responsaveis pela interacado deste dominio
com GlcNac (Glui1, Ser19, GIn20, Trp21, Trp23, Glu29 e Tyr30), apenas um em
CeV (Tyr91) estd em posicao conservada e com forte similaridade (Fig. 8).

30 40 50 60 70

| | i 8 | |
CeV HGSLRLLORFNEDTEKLENLRDYRVLEYCSKPNTLLLPHHSDSDLLVLVL
gD EQCGROAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDEYCSPDHNCQSNCKD——

Fig. 8 - Alinhamento entre as seqiiéncias aminoacidicas da vicilina de C. ensiformis (CeV) e do
dominio heveina (HD). O alinhamento mostra uma identidade de 48%, sendo que apenas um dos
sete residuos que fazem parte da interagdo de HD com quitina estd em posigdo conservada nas
sequéncias. Os residuos indicados pela seta vermelha estdo em posi¢cdes conservadas em ambas

as sequéncias (residuos com similaridade forte em verde).
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4.4. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas da vicilina de V.
unguiculata e do dominio heveina (HD)

O alinhamento realizado entre as sequéncias aminoacidicas de VuV e HD
mostrou que dos sete aminoacidos responsaveis pela interacado deste dominio
com GlcNac (Glu1, Ser19, GIn20, Trp21, Trp23, Glu29 e Tyr30), seis em VuV
(Ser28, Asp46, Argd7, Trp48, GIn56 e Tyr57) estdo em posigbes conservadas e
com alteragdes (Fig. 9).

30 40 50 60 70
3 | | 888 | 48 | |
VuVv VHRGHQESQEESEPRGONNPFYFDSDRWEHTLEFRNQYGHLRVLQRFDQORS
gD EQCGRQAGGKLCPNNLCCSQWGWCGSTDEYCSPDHNCQSNCKD

.-k .-k

Fig. 9 - Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de V. unguiculata (VuV) e do
dominio heveina (HD). O alinhamento mostra uma identidade de 47%, sendo que seis residuos
dos sete que fazem parte da interacdo de HD com quitina estdo em posi¢cdes conservadas nas
sequéncias. Os residuos indicados pelas setas vermelhas sdo conservados em ambas as
sequéncias (residuos com identidade em vermelho; similaridade forte em verde; similaridade fraca

em azul).

4.5. Localizacao do dominio HD nos modelos estruturais das vicilinas de
C. ensiformis e V. unguiculata

Com base nos alinhamentos feitos entre o dominio HD e as seqliéncias
aminoacidicas de CeV e VuV, obteve-se a localizacdo deste dominio nos modelos
estruturais destas vicilinas. Em CeV, apesar do residuo estar localizado numa
estrutura secundaria em B-folha semelhante a encontrada na estrutura da heveina,
a regido onde ele esta localizado é responsavel pela interacdo entre as duas
cadeias que formam o mondmero da vicilina, 0 que o impede de ter uma possivel

interacdo com quitina. Em VuV, apesar de seis residuos estarem em posicdes
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conservadas, eles estdo localizados num estrutura em alga, o que difere do
modelo da heveina em que o dominio de ligacdo a quitina esta localizado numa
estrutura em B-folha. Além disso, a presenca deste dominio em locais diferentes
nos modelos estruturais afere que este nao faz parte da regidao que é responsavel
pela interacdo dessas vicilinas com quitina (Figs. 10 e 11).

Fig. 10 — Modelo estrutural do monémero de CeV. O residuo em vermelho que corresponde a

Tyr91 em CeV esta em posicao conservada com o residuo Trp23 em HD e esta localizado numa

regido de estrutura em B-folha.
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Fig. 11 — Modelo estrutural do monémero de VuV. Os residuos em vermelho que correspondem a
Ser28, Asp46, Argd7, Trpd8, GIn56 e Tyr57 em VuV estdo em posigdes conservadas com 0s
residuos Glu1, Ser19, GIn20, Trp21, Glu29 e Tyr30 em HD e estdo localizados numa regido de

estrutura em alga.
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4.6. Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de C.
ensiformis e do dominio R&R consenso (R&R)

O alinhamento realizado entre as sequéncias aminoacidicas de CeV e R&R
mostrou que dos nove aminoacidos que fazem parte deste dominio, sete estdo em
posigbes conservadas em CeV com algumas alteragcdes. Sao eles: Asn311,
Ala312(Gly), Phe319, Ala321, Gly322, Asn326(Gly) e Val327(Phe) (Fig. 12).

310 320 330 340

188 4188 48 | \

CeV SDLNMVGIGVNAENNERNFLAGHKENVIRQIPRQVSDLTE
R&R ——GXXXXXXXNGXXXXXXEFXAGXXXGEXAXXXXXX—————

* * * K

Fig. 12 - Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de C. ensiformis (CeV) e do
dominio R&R consenso (R&R). X indica que pode ser qualquer residuo na seqiiéncia. Os residuos
indicados pelas setas verdes estdo em posigdes conservadas em ambas as sequéncias (residuos

com identidade em vermelho; similaridade fraca em azul).

4.7. Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de V.

unguiculata e do dominio R&R consenso (R&R)

O alinhamento realizado entre as sequéncias aminoacidicas de VuV e R&R
mostrou que dos nove aminoacidos que fazem parte deste dominio, oito estdo em
posicdes conservadas em VuV com algumas alteracbes. Sao eles: Asn374,
Ala375(Gly), Phe382, Ala384, Gly385, Asn389(Gly), Val390(Phe) e Ser392(Ala)
(Fig. 13).
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370 380 390 400

I 88 /g g0 80d
vuv TATSNLNFIAFGINAENNQRNFLAGEEDNVMSEIPTEVLD
R&R - GXXXXXXXNGXXXXXXFXAGXXXGFXAXXXXXX~—

* * ok x

Fig. 13 - Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de V. unguiculata (VuV) e do
dominio R&R consenso (R&R). X indica que pode ser qualquer residuo na seqiiéncia. Os residuos
indicados pelas setas verdes sdo conservados em ambas as sequéncias (residuos com identidade

em vermelho; similaridade forte em verde; similaridade fraca em azul).

4.8. Localizacao do dominio R&R nos modelos estruturais das vicilinas de
C. ensiformis e V. unguiculata

Com base nos alinhamentos feitos entre o dominio R&R e as seqliéncias
aminoacidicas de CeV e VuV, obteve-se a localizacdo deste dominio nos modelos
estruturais destas vicilinas. Em CeV os residuos estao localizados numa estrutura
secundaria em alca, o que difere do modelo estrutural em forma de meio-barril B
do dominio R&R. Em VuV, apesar dos residuos estarem em posicoes
conservadas, eles estdo localizados num estrutura em a-hélice, o que também
difere modelo estrutural em forma de meio-barril B do dominio R&R. Apesar da
diferenca estrutural, a presenca deste dominio em locais proximos nos modelos
estruturais afere que este pode fazer parte da regido que é responsavel pela
interacdo dessas vicilinas com quitina (Figs. 14 e 15).
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Fig. 14 — Modelo estrutural do monémero de CeV. Os residuos em verde que correspondem a
Asn311, Ala312, Phe319, Ala321, Gly322, Asn326 e Val327 em CeV estdo em posicdes
conservadas com os residuos Asn09, Gly10, Phe17, Ala19, Gly20, Gly24 e Phe25 em R&R e estao
localizados numa regido de estrutura em alga.
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Fig. 15 — Modelo estrutural do monémero de VuV. Os residuos em verde que correspondem a
Asn374, Ala375, Phe382, Ala384, Gly385, Asn389, Val390 e Ser392 em VuV estdo em posicoes
conservadas com os residuos Asn09, Gly10, Phe17, Ala19, Gly20, Gly24, Phe25 e Ala 27 em R&R

e estdo localizados numa regido de estrutura em a-hélice..
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4.9. Alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da vicilina de C.

ensiformis e do dominio conglicinina (CD)

O alinhamento realizado entre as seqiiéncias aminoacidicas de CeV e CD
mostrou que os nove aminoacidos responsaveis pela interacdo deste dominio com
GlcNac estdo em posicoes conservadas em CeV, com algumas alteragdes. Sao
eles: Asn157 — Asn150, 1le158 — Phe151, Thr161 — Ala154, Gly260 — Gly232,
Leu262 — Leu234, Asn283 — Glu255, Asn329 — Lys298, Thr331 — Ala300 e Ala393
— Gly362, respectivamente (Fig. 16).

160 170 180 190 200

a8 8 | | | |

CeV LSAFSKNFLEASYDSPYDEIEQTLLOQEE-————— QEGVIVKMP-———————

CD ),0:9:9.0: 0.\ ID:9.4D:9:9.9:9:0.0:9:9,0:9:9.0:9:9.0,9:9.0,0:9.0.0:9.:0.0:9.:9,0:9:0,0:9:9.0:0:9.0,0.¢
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210 220 230 240 250

| | | | |
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Fig. 16 - Alinhamento entre as seqiéncias aminoacidicas da vicilina de C. ensiformis (CeV) e do

dominio conglicinina (CD). X indica que pode ser qualquer residuo na seqiiéncia. Os residuos

indicados pelas setas azuis estdo em posicoes conservadas em ambas as seqiéncias (residuos

com identidade em vermelho; similaridade forte em verde; similaridade fraca em azul).

4.10. Alinhamento entre as seqiiéncias aminoacidicas da vicilina de V.

unguiculata e do dominio conglicinina (CD)

O alinhamento realizado entre as sequiéncias aminoacidicas de VuV e CD

mostrou um percentual de homologia alto (Fig x). Além disso, dos nove

aminoacidos responsaveis pela interacdo deste dominio com GlcNac, oito estao

em posicdes conservadas em VuV, com algumas alteracoes. Sao eles: Asn157 —
Asn186, lle158 — lle187, Thr161 — Ala190, Gly260 — Gly194, Leu262 — Leu196,
Asn283 — Asn317, Asn329 — Thr361 e Thr331 — Thr363, respectivamente (Fig.

17).

vuVv

CD

vVuVv
CD
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Fig. 17 - Alinhamento entre as seqUéncias aminoacidicas da vicilina de V. unguiculata (VuV) e do
dominio conglicinina (CD). X indica que pode ser qualquer residuo na seqiéncia. Os residuos
indicados pelas setas azuis estdo em posicoes conservadas em ambas as seqléncias (residuos

com identidade em vermelho; similaridade forte em verde; similaridade fraca em azul).

4.11. Localizacao do dominio CD nos modelos estruturais das vicilinas de
C. ensiformis e V. unguiculata

Com base nos alinhamentos feitos entre o dominio CD e as seqUéncias
aminoacidicas de CeV e VuV, obteve-se a localizacdo deste dominio nos modelos
estruturais destas vicilinas. A presenca deste dominio em locais muito préximos
nos modelos estruturais, a localizacdo e a grande semelhanca estrutural com o
dominio CD afere que este é o principal candidato a fazer parte da regiao que é

responsavel pela interagdo dessas vicilinas com quitina (Figs. 18 e 19).
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Fig. 18 — Modelo estrutural do monémero de CeV. Os residuos em azul que correspondem a
Asn150, Phe151, Ala154, Gly232, Leu234, Glu255, Lys298, Ala300 e Gly362 em CeV estdao em
posicdes conservadas com os residuos Asn157, lle158, Thr161, Gly260, Leu262, Asn283, Asn329,
Thr331 e Ala393 em CD e estao localizados em regides de estruturas bastante semelhantes.
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Fig. 19 — Modelo estrutural do mondémero de VuV. Os residuos em azul que correspondem a
Asn186, lle187, Ala190, Gly194, Leu196, Asn317, Thr361 e Thr363em VuV estdo em posicoes
conservadas com os residuos Asn157, lle158, Thr161, Gly260, Leu262, Asn283, Asn329 e Thr331

em CD e estao localizados em regides de estruturas bastante semelhantes.
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4.12. Modelo de interacao entre o mondémero de CeV e GicNac

Através do GRAMM (Global Range Molecular Matching) versao 1.03
(Vakser & Aflalo, 1994; Vakser, 1995, 1996, 1997; Vakser et al., 1999), foi
selecionado o modelo de interacdo de CeV com o carboidrato GlcNac que
apresentava uma quantidade maior de caracteristicas validas em comum com o
modelo de GmV. As figs. 20(a), 20(b), 21(a) e 21(b) mostram que o dominio CD

participa diretamente da interagdo da vicilina com o carboidrato, e que o dominio

R&R pode ter participacdo em tal interacao.
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Fig. 20 — (a) Modelo de interacdo do mondmero de GmV com GlcNac descrito por Muryama e col.
(2001). (b) Modelo de interacdo do mondmero de CeV com GlcNac. Observam-se em azul os
residuos que fazem parte do dominio CD e préximo a eles em bastbes verdes esta o carboidrato
GlcNac . Em verde os residuos que fazem parte do dominio R&R.
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Fig. 21 — (a) Modelo de interagdo do mon6mero de CeV com o carboidrato GlcNac (verde)
mostrada mais detalhadamente. (b) Observa-se uma grande semelhanga com o modelo de
interacao feito através de cristalografia de GmV com o mesmo carboidrato. Os residuos em azul

(destacados em forma de bastdes) fazem parte do dominio CD.

4.13. Modelo de interacao entre mondémero de VuV e GicNac

Através do GRAMM (Global Range Molecular Matching) versao 1.03
(Vakser & Aflalo, 1994; Vakser, 1995, 1996, 1997; Vakser et al., 1999), foi
selecionado o modelo de interacdo de VuV com o carboidrato GlcNac que
apresentava uma quantidade maior de caracteristicas validas em comum com o
modelo de GmV. As figs. 22(a), 22(b), 23(a) e 23(b) mostram que o dominio CD
participa diretamente da interacdo da vicilina com o carboidrato, e que o dominio
R&R pode ter participacdo em tal interacao.
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Fig. 22 — (a) Modelo de interacdo do mondémero de GmV com GlcNac descrito por Muryama e col.
(2001). (b) Modelo de interagdo do mondémero de VuV com GicNac. Observam-se em azul os
residuos que fazem parte do dominio CD e préximo a eles em bastbes verdes esta o carboidrato
GlcNac . Em verde os residuos que fazem parte do dominio R&R.
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Fig. 23 — (a) Modelo de interagdo do monémero de VuV com o carboidrato GlcNac (verde)
mostrada mais detalhadamente. (b) Observa-se uma grande semelhanga com o modelo de
interacao feito através de cristalografia de GmV com o mesmo carboidrato. Os residuos em azul

(destacados em forma de bastdes) fazem parte do dominio CD

4.14. Determinacao da interface de interacao entre GlcNac e os motivos de

ligacao a quitina em relacao ao WD5o de GmV, CeV e VuV

A tabela 1 mostra os amino&cidos envolvidos na interacdo de GmV, CeV e
VuV com o carboidrato GlcNac e sua relagdo com o WDs destas vicilinas para C.
maculatus. Os resultados mostram que existe uma relacao entre a quantidade de
aminoacidos, numero e tipos de ligagcdes que estes podem exercer com o poder
deletério destas vicilinas para larvas de C. maculatus.
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Tabela 1 - Relacdo do WD5,de GmV, CeV e VuV com os tipos de ligacdo e tipos de aminoacidos

que compdem o motivo CD de ligagéo a quitina.

Tipos de GmV CeV VuVv
ligacoes (1,8010,20%)* (2,40+0,05%)* (6,30+0,75%)*
Hidrofilica ASN157 ASN150 ASN186
ASN283 ALA154 ALA190
ASN329 ALA300
ALA399 LYS298
Ponte-de- ASN157 ASN150 ASN186
; Ani THR161
hidrogénio AENERE
Hidrofobica C-C ASN157 ASN150 ASN186
ILE158 PHE151 ILE187
GLY260 ALA154 ALA190
LEU262 GLY232 GLY194
ASN329 LEU234 LEU196
THR331 ALA300
ALA399 GLY362
Hidrofébica ASN157 ASN150 ILE187
polar ILE158 PHE151 ASN186
THR161 ALA154 ALA190
LEU262 GLY232 GLY194
ASN283 LEU234 LEU196
ASN329 ALA300
THR331 GLY362
ALA399

* - Dose percentual de vicilina que,quando adicionada a dieta, reduz a massa das larvas em 50%.
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5. DISCUSSAO

Quitina € um importante componente estrutural da parede celular de fungos
e exoesqueletos de muitos invertebrados, tais como insetos e nematbides. A
familia de proteinas que se ligam a quitina € composta por um grande numero de
moléculas com atividades e origens diversas. Dentre as proteinas relacionadas a
defesa e com afinidade a quitina encontram-se as lectinas GlcNac-especificas
(WGA (aglutinina de gérmen de trigo), lectinas de urtiga e lectinas de solanaceas),
peptideos antimicrobiais de amaranto (Ac-AMP1 e Ac-AMP2); proteinas induzidas
por injurias e quitinases (Raikhel et al., 1993). Todas estes proteinas possuem
efeito antinutricional e téxico para insetos, pois quando incorporadas em dietas
artificiais inibiram o crescimento larval e a determinadas doses foram letais para
os insetos. Umas das mais testadas destas proteinas foi a WGA que, adicionada a
dieta na quantidade de 10 mg por grama, foi detrimental as larvas de C. maculatus
(Czapla & Lang, 1991; Murdock et al., 1990), além de produzir 50% de mortalidade
em pragas do milho, Ostrinia nubilalis e Diabrotica undecimpunctata (Czapla &
Lang, 1991). Até pouco tempo atras, o0 modo de acao destas proteinas nao era
bem esclarecido, especulava-se que o efeito deletério ocorria pela interacdo
destas proteinas com a quitina presente nas membranas peritréficas do intestino
médio das larvas. Esta membrana que é composta por quitina e proteinas (Terra
et al, 1990), é uma barreira contra choques e abrasdes de particulas de
alimentos. A ligacdo das proteinas a estes componentes poderia alterar as
propriedades fisicas ou prevenir a formacao da membrana (Raikhel et al., 1993).
As proteinas pertencentes a familia de proteinas ligantes a quitina até entado
estudadas apresentam, estruturalmente, um dominio de 30-43 aminoacidos com
varias cisteinas e glicinas em posicbes conservadas, denominado de motivo
heveina. Este motivo, presente na proteina de latex de seringueira (Hevea
brasiliensis), a heveina, foi apresentado como o responsavel pela especificidade
da ligacdo a matriz de quitina e a varios glicoconjugados contendo GlcNac ou
acido N-acetil-D-neuraminico (NeuNac) na estrutura (Raikhel et al., 1993).
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Recentemente, uma outra classe de proteinas ligantes a quitina foi
purificada de sementes de leguminosas. As proteinas de reserva do tipo vicilina de
feijao de corda (V. unguiculata) apresentaram a propriedade de ligacao a matriz de
quitina e por ensaios in vivo foram deletérias para as larvas de C. maculatus
(Macedo et al., 1993; Sales et al.,, 1996). Em seguida foi proposto que o efeito
deletério da proteina foi devido a interagcdo com a quitina presente em intestinos
médios de larvas de C. maculatus (Sales et al., 2001). Depois foi demonstrado por
Mota et al., em 2003, que as vicilinas de feijao de corda também foram deletérias
para larvas de Diatraea saccharalis, uma praga da cana de agucar. A propriedade
de se ligar a quitina parece ser uma propriedade geral das vicilinas, pois Yunes e
col. (1998), Moura e col. (2007, 2008) e Amorim e col. (2008), mostraram que
vicilinas de sementes de leguminosas selvagens e cultivadas, tais como G. max,
C. ensiformis, Vigna angularis, Enterolobium contortisiliquum e Erythrina velutina
foram detrimentais para larvas de C. maculatus, Zabrotes subfasciatus e Plodia
interpunctella, importantes pragas de graos armazenados.

As proteinas que se ligam a quitina até agora estudadas apresentam,
estruturalmente, um dominio de 30-43 aminoacidos (HD) com varias cisteinas e
glicinas em posigdes conservadas que ndo sdo encontradas nas vicilinas, as quais
sdo pobres em cisteinas (Shutov et al., 1995). Resultados deste trabalho
mostraram que vicilinas ligantes a quitina analisadas aqui ndo possuem o dominio
HD em suas seqliéncias aminoacidicas. Este fato descartou a possibilidade deste
dominio ser o responsavel pela ligacao a quitina, indicando que outro dominio de
ligacdo a quitina estaria envolvido na interacao.

Um outro motivo de ligacao a quitina foi analisado, este motivo denominado
de R&R consenso (R&R) é encontrado em proteinas cuticulares de insetos
(Rebers & Riddiford, 1988), as quais sdo responsaveis pela manutencao tanto de
cuticulas rigidas como de cuticulas flexiveis em alguns insetos (Andersen et al.,
1995). O motivo R&R é composto pela seqiéncia aminoacidica: G-x(8)-G-x(6)-Y-
x-A-x-E-x-G-Y-x(7)-P-x(2)-P ou a modificacdo G-x(7)-[DEN]-G-x(6)-[FY]-x-A-
[DGN]-x(2,3)-G-[FY]-x-[AP]-x(6) (Willis,1999) conferindo a estas proteinas a
capacidade de ligagdo a matriz quitinosa. O dominio R&R, por possuir uma
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possibilidade de modificacbes em sua sequéncia aminoacidica, poderia ser um
bom candidato a esclarecer como vicilinas ligantes a quitina poderiam interagir
com a matriz quitinosa (Rebers & Riddiford, 1988; Willis, 1999). Resultados
obtidos neste trabalho mostraram que, através de alinhamentos feitos com as
sequéncias primarias das vicilinas de C. ensiformis e V. unguiculata, o motivo R&R
pode ser localizado nas proteinas. Porém, quando foram construidos os modelos
estruturais das vicilinas, pode-se observar que a estrutura secundaria do motivo,
em forma de meio-barril B a qual seria a regido mais apropriada para o tipo de
interagdo proteina-sacarideo em proteinas cuticulares de insetos (Hamodrakas et
al., 2002), ndao se assemelhava as estruturas secundarias encontradas nas
vicilinas, onde o motivo R&R ficou localizado em estruturas secundarias em forma
de a-hélice e algcas. Também foi observado que as vicilinas mostraram um
comportamento de ligagdo ao GicNac onde principalmente residuos polares
neutros e apolares fizeram parte do dominio proposto no modelos de interacédo
gerados por “docking”. Diferente do analisado por Vyas (1991), Hamodrakas e col.
(1997), e Tews e col. (1997) onde residuos de aminoacidos aromaticos foram
essenciais em uma interacao hidrofébica proteina-sacarideo e os anéis aromaticos
destes residuos se posicionaram contra a face dos anéis sacaridicos da quitina.
Maruyama e col. (2001) cocristalizaram a vicilina de soja denominada de
conglicinina com GlcNac. Os resultados mostraram um motivo de ligacdo ao
monossacarideo que foi composto pelos seguintes aminoacidos: Asn157, lle158,
Thr161, Gly260, Leu262, Asn283, Asn329, Thr331 e Ala393. O dominio CD,
encontrado na estrutura cristalografica obtida por Muryama e col. (2001) e
proposto neste trabalho, foi encontrado com um alto grau de conservagao nas
sequéncias primarias das vicilinas de C. ensiformis e V. unguiculata, além disso,
quando localizado nos modelos estruturais, este motivo teve sua localizagdo bem
semelhante ao encontrado no modelo estrutural da vicilina de G. max. Isso pode
indicar que estas vicilinas, por possuirem um grau de conservacao em suas
estruturas (Argos et al., 1985; Wright et al., 1987, 1988; Gibbs et al., 1989),

possuem um dominio comum de ligagdo a matriz quitinosa. Esse dominio é um
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forte candidato no esclarecimento de como estas proteinas interagem com a
matriz quitinosa.

Por fim, quando foi analisado a possivel relagdo entre o poder deletério das
vicilinas expressadas pelos seus WDs, (Yunes et al.,, 1998), quantidade de
aminoacidos presentes e o0s tipos de ligagdes que eles podem exercer na
interacdo do dominio CD e GlcNac nas vicilinas de G. max, C. ensiformis e V.
unguiculata foi observado que eles estdo diretamente associados ao poder
deletério que estas possuem sobre larvas de C. maculatus. Isso pode indicar
como estas proteinas interagem com a matriz quitinosa de insetos que possuem
importancia econdmica e auxiliar no estudo do melhoramento de defesas de
plantas.

Através dos métodos in silico utilizados neste estudo, foi possivel dar o
passo inicial na descoberta de como proteinas de reserva exercem um papel de

defesa em sementes, e como este processo pode ocorrer in vivo.
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6. CONCLUSOES

O modelo estrutural da vicilina da semente de V. unguiculata, apresentou
sua estrutura tridimensional confiavel, apés as validagdes.

Os alinhamentos mostram que o dominio heveina (HD) ndo esta presente
na sequéncia primaria de GmV, CeV e VuV; e que os dominios R&R consenso
(R&R) e conglicinina (CD) estdo presentes nas sequéncias primarias de CeV e
VuV com algumas alteracées em suas sequéncias aminoacidicas.

Com base nos modelos de interacao feitos com as vicilinas de C. ensiformis
e V. unguiculata, o dominio R&R, apesar de nao ter semelhanca em nivel
estrutural, pode ter uma participacao indireta na atividade de ligagdo das proteinas
a quitina, alterando a qualidade da ligacao destas.

Os modelos de interagé@o entre as vicilinas de C. ensiformis e V. unguiculata
com GlcNac apresentaram o mesmo perfil de ligacdo presente no modelo
estrutural da vicilina de G. max, indicando que esse dominio participa diretamente
na interacao destas com o carboidrato GlcNac.

A participacdo do dominio de ligagdo a quitina CD nas vicilinas de C.
ensiformis e V. unguiculata, indica a presenca de um padrdo na ligacao destas
com quitina, o que pode ser um achado de como estas interagem na membrana
peritréfica de alguns insetos de importancia econdémica.

No dominio CD presente em GmV, CeV e VuV, a quantidade de
aminoacidos, numeros e tipos de ligacao que estes podem exercer com GlcNac
estao relacionados com o poder deletério (WDsp) que estas vicilinas possuem para
larvas de C. maculatus.
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