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Resumo

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é a leguminosa mais importante em todo 0 mundo, com producéo global
estimada em 26,8 milhGes de toneladas métricas em 2016, além de ser cultivado por suas vagens verdes, bem como
por suas sementes secas. As plantas, de uma maneira geral, respondem a estresses ambientais com uma série de
mecanismos de adaptacdo fisiolégica e molecular. As proteinas de choque térmico (HSPs) séo proteinas protetoras
contra uma ampla gama de condi¢Bes de estresse bidticos e abidticos e sdo proteinas altamente conservadas que
ocorrem em todos 0s organismos na natureza. Foi demonstrado pela primeira vez que as HSP70 eram induzidas por
altas temperaturas, mas nos ultimos anos elas foram consideradas como proteinas responsivas ao estresse geral, que
sdo induzidas por muitas condicfes de estresse abidtico. Outros estudos verificaram que as HSP70s sdo altamente
expressas sob condigdes de calor, frio e estresse por seca. Sendo assim, o aumento da tolerdncia devido a alta
expressdo de HSP70s foi demonstrado em algumas espécies de plantas. Diversas ferramentas computacionais tém sido
utilizadas para uma ampla andlise do genoma in silico tém sido utilizadas para identificacdo de novas proteinas e
genes. Embora as tecnologias dmicas tenham se tornado significativamente populares, sdo poucos os estudos sobre
identificacdo e caracterizagdo da HSP70 em Phaseolus vulgaris. Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar
uma caracterizacdo estrutural e identificacdo das HSP70 em Phaseolus vulgaris utilizando métodos computacionais de
genoma amplo, sendo elas: analise fenética, andlise de potencial alergénico e modelagem tridimensional das
sequéncias.

Palavras-chave: Caracterizagdo estrutural; Feijdo comum; Proteina de choque térmico.

Abstract

The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is the most important legume worldwide, with global production estimated
at 26.8 million metric tons in 2016, and is cultivated for its green pods as well as its dry seeds. Plants, in general,
respond to environmental stresses with a series of physiological and molecular adaptation mechanisms. Heat shock
proteins (HSPs) are protective proteins against a wide range of biotic and abiotic stress conditions and are highly
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conserved proteins that occur in all organisms in nature. HSP70 was first shown to be induced by high temperatures,
but in recent years they have been considered as general stress-responsive proteins, which are induced by many
abiotic stress conditions. Other studies have found that HSP70s are highly expressed under conditions of heat, cold
and drought stress. Therefore, increased tolerance due to high expression of HSP70s has been demonstrated in some
plant species. Several computational tools have been used for a broad analysis of the genome in silico and have been
used to identify new proteins and genes. Although omics technologies have become significantly popular, there are
few studies on the identification and characterization of HSP70 in Phaseolus vulgaris. Therefore, the objective of the
present study was to carry out a structural characterization and identification of HSP70 in Phaseolus vulgaris using
genome-wide computational methods, namely: phenetic analysis, allergenic potential analysis and three-dimensional
modeling of the sequences.

Keywords: Structural characterization; Common bean; Heat shock protein.

Resumen

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa mas importante a nivel mundial, con una produccion global
estimada en 26,8 millones de toneladas métricas en 2016, y se cultiva por sus vainas verdes y sus semillas secas. Las
plantas, en general, responden al estrés ambiental con una serie de mecanismos de adaptacion fisiologicos y
moleculares. Las proteinas de choque térmico (HSP) son proteinas protectoras contra una amplia gama de condiciones
de estrés bidtico y abidtico y son proteinas altamente conservadas que se encuentran en todos los organismos de la
naturaleza. Se demostré por primera vez que la HSP70 era inducida por altas temperaturas, pero en los Gltimos afios se
ha considerado como proteinas generales que responden al estrés, que son inducidas por muchas condiciones de estrées
abidtico. Otros estudios han encontrado que las HSP70 se expresan altamente en condiciones de calor, frio y estrés
por sequia. Por lo tanto, se ha demostrado en algunas especies de plantas una mayor tolerancia debido a la alta
expresion de HSP70. Se han utilizado varias herramientas computacionales para un analisis amplio del genoma in
silico y se han utilizado para identificar nuevas proteinas y genes. Aungue las tecnologias émicas se han vuelto
significativamente populares, existen pocos estudios sobre la identificacion y caracterizacion de HSP70 en Phaseolus
vulgaris. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue llevar a cabo una caracterizacion estructural e identificacion
de HSP70 en Phaseolus vulgaris utilizando métodos computacionales de todo el genoma, a saber: anélisis fenético,
andlisis de potencial alergénico y modelado tridimensional de las secuencias.

Palabras clave: Caracterizacion estructural; Frijol comun; Proteina de choque térmico.

1. Introducéo

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € indiscutivelmente a leguminosa de grdos comestiveis mais importante em
todo 0 mundo, com producéo global estimada em 26,8 milhdes de toneladas métricas em 2016 (Assefa et al., 2019). O feijao
comum é responsavel por uma alta proporcdo da ingestdo diéria de proteinas em muitos paises, particularmente na América
Latina, Africa e partes da Asia, além de ser uma leguminosa e hortalica economicamente significativa no Canada, EUA e
Europa, sendo o consumo particularmente alto nos paises africanos (Broughton et al. 2003; Buruchara et al. 2011). O feijao
comum é muito rico em nutrientes, com proteinas e carboidratos complexos, vitaminas (por exemplo, A, C, folato), fibra
alimentar e minerais biologicamente importantes, como Ca, Mg, K, Cu, Fe, Mg e Zn (Broughton et al., 2003; Blair, 2013),
além de ajudar a melhorar a satde do solo e do meio ambiente por meio da fixacdo simbidtica de nitrogénio (SNF). O feijdo
comum é cultivado no mundo todo por suas vagens verdes, bem como por suas sementes secas (Adikshita & Kansak 2017).

As plantas, de uma maneira geral, respondem a estresses ambientais com uma série de mecanismos de adaptacéo
fisiologica e molecular (Timperio et al., 2008). As proteinas de choque térmico (HSPs) sdo proteinas protetoras contra uma
ampla gama de condicdes de estresse bidticos e abidticos e sdo proteinas altamente conservadas que ocorrem em todos os
organismos na natureza (Ajuha et al., 2010). As HSPs foram identificadas pela primeira vez na Drosophila melanogaster e até
0 momento, varios membros tém sido caracterizados em muitas espécies de plantas (Cashikar et al., 2005; Sarkar et al., 2009).
Em estudos de Cashikar et al. (2005) e Wang et al. (2009), essas proteinas foram categorizadas em cinco classes de acordo
com sua massa molecular, sendo elas sHSP (pequena proteina de choque térmico), HSP60, HSP70, HSP90 e HSP100.

As proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70) sdo o grupo mais conservado de chaperonas moleculares de HSP,
que sdo compostas por dois dominios principais (dominios N-terminal ATPase de 45 kDa e 25 kDa de ligagdo ao peptideo) e
dois subdominios (15-kDa kDa B-sandwich subdominios a-helicoidais C-terminal) (Zhu et al., 1996; Masand & Yadav, 2016).
Uma fenda de ligacdo peptidica que é responsavel pela interagdo com o fragmento peptidico hidrofébico de proteinas
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desdobradas de forma controlada por ATP é encontrada no subdominio B-sandwich das proteinas HSP70 (Richter et al., 2010;
Masand & Yadav, 2016).

Foi demonstrado pela primeira vez que as HSP70 eram induzidas por altas temperaturas, mas nos Ultimos anos elas
foram consideradas como proteinas responsivas ao estresse geral, que sdo induzidas por muitas condi¢Ges de estresse abidtico
(Zhou et al., 2013). Membros da familia da HSP70 induzidos por estresse sdo necessarios para redobrar ou degradar proteinas
mal dobradas ou danificadas em espécies vegetais sob condicdes de estresse (Zhou et al., 2013; Frydman, 2001). Nos Gltimos
anos, muitos genes da HSP70 altamente conservados foram identificados e caracterizados em varias espécies de plantas e esses
genes foram classificados em subclasses de acordo com sua localizac¢do subcelular e homologia de sequéncia. Essas subclasses
sdo compostas por HSP70 citos6licas, HSP70s plastidiais, HSP70s mitocondriais, HSP70s do reticulo endoplasmatico e
subfamilia de HSP91 (Li & Srivastava, 2004; Zhou et al., 2013; Daugaard et al., 2007). Outros estudos verificaram que as
HSP70s sdo altamente expressas sob condi¢des de calor, frio e estresse por seca. Sendo assim, 0 aumento da tolerdncia devido
a alta expressdo de HSP70s foi demonstrado em algumas espécies de plantas (Daugaard et al., 2007; Alvim et al., 2001).

Nos Gltimos anos, diversas ferramentas computacionais para uma ampla analise do genoma in silico tém sido
utilizadas para identificacdo de novas proteinas e genes. Embora as tecnologias dmicas tenham se tornado significativamente
populares, sdo poucos os estudos sobre identificacdo e caracterizacdo da HSP70 em Phaseolus vulgaris. Portanto, o objetivo
deste estudo foi realizar uma caracterizagdo estrutural e identificagdo das HSP70s em Phaseolus vulgaris, conduzida a partir da
utilizacdo de métodos computacionais de genoma amplo, sendo eles: anélise fenética, analise de potencial alergénico e

modelagem tridimensional das sequéncias.

2. Metodologia
2.1 Identificacdo e Caracterizacdo de HSP70

O genoma do feijdo comum foi obtido por meio do GenBank, Banco de Dados situado no National Center for
Biotechnology Information — NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Tendo como codigo de acesso: 3885. Para a identificacao
e caracterizagdo de membros da familia das HSP70 foi utilizada a ferramenta tBLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), por
intermédio da ferramenta Bioedit (https://bioedit.software.informer.com). Para isso utilizou-se sequéncias “sonda” de HSP70
previamente caracterizadas em outras espécies contendo o dominio “Heat Shock Proteins” por alinhamentos junto ao banco de
dados do NCBI e UNIPROT, da espécie Phaseolus vulgaris.

As sequéncias candidatas foram traduzidas em sequéncias de proteinas por intermédio da ferramenta TransDecoder
(https://transdecoder.github.io/). A busca por dominios conservados foi realizada com o auxilio da ferramenta CD-search
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) e 0s
novos motivos de PvHSP70s foram obtidos por intermédio da ferramenta MEME 5.3.3 (http://meme-suite.org/tools/meme).

Das sequéncias proteicas com dominio conservado completo (Heat Shock Proteins), foram avaliadas: o ponto
isoelétrico e a massa molecular, via ferramenta Protparam (https://web.expasy.org/protparam/); a localizagdo subcelular, pela
ferramenta ProtComp 9.0 (http://linux1.softberry.com/berry.phtml); a presenga e o nimero de segmentos transmembrana, além
do peptideo sinal, via SignalP 5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

2.2 Anélise fenética

As PvHSP70 foram comparadas com HSP70 previamente descritas para outras espécies disponiveis nos bancos de
dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProt (https://www.uniprot.org/), gerando uma arvore fenética (Figura 3),
a partir do método de Neighbor-Joining (NJ) e bootstrap de 1000 repeticGes, através da ferramenta MEGA v.7 (Kumar et al.,

2016) e visualizados por meio da ferramenta iTol (Letunic; Bork, 2016).
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2.3 Potencial alergénico e atividade antimicrobiana e antiviral das HSP70s

A andlise de potencial alergénico foi utilizada o programa AllercatPro 2.0 (https://allercatpro.bii.a-star.edu.sg/), no
qual a abordagem ird se basear de acordo com as orientacdes de avaliacdo de alergenicidade para alimententos vegetais,
recomendados pela FAO/OMS (2001), sendo que o AllercatPro fornecera trés avaliagGes: (a) evidéncia alta; (b) evidéncia fraca
e (c) nenhuma evidéncia. Ressaltando-se que 0 programa possui 84% de precisdo em comparagdo com outros métodos atuais
gue acabam variando entre 51 a 73% (Maurer-Stroh et al., 2019).

A andlise de atividade antimicrobiana das sequéncias de PvHSP70 foram previstas no servidor Collection of Anti-
Microbial Peptides - CAMP (http://www.camp.bicnirrh.res.in/). A interface de previsdo no CAMP permite que 0s USUArios
prevejam a atividade antimicrobiana das sequéncias, sendo selecionados quatro algoritmos (a) Support Vector Machine - SVM,
(b) Random Forest (RF), (c) Artificial Neural Network - ANN e (d) Discriminant Analysis —DA.

Os quatro algoritmos utilizados, utilizam uma pontuacdo probabilistica variando de 0 a 1 para a previsdo dos
peptideos com atividade antimicrobiana (AMP) enquanto o algoritmo DA fornecem apenas as previsées AMP ou de peptideos
que ndo possuem atividade antimicrobiana (NAMP) (Subramanian et al., 2021).

A analise de potencial antiviral foi realizada através do servidor Meta-lavp, no qual o servidor pode servir como um

recurso computacional para previr novos peptideos antivirais (Schaduangrat et al., 2019).

2.4 Modelagem tridimensional das sequéncias

A modelagem comparativa das HSP70 foi realizada utilizando templates do Protein Data Bank (PDB) com base na
maior identidade e cobertura. No qual essa abordagem envolve 4 etapas principais: (a) atribuicdo de dobras, que irdo
reconhecer a semelhanca entre o alvo e a estrutura do modelo resolvido; (b) alinhamento da sequéncia alvo ao modelo; (c)
geracao de um modelo baseado no alinhamento com o template escolhido; e (d) analise de erros considerando o modelo gerado
(Webb & Sali, 2016).

Os modelos foram gerados via Modeller 10.1, com 500 modelos tedricos para cada sequéncia de HSP70. Os modelos
tedricos serdo visualizados através da ferramenta PyMOL. A ferramenta QmeanDisCo serd utilizada para acessar a estimativa
da qualidade global dos modelos tedricos (Studer et al. 2021).

Em seguida, foi analisado o potencial eletrostatico de superficie, sendo avaliados em relacdo ao campo de forga, como
cargas atémicas e raios, por meio do software PDB2PQR Server (http://nbcr-222.ucsd.edu/pdb2pgr_2.0.0/). Posteriormente, 0s
resultados foram dispostos no APBS Tools (Jurrus et al., 2018) para obtencdo do potencial eletrostatico dos modelos. Os
potenciais eletrostaticos foram visualizados na superficie molecular da proteina em relacdo a suas cargas eletronegativas,

eletropositivas e neutras, sendo visualizados através do programa grafico PyMOL (Delano, 2002).

3. Resultados e Discussao
3.1 Identificacdo e Caracterizacédo das PvHSP70s

Devido as propriedades voltadas para as vias de defesa e desenvolvimento das HSP70, foi necessario a realizar uma
analise abrangente desse grupo de proteinas na espécie P. vulgaris. Ap6s a remocao das entradas redundantes, 15 genes com
dominio HSP70 foram identificados do banco de dados do genoma do feijdo comum. No entanto, alguns genes ndo possuiam
relacdo com as sequéncias de interesse, por ndo possuir 0 dominio Heat Shock Proteins, sendo assim eliminadas. Os genes
pertencentes as HSP70 foram classificadas em PvHSP70-1 a PvHSP70-15, com base na ordem em que foram encontradas no
banco de dados do respectivo vegetal.

As sequéncias polipeptidicas de HSP70 em Phaseolus vulgaris (PvHSP70) mostraram-se ser presentes na regido

citoplasmatica, apresentando ponto isoelétrico (PI) entre de 5.08 a 8.19. A massa molecular (MM) variou entre de 47892.78
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kDa (PvHSP70-14) a 95630.27 kDa (PvHSP70-3) e 0 dominio transmembrana apresentou entre 0 e 3 dominios. No entanto
apenas as PvHSP70-13 e PvHSP70-15 apresentaram os dominios transmembrana.

As HSP70s, sdo consideradas proteinas altamente conservadas em varias espécies vegetais, contendo dois dominios
funcionais, no qual um desses dominios, possui a funcéo de ligagdo ao nucleotideo, na regido N-terminal e outros dominios de
ligacdo ao substrato na regido C-Terminal. Essas proteinas formam um complexo denominado classificado em multichaperona,
em que sdo conectados a uma proteina chamada de Hop, sendo que a conexao e a interacdo entres os mecanismos de chaperone
sdo de extrema importancia para a viabilidade celular. Além disso, essas proteinas podem ser classificar conforme a sua massa
molecular, podendo variar o seu tamanho entre as pequenas de 18 KDa e as consideras grandes podendo ultrapassas os 70
KDa, assim como foi demonstrado em nosso estudo (Wegele et al., 2004; Tiroli-Cepeda et al., 2014; Liu et al., 2020).

Os resultados de Wang et al. (2022), possuem similaridades com os dados desse estudo (Tabela 1), além do mais em
relacdo ao seu nimero de aminoacidos (aa), esse grupo de proteinas séo consideradas polipticas variando entre 45 a 657, para a
espécie Dendrobium officinale, no entanto desse ter em mente que esse nimero pode variar entre espécies como Ziziphus
jujuba com 481 a 917 (Panzade et al., 2020), 143 a 886 na espécie Gossypium hirsutum (Zhou et al., 2023) e entre outras

espécies vegetais.
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Tabela 1 - Informac6es detalhadas das HSP70 de Phaseolus vulgaris identificadas utilizando a ferramenta tBLASTn por intermédio da ferramenta Bioedit.

Nome dos Genes ID do Gene Caracteristicas da proteina
N° de aa MM (kDa) Pl GRAVY ™ Localizag&do

Localiza¢&o nos Cromossomos subcelular
PVHSP70-1 Phvul.010G150800 Cromossomo 10 841 94 5.46 -0.514 0 Citoplasma
PVHSP70-2 Phvul.009G076700 Cromossomo 9 617 68,71 5.59 -0.281 0 Citoplasma
PVHSP70-3 Phvul.005G171400 Cromossomo 5 865 95,63 5.09 -0.488 0 Citoplasma
PVHSP70-4 Phvul.008G011900 Cromossomo 8 617 68,99 6.28 -0.307 0 Citoplasma
PVHSP70-5 Phvul.008G011400 Cromossomo 8 617 69,26 7.05 -0.325 0 Citoplasma
PvHSP70-6 Phvul.008G267400 Cromossomo 8 765 84,93 5.36 -0.304 0 Citoplasma
PvHSP70-7 Phvul.008G011600 Cromossomo 8 609 67,74 5.86 -0.252 0 Citoplasma
PVHSP70-8 Phvul.006G219500 Cromossomo 6 689 73,72 5.20 -0.284 0 Citoplasma
PVHSP70-9 Phvul.006G042400 Cromossomo 6 771 86,37 5.37 -0.350 0 Citoplasma
PvHSP70-10 Phvul.006G170200 Cromossomo 6 602 67,09 5.96 -0.317 0 Citoplasma
PvHSP70-11 Phvul.006G219600 Cromossomo 6 689 73,66 5.24 -0.299 0 Citoplasma
PVHSP70-12 Phvul.006G170300 Cromossomo 6 793 88,07 8.19 -0.306 0 Citoplasma
PVHSP70-13 Phvul.002G328904 Cromossomo 2 666 73,53 5.11 -0.440 3 Citoplasma
PvHSP70-14 Phvul.002G046600 Cromossomo 2 435 47,89 5.83 0.087 0 Citoplasma
PvHSP70-15 Phvul.002G301304 Cromossomo 2 666 73,41 5.08 -0.423 3 Citoplasma

Fonte: Autores (2023).
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Para analisar a distribui¢cdo dos motivos conservados, 10 motivos conservados foram revelados nos genes PvHSP70s
(Figura 1).

Figura 1 - Andlise dos motivos conservados das HSP70s em Phaseolus vulgaris, geradas a partir da ferramenta MEME.

Name p-value Motif Locations

PVHSP70-1  1.84e-211 |
PVHSP70-2  0.00e+0 — BN [N 7 NN T /NN
PVHSP70-3  1.04e-208 M. -
PYHSP70-4  0.00e+0 WO NI I
PVHSP70-5  0.00e+0 - NEEE SN [N NN T
PvHSP70-6 1.19e-195  WNEE NI () I I
PVHSP70-7  0.00e+0  MHEET NN/ [ I T [

PVHSP70-8 2.51e-279 OO . SN .
PVHSP70-9  3.00e-200 W NI | N
PVHSP70-10  0.00e+0 NI NN ) IO N
PVHSP70-11 4.79e-281 BT N EeEn | .

PVHSP70-12 7.70e-302 — HHIEE [N NN | (SN
PvHSP70-13  0.00e+0 | AN 7 O O 1 |

PVHSP70-14 4 54e-51 I
PvHSP70-15 0.00e+0 MU NI O e

Motif Symbol
1.
2. I
3.
4.
5
6.
7. "JEIEALSDEID
8. I NNLLCKIELYCIPPAPRCIIEQIL
1% _ AYL

Fonte: Autores (2023).

Como pode-se observar na figura, 0s nimeros dos motivos variaram de 2 a 10, e o comprimento do motivo variou de
23 (motivo 6) a 50 (motivo 1, 3, 4 e 8) aminoéacidos, representados na Tabela presente na Figura 1. 10 genes PvHsp70 tinham
10 motivos, 4 genes PvHsp70 tinham 4 motivos, e apenas 1 gene, continha apenas 1 motivo. Tendo em vista que o resultado
dos motivos conservados possui similaridade com alguns estudos, como é o caso do trabalho de Liu et al. (2022), onde o
nimero de motivos conservados e quantidade de aminoacidos em cada motivo consensus, foi similar ao nosso estudo, no
entanto os pesquisadores verificaram os clados que continham um maior nimero de motivos, possuindo essa particularidade
que nao foi verificado em nosso resultado.

Todavia, é por meio da analise de motivos e por intermédio da ferramenta MEME, que se verifica a funcdo biol6gica
de um determinado gene (Boubakri et al., 2022). Como é o caso dos motivos em nosso estudo que possui uma gama de
fungdes, como: Acompanhante de dobramento de proteina dependente de ATP (GO0:0140662); ligagdo de
ATP (GO:0005524 ); possui as fungdes de acompanhante de dobramento de proteina dependente de ATP (GO:0140662 );
ligacdo de proteina de choque térmico (GO:0031072); atividade de hidrélise de ATP (GO:0016887) e entre outras funcdes

bioldgicas.
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3.2 Analise fenética

Para explorar a relagdo evolutiva da familia HSP70s, as sequéncias de proteinas de HSP70S de 100 espécies de

plantas diferentes, incluindo a do feijdo comum, Medicago sativa e Prunus persica, foram utilizadas para construir a arvore
fenética (Figura 2).

Figura 2 - Fenograma das HSPs70 de P. vulgaris, comparativamente com sequéncias do banco de dados Uniprot,
representadas por seus codigos de acesso, sequido da espécie vegetal, construidas pelo método NJ.
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Fonte: Autores (2023).

Como apresentado na Figura 2, as HSP70s foram divididas em 4 grupos parafiléticos conforme a sua relagdo fenética,
classificados do Grupo 1 (em azul) ao Grupo 4 (em vermelho). As PvHSP70s mostraram-se presentes em todos 0S grupos.

Destes 4 grupos apresentados, o grupo 1 apresentou o maior nimero de PvHSP70, contendo 8 membros dessas
proteinas, apresentando valores de bootstrap variando entre 73% a 100%, no entanto o menor grupamento foi o grupo 4
contendo apenas um membro para as PvHSP70, com valor de bootstrap de 26%, para a PvHSP70-14. As outras subfamilias

continham 4 PvHSP70 para o grupo 2, no qual os valores de bootstrap variaram entre 17% a 100% e o grupo 3, continha
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apenas 2 membros dessa familia, possuindo valores de bootstrap altos, constando valor de 100% para as PvHSP70-8 e
PvHSP70-11.

Ainda em relagdo a Figura 2, para cada grupo apresentado ha correspondentes em relagdo as familias botanicas,
sendo: o primeiro grupo corresponde as familias Solanaceae, Primulaceae, Ericaceae, Poaceae, Rhizophoraceae,
Brassicaceae, Asteraceae, Euphorbiaceae, Poaceae e Leguminosae. O segundo grupo corresponde as familias Brassicaceae,
Leguminosae, Asparagaceae, Crassulaceae. O terceiro grupo corresponde as familias Crassulaceae, Rosaceae, Poaceae,
Brassicaceae, Leguminosae, Asparagaceae, Malvaceae, Cucurbitaceae. O Ultimo e quarto grupamento correspondem as
familias Asparagaceae,

Deve-se levar em consideracdo que os resultados em nosso estudo correspondem a diversos estudos da literatura
cientifica, no qual a familia o grupo de proteinas HSP70 corresponde a 4 grupos parafiléticos, como é o caso do estudo de
Panzade et al. (2020) e Zhou et al. (2023), no qual o maior grupamento é o grupo 1, assim como foi demonstrado neste estudo,
além do mais as proteinas homologas de cada espécie pode possuir um gene duplicado. Além do mais a espécie do milho (Zea
mays) apresenta alta homologia com algumas espécies, como é o caso do arroz, isso se d por ser um grao e pertencer a mesma
familia botanica (Jiang et al., 2021), no entanto nesse estudo as PvHSP70, possui uma alta afinidade com algumas espécies,
como € o caso da espécie Glycine max, isso se dar pelo fato de pertencerem aoc mesmo grupo botanico, no entanto algumas

outras espécies, possuem similaridade, possivelmente por serem gréos, como arroz, milho, feijao e trigo.

3.3 Potencial alergénico e atividade antimicrobiana e antiviral das HSP70s

Diversas proteinas vegetais sdo incriveis, como é o caso da soja, feijdo, trigo, no qual contem determinados
aminodcidos essenciais a alimentacdo humana (Marcus, 2013), tendo em vista que uma proteina de qualidade com sabor doce,
textura e disponibilidade de proteinas vegetais sdo consideradas desafios para a indistria de alimentos conseguir produzir
determinados produtos de qualidade utilizando essas proteinas (Kumar et al., 2022).

No entanto alguns alimentos conseguem induzir reacdo alérgicas a seres humanos, sendo assim considerados um
grande problema na satde publica, chegando a proporgdes quase epidémicas em diversas regiGes do mundo, comprometendo a
qualidade de vidas, podendo ser influenciada pela genética do individuo, o ambiente, como também as interacdes genoma-
ambiente (Sicherer & Sampson, 2018).

Além do mais existem outros fatores que ird determinar uma resposta alérgica a uma determinada proteina alimentar
envolvem diferentes fatores, como a quantidade (dose) ingerida, a via de exposi¢do, propriedades do alérgeno, matriz
alimentar, modificacdo de alérgenos pelo processamento de alimentos e entre outros fatores. Tendo em vista que diversas
familias possuem entre um ou dois alérgenos considerados potentes, enquanto a maioria das proteinas ndo sdo alergénicas
(Costa et al., 2022).

Diante disso, através da analise in silico para o potencial alergénico das PvHSP70s foi utilizado o servidor
AllerCatPro 2.0. Demonstrou-se que essas proteinas do feijdo comum, possuem homologia a cinco proteinas alergénicas
pertencentes as espécies Malassezia sympodialis (Mala s 10), Tyrophagus putrescentiae (Tyr p 28), Aedes aegypti (Aed a 8),
Corylus avellana (Cor a 10) e Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 28). Das 15 PvHSP70 analisadas, 10 apresentaram
evidéncia alta para atividade alergénica (PvHSP70-2, PvHSP70-4, PvHSP70-5, PvHSP70-7, PvHSP70-8, PvHSP70-10,
PvHSP70-11, PvHSP70-12, PvHSP70-13 e PvHSP70-15), com porcentagem (%) de identidade, do epitopo na estrutura 3D,
variando entre 94,1% a 100%.

As Heat Shock Protein 70, possui uma relagdo com doencas alergénicas (GuO et al., 2021), na literatura cientifica

foram identificados alérgenos em diversas leguminosas, como é o caso da Oryza sativa, possuindo o alérgeno Bet v I, no
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entanto, ainda existem algumas lacunas dos alérgenos presentes em outras espécies como é o caso do feijdo comum, como é o
caso das HSP70 (Tabassum et al., 2020).

As proteinas classificadas em Heat Shock Protein 70 (HSP70), sdo consideradas proteinas com forte atividade
alergénica, podendo induzir asma alérgica em modelos de animais (Guo et al., 2021), no qual varios membros das HSP70, sdo
alérgenos conhecidos em &caros domésticos (Aki et al., 1994), mosquitos picadores, mosca negra, e barata (Chuang et al.,
2010), possuindo alérgenos em potenciais, destacando o Touro p 28, cupin_1 (Hao et al., 2022), Cor a 10 (Hirano et al., 2016),
Pru av 1 (Kesici et al., 2020) e entre outros alérgenos como demostrado nesse estudo.

Isso acontece devido que todos os alérgenos consegue compartilha um grau de identidade em suas sequencias de
aminoéacidos, podendo ser expressados em outras espécies (Barre et al., 2023), no qual a avaliagdo de suas alergenicidade em
alimentos, pode ser realizado por meio de métodos preditivos, como é o caso de modelos

Ademais, todos os alérgenos compartilham um determinado grau de identidade em suas sequéncias de aminoécidos
(Barre et al., 2023). A sua avaliacdo do potencial alergénico em um determinado alimento pode ser realizada através de alguns
métodos preditivos, como é o caso dos modelos in vivo, in vitro e in silico (Verhoeckx et al., 2016).

Em especial, através do método in silico, é possivel predizer um determinado alérgeno de uma proteina, como é o caso das
HSP70s em diversos alimentos como Morangueiro 1 (Kesici et al., 2020), Milho, Soja (Chen et al., 2016), Aveld (Costa et al.,
2016) e entre outras espécies, como € 0 caso da espécie Phaseolus vulgaris, que demonstrou possuir homologia para cinco
alérgenos em potenciais, no qual acabam implicando na mesma atividade funcional em outras espécies (Anisimova et al.,
2022). Diante disso, no nosso estudo foi possivel retratar a presenca de alérgenos de diferentes espécies expressos no feijdo-

fava, com informacg6es detalhadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Analise do potencial alergénico, gerada pela ferramenta AllercatPro 2.0.

% da identidade do epitopo

Nome Espécie Proteina alergénica Atividade alergénica na estrutura 3D Evidéncia da atividade alergénica
PVHSP70-1 Malassezia sympodialis Mala s 10 AG(2 76.9 Evidéncia fraca
PVHSP70-2 Tyrophagus putrescentiae Tyrp 28 - 100.0 Evidéncia forte
PVHSP70-3 Malassezia sympodialis Mala s 10 AG(2) 78.9 Evidéncia fraca
PVHSP70-4 Tyrophagus putrescentiae Tyrp 28 - 100.0 Evidéncia forte
PVHSP70-5 Tyrophagus putrescentiae Tyrp 28 - 100.0 Evidéncia forte
PVHSP70-6 Malassezia sympodialis Mala s 10 AG(2) 64.7 Evidéncia fraca
PVHSP70-7 Tyrophagus putrescentiae Tyrp 28 - 100.0 Evidéncia forte
PVHSP70-8 Aedes aegypti Aed a8 - 94.1 Evidéncia forte
PVHSP70-9 Malassezia sympodialis Mala s 10 AG(2) 69.2 Evidéncia fraca

PvVHSP70-10 Tyrophagus putrescentiae Tyrp 28 - 100.0 Evidéncia forte
PvVHSP70-11 Aedes aegypti Aed a8 - 94.1 Evidéncia forte
PVHSP70-12 Tyrophagus putrescentiae Tyrp 28 - 100.0 Evidéncia forte
PvVHSP70-13 Corylus avellana Coral0 - 100.0 Evidéncia forte
PVHSP70-14 De;g?;?}@:;?ﬁ:es Der p 28 - 46.2 Evidéncia fraca
PVHSP70-15 Corylus avellana Coral0 - 100.0 Evidéncia forte

Fonte: Autores (2023).
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Em relagdo a atividade antimicrobiana e antiviral das PvHSP70, foram selecionadas as 15 sequéncias contendo o
dominio heat shock protein e analisadas posteriormente usando a ferramenta CAMPgs e Meta-iAVP, com o intuito de prever
seu potencial antimicrobiano e antiviral. Todas as HSP70s em P. vulgairs foram analisadas considerando trés preditores

antimicrobianos, e apenas dois para antiviral, estando detalhado na Tabela 3.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana e antiviral das HSP70s em Phaseolus vulgaris, geradas por intermédio das ferramentas
CAMPR;3 e Meta-iAVP.

Nome Probabilidade da atividade antimicrobiana Probabilidade da atividade antiviral (AVP)
(AMP)
SVM RF ANN Prediction AVP Non-AVP
PVHSP70-1 1.00 0.82 NAMP AVP 0.954 0.046
PVHSP70-2 1.00 0.82 NAMP Non-AVP 0.044 0.956
PVHSP70-3 1.00 0.81 NAMP Non-AVP 0.000 1.000
PVHSP70-4 1.00 0.84 NAMP AVP 1.00 0.000
PVHSP70-5 1.00 0.85 NAMP Non-AVP 0.324 0.676
PVHSP70-6 1.00 0.82 AMP AVP 0.774 0.226
PVHSP70-7 1.00 0.83 NAMP AVP 0.990 0.010
PVHSP70-8 1.00 0.81 AMP Non-AVP 0.000 1.000
PVHSP70-9 1.00 0.82 NAMP Non-AVP 0.000 1.000
PVHSP70-10 1.00 0.85 NAMP AVP 0.998 0.002
PVHSP70-11 1.00 0.81 AMP Non-AVP 0.000 1.000
PVHSP70-12 1.00 0.85 AMP AVP 0.828 0.172
PVHSP70-13 1.00 0.83 AMP AVP 0.998 0.002
PVHSP70-14 1.00 0.80 NAMP AVP 0.818 0.182
PVHSP70-15 1.00 0.83 AMP Non-AVP 0.316 0.684

Fonte: Autores (2023).

As sequencias de PvHSP70s analisadas foi utilizada trés parametros durante a analise, para o qual foi obtido as
seguintes predigdes: Support Vector Machine (SVM), com valor para todas as PvHSP70 de 1,00. O preditor classificado em
Random Forest Classifier (RF), com valores entre 0,80 a 0,85, Artificial Neural Network (ANN), apresentaram classificacéo
AMP, para apenas 5 das PvHSP70, onde 10 das PvHSP70 apresentaram classificagio NAMP que sdo sequéncias que nédo
apresentam atividade antimicrobiana.

Em relacdo a analise da atividade antiviral em HSP70s, neste estudo, o software Meta-iAVP previu a atividade dessas
proteinas, no qual o resultado da previsdo antiviral sugeriu que 8 PvHSP70s possuem atividade antiviral (AVP), enquanto 7
ndo possuem atividade antiviral (Non-AVP). Das HSP70s que possuem atividade antiviral, 3 apresentam atividade antiviral
promissoras, por possuir taxas mais altas, em comparacdo das outras PvHSP70s. Das que apresentam atividade antiviral
promissoras, estdo: PVHSP70-7, PVHSP70-10 e PVHSP70-13 apresentam as maiores pontuacdes para essa atividade, com
informac@es detalhadas na Tabela 3.

As plantas conseguir sintetizar uma grande diversidade de proteinas que podem estar envolvidas nos mecanismos de
defesa contra varios patdgenos, como bactérias, virus, fungos e entre outros corpos estranhos sob diferentes condicoes
ambientais. Tendo em vista que a maioria dessas proteinas sdo enzimas, lectinas, ciclotideos, proteinas inativadoras de
ribossomos e entre outras proteinas como é o caso das proteinas relacionado a patogenicidade (Jain et al., 2022).

Uma vez que as plantas estdo ligadas diretamente ao solo, elas devem desenvolver meios de defesa contra diversos

agentes bidticos, por conta disso elas desenvolveram uma rede complexa de sinalizacdo para obterem respostas celulares

12


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i12.44073
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/support-vector-machine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/artificial-neural-network

Research, Society and Development, v. 12, n. 12, e112121244073, 2023
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v12i12.44073

apropriadas. Assim como os mamiferos, sua atividade biol6gica depende de interagGes especificas entre moléculas organicas,
fons e receptores para se comunicarem e responderem a esses sinais de estresse, contra microrganismos ou virus (Salas et al.,
2015; Musidlak et al., 2017; Guo et al., 2019).

Isso ocorre devido as suas propriedades de defesa contra esses corpos estranhos, além do mais essas proteinas de
defesa, possuem o potencial de serem aplicadas em diversos campos como medicina, na construcdo de drogas terapéuticas,
produtos de consumo humano, além de fornecer novos insights sobre técnicas em pesquisa avancada para o desenvolvimento
de ferramentas voltadas para proteinas antivirais e antimicrobianas (Naikoo et al., 2021).

Tendo em vista que as plantas possuem uma complexa interagao de fatores bioquimicos, genéticos e celulares, no qual
0 genoma vegetal conseguem condrificarem mudltiplas proteinas visando o combate desses corpos estranhos, no qual as
proteinas foram projetadas para serem molecular versateis, desempenhando maltiplas fungdes, atuando como defesa, fazendo
parte do sistema imunolégico do organismo, como parte de uma rede enzimética necessaria durante o metabolismo celular
(SALAS et al., 2015; Musidlak et al., 2017). Devido aos seus efeitos inibitdrios, as proteinas vegetais de defesa atuam como

um promissor agente antimicrobiano e antiviral para humanos e outros animais (Jain et al., 2022).

3.4 Distribui¢do cromossdmica

Em seguida, foi realizado uma andlise de mapeamento cromossémico das PvHSP70 usando a sequéncia do genoma do
feijdo comum como referéncia. As 15 sequéncias de PvHSP70 foram mapeadas em cromossomos utilizando a ferramenta
MG2C.

Figura 3 - Distribui¢do cromossdémica de genes HSP70 em Phaseolus vulgaris, gerada na ferramenta MG2C.
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Fonte: Autores (2023).

Como pode-se observar na Figura 3, as 15 PvHSP70s foram encontradas distribuidos nos 10 cromossomos, exceto nos
cromossomos 1, 4, 7 e 11 que ndo possuiam nenhum gene para o referido gene analisado. Além do exposto, 0s 15 genes foram
distribuidos em 6 cromossomos com um maximo de 3 genes no cromossomo 2; 1 gene nos cromossomos 5, 9 e 10; 4 genes no
cromossomo 8; e 5 genes no cromossomo 6. Curiosamente, muitos PvHSP70 foram agrupados em cromossomos da fava, com
distancias fisicas muito curtas, como é o caso das PvHSP70-4, PvHSP70-5 e PvHSP70-7, estando agrupadas no cromossomo
8. De acordo com a literatura cientifica a distribuicdo de genes HSP70s nos cromossomos se comportam de forma heterdgena,

como é o caso da espécie Gossypium hirsutum foi encontrado 32 genes HSP70s para a referida espécie, no qual foi verificado
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que as HSP70s foram distribuidas de forma conservadora nos cromossomos Chr5, Chr6, Chr9, Chr10, Chr11 e Chr13 (Zhou et
al., 2023), Ja na espécie Pyropia yezoensis foi identificado 15 genes distribuidos de forma heterogénea em trés cromossomos,

no qual o cromossomo 1 possuiu a maior quantidades desses genes na referida espécie (Yu et al., 2021).

3.5 Modelagem tridimensional das sequéncias

Através do grafico do grafico de Ramachandran, foram selecionados os possiveis modelos que apresentaram maior
porcentagem referentes aos residuos de aminoacidos presentes na regido mais favoravel, como também na regido permitida,
indicando assim as regides dos residuos localizados em regides energeticamente favoraveis (LIU et al., 2019), sendo
calculados os angulos ¢ (Phi) e y (Psi), para as proteinas selecionadas. As duas proteinas escolhidas foram as PvHSP70-12 e

PvHSP70-13, possuindo caracteristicas estereoquimicas e geometria 3D de boa qualidade.

Figura 4 - Andlise estereoquimica dos modelos tridimensionais das PvHSP70-12 (A) e PvHSP70-13 (B), representando os

dois modelos com >90 dos aminoacidos nas regifes mais favoraveis.
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Fonte: Autores (2023).

A esteroquimica dos dois modelos analisados foi estimada plotando os angulos Phi e Psi no grafico de Ramachandran,
sendo possivel observar que todos os modelos gerados possuem >90% dos aminoacidos nas posi¢fes mais favoraveis para 0s
modelos variaram a porcentagem nas regides permitidas, estando estas representadas na Figura 4. Em seguida, foram obtidos

os dois modelos propostos, empregando abordagens de modelagem para construir a estrutura da proteina 3D,
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Figura 5 - Estruturas tridimensionais das heat shock protein. A — PvHSP70-12 e B - PvHSP70-13, sendo demonstrado as alfa-
hélices e as folhas betas. C e D representam o potencial eletrostatico de superficie calculado com ABPS (PyMol), sendo as

regides carregadas negativamente representadas em vermelho.

Fonte: Autores (2023).

A Figura 5 demonstra a presenca de estruturas a-hélice e folhas-B (A-B). A estrutura 3D pode elucidar na
compreensdo da estrutura tridimensional da proteina, onde as estruturas possuem mondmeros uniformes com alfas hélices(a) e
folhas beta (). Isso acontece porque as estruturas sdo normalmente semelhantes, possuindo funcdes parecidas (TABUSAM et
al., 2022).

De acordo com Rosenzweig et al. (2019), as HSP70s analisadas possuem similaridade com a PvHSP70-13, no entanto
0 autor retrata em seu estudo que as proteinas, sendo estruturalmente distintas, com poucas ou nenhuma homologia entre elas,
pode diferir no seu modo de ligacdo com alguns ligantes, no entanto todos funcionam como um estabilizador de conformacéo
abertas entre todas as HSP70s analisadas.

Com isso, de acordo com o design da estrutura de umas determinadas proteinas, pode-se determinar o ligante de
ligacdo, que é de suma importancia, para ligar aos residuos externos ou internos. Além do mais, a estrutura 3D das proteinas
pode prever determinada conexdes fisicas, papéis funcionais distintos, sequéncias divergentes independentes, como também
propriedades biol6gicas conservadas (Tabusam et al., 2022).

Em seguida, foi analisado o potencial eletroestatico para as duas PvHSP70s (Figura 5 C-D), 0s nossos resultados
demonstraram que o potencial eletrostatico possui predominéncia de regides negativas (vermelho) em regiGes que possuem
partes neutras (branco) e positivas (azuis). De acordo com Tomiczek et al. (2020), retratam que esse grupo de proteinas é
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regulado eletrostaticamente, pela presenca de um patch de potencial eletrostatico uniformemente positivo em torno da hélice |1
do dominio J e um patch complementar de potencial negativo em torno do subdominio Ila, ou seja, o potencial eletrostatico
tem a capacidades de influenciar a estrutura tridimensional das HSP70, como foi demonstrado pelos autores.

Além do mais, as interagdes das HSP70 fornecem um excelente sistema de modelos, voltados para estudos
relacionado ao seu potencial eletrostatico, juntamente de suas interagdes proteina-peptideos (Kajander et al., 2009). Diante do
que foi exposto, através dos resultados é possivel observar que os modelos tridimensionais, sdéo modelos em potencial a serem
utilizados em estudos voltados a aplicacdo biotecnolégica, no entanto necessita-se de estudos mais aprofundados sobre as
PvHSP70-12 e PvHSP70-13.

4. Consideracdes Finais

As Heat shock proteins (proteinas de choque térmico) sdo conhecidas por sua atividade de defesa em varios estresses
bidticos e abidticos, que acometem diversos organismos, como é o caso da espécie Phaseolus vulgarias. Neste estudo foi
identificado um total de 15 genes PvHSP70s distribuidos em 6 cromossomos no genoma do feijdo comum, possuindo atividade
de defesa antimicrobiana e antiviral, podendo ser consideradas proteinas promissoras e aplicadas em estudos voltados a
aplicacOes biotecnoldgicas. No entanto necessita-se de estudos mais aprofundados sobre a atividade de defesa das HSP70s no
feijdo comum, por meio de andlise in vitro e in vivo, corroborando assim a sua eficacia.

Espera-se que essas novas informagdes a respeito dos genes das HSPs no feijdo comum sejam Uteis para mais
investigacBes aprofundadas de possiveis respostas funcionais ao desenvolvimento, fisiologia relacionados a defesa na
determinada espécie. Além disso, a presente pesquisa facilitara a caracterizacdo funcional detalhada de genes HSPs de culturas
de leguminosas em estudos futuros.
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