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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Deborah Antunes dos Santos

A Leishmania (Leishmania) amazonensis é um importante agente etioldgico da
leishmaniose tegumentar em humanos no Brasil. Este parasito apresenta mecanismos
de adaptacdo que podem ser guiados por suas proteases onde se destacam as
cisteino-proteases (CP), sendo a CPB a mais estudada dentre as CPs ja descritas em
Leishmania spp. O foco deste trabalho é a regido COOH-terminal da CPB (cyspep),
por suas reconhecidas propriedades modulatérias sobre o sistema imune de
camundongos. No presente estudo busca-se propor um modelo estrutural da cyspep
visando estabelecer sua relacdo estrutura-funcdo. O estudo foi conduzido por
abordagem in silico, desenvolvendo o modelo tridimensional através de técnicas de
modelagem comparativa, threading e métodos de novo, e analisando a estabilidade
estrutural por dindmica molecular. A associacdo do uso de servidores online que
utilizam as abordagens de modelagem comparativa, threading e métodos de novo
para predicdo tridimensional de proteinas foi favoravel a resolucéo de 72 modelos da
cyspep. Através de informacgBes sobre predicdo de estrutura secundaria e ligacbes
dissulfeto, dos modelos gerados para cyspep, 11 foram selecionados para simulacées
de dinamica molecular, sendo dois modelos obtidos por modelagem comparativa
(Comp, Fugue), 5 por threading (IT1, M4, M8, L3 e SP5) e 4 por métodos de novo (Q5,
Q7, D9 e R1). Os 11 modelos foram submetidos a simulacdo por dinamica molecular
por um tempo de 200 ns. Os modelos Fugue e IT1 também foram submetidos a
simulacdes de dinamica molecular sob a influéncia de diferentes campos de forca para
melhor avaliar seu contetdo de estrutura secundaria. Nossos resultados sugerem que
a cyspep pode adotar uma conformagdo composta principalmente de folhas—, as
quais se mantiveram estaveis apés longas simulacdes de dinAmica molecular sob a
influéncia de diferentes campos de for¢a; enquanto o teor helicoidal foi rapidamente
desfeito. Ainda com relagdo as estruturas em folha-, ndo foi possivel observar
padrées de dobras consenso entre diferentes modelos. Embora os procedimentos
usados neste trabalho para predicdo de ligacbes de dissulfeto indicarem a
possiblidade de 36 ligagbes entre os residuos de cisteina (Cysl7, Cys21, Cys31,
Cys44, Cys52, Cysh9, Cys65, Cys73 e Cys85) nao foi possivel constatar um consenso
na predicao dessas ligagoes.
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PROPOSITION OF THREE-DIMENSIONAL MODELS OF THE COOH-TERMINAL
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL SYSTEMS BIOLOGY

Deborah Antunes dos Santos

Leishmania (Leishmania) amazonensis is an important etiological agent of cutaneous
leishmaniasis in humans, in Brazil. This parasite has adaptive mechanisms that can
be modulated by their proteases, characterizing the cysteine protease (CP) as the
most extensively studied CPB among the CPs described for Leishmania spp. This work
was focused on the COOH -terminal region of CPB (cyspep), recognized for their
modulatory properties on the immune system of mice. This present study aims to
propose a structural model for the cyspep trying to determine its structure-function
relationship. The present study was conducted by in silico to develop a three-
dimensional model using comparative modeling, threading and de novo methods, and
molecular dynamics to analyze its structural stability. The association of many online
servers using the approaches of comparative modeling, threading and de novo
methods for the prediction of the three-dimensional structure of protein was favorable
for the achievement of 72 three-dimensional models for cyspep. Through secondary
structure and disulfide bonds prediction, out of the 72 models generated for cyspep,
11 were selected for molecular dynamics simulations, of which 2 models were
obtained by comparative modeling (Comp, Fugue), 5 by threading (IT1, M4, M8, L3
and SP5) and 4 de novo methods (Q5, Q7, D9 and R1). The eleven models were
submitted to molecular dynamics simulations for a computational time of 200 ns. The
Fugue and IT1 models were also subjected to molecular dynamics simulations under
different force fields to better assess their secondary structure content and determine
the impact of the force field on the structure. Our results suggest that the cyspep might
adopt a conformation composed of mostly 3-sheets, which remained stable after long
molecular dynamics simulations under the influence of different force fields while the
helical content was rapidly disrupted. However, it was not possible to recognize a
consensus of folding patterns among the various created models. Additionally,
although the procedures used in this work for predicting disulfide bonds indicated the
possibility of 36 bonds between cysteine residues (Cysl7, Cys21, Cys31, Cys44,
Cysb2, Cysh9, Cys65, Cys73 and Cys85) we could not observe a consensus upon the
prediction of these bonds.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracfes Gerais

As leishmanioses séo consideradas doencas endémicas em cerca de 98 paises
do mundo, sendo encontradas nas Américas, Africa, Europa Oriental, Asia ocidental
e central, india e Australia (WHO,(1990). Constituem um grupo de doencas causadas
por diversas espécies de protozoarios parasitos do género Leishmania que séo
transmitidas durante o repasto sanguineo de insetos flebotomineos. Esses parasitos
sao capazes de produzir alteragdes na pele, mucosas e cartilagens, caracterizando a
forma tegumentar ou acometer 6rgdos como figado, baco e medula éssea,
configurando a forma visceral da doenca (Kato, Gomez et al. 2010).

Essas manifestacBes clinicas parecem resultar de uma combinacdo das
propriedades do parasito, como infectividade e patogenicidade, e dos diversos fatores
do hospedeiro vertebrado, como idade, predisposi¢do genética e estado imunoldgico.
A expressao de fatores de viruléncia, propriedades antigénicas e a manifestacdo da
doenca também variam dependendo da espécie de Leishmania (Murray, Berman et
al. 2005).

Atualmente nas Américas, sdo reconhecidas 11 espécies dermotrépicas de
Leishmania causadoras de doen¢ca humana e oito espécies descritas, até 0 momento,
que provocam a doenga somente em animais. No Brasil, sete espécies de Leishmania
causadoras da doencga foram identificadas, sendo seis do subgénero Viannia e uma
do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao: L. (Viannia) braziliensis,
L.(V.) guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis e, mais recentemente, as espécies
L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi (Figura 1)(Saude and
Epidemiolégica 2007).
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Figura 1: Distribuicdo das espécies de Leishmania por Estado. Adaptado de Ministério da
Saude/Servico de Vigilancia em Saude/2007.




A leishmaniose também tem aparecido em individuos infectados com o virus
da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) (Alvar, Aparicio et al. 2008). A co-infeccéo
Leishmania / HIV é favorecida uma vez que o parasito e o virus desenvolvem-se na
mesma célula alvo, os macroéfagos, e é possivel imaginar que uma série de interacbes
aconteca na célula hospedeira. Nesse contexto, estudos demonstraram que a
proteina Tat (trans-ativador transcricional) do HIV-1 regula a replicacdo de Leishmania
spp em macréfagos humanos. A proteina Tat recombinante é capaz de anular o efeito
leishmanicida induzido pelo interferon—-y, o que permite a replicacdo de Leishmania
mesmo nha presenca desta citocina (Barreto-de-Souza, Xavier Medeiros et al. 2008).

Se por um lado o HIV parece facilitar ou promover o desenvolvimento de
leishmaniose, por outro, a co-infeccdo pode potencializar a progressao para a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS). O parasito é capaz de promover o
aumento de transcritos de HIV-1, e consequentemente a sintese de virus, tanto na co-
infeccdo de culturas ex vivo de tecido da amidala de humano, como em culturas de
macréfagos, podendo o aumento da producédo de HIV-1 estar ligado a alta producéo
de citocinas inflamatorias induzidas pelo protozoario, como interferon—a e interleucina
1 (Zhao, Papadopoulou et al. 2004).

Mesmo a leishmaniose visceral sendo considerada como a segunda doenca
parasitaria que mais origina fatalidades depois da malaria no mundo, de acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (World Health 2010) ainda n&do existem
medicamentos eficazes ou vacinas disponiveis contra esta doenca. Como as
populacées mais afetadas pelas leishmanioses estdo nos paises subdesenvolvidos,
industrias farmacéuticas e agéncias de financiamento de paises desenvolvidos tém
pouco interesse no processo de desenvolvimento de medicamentos para combater a
doenca (Kedzierski, Sakthianandeswaren et al. 2009).

Atualmente, o tratamento das leishmanioses faz uso de antimoniais
pentavalentes, e de Pentamidina e Anfotericina B; além de drogas alternativas,
guando os pacientes ndo responderem ao tratamento com os farmacos citados
anteriormente (lwu, Jackson et al. 1994). Tais farmacos apresentam uma série de
problemas, que incluem resisténcia do parasito e inducdo de efeitos colaterais, que
limitam a utilizag&o e, principalmente, a eficacia. Aléem disso, todos os farmacos que
estdo disponiveis atualmente sdo de administracdo parenteral, o que exige
colaboracédo do paciente. Por esta causa, muitos abandonam o tratamento, fator que

favorece o aparecimento de cepas resistentes (Sereno, Guilvard et al. 2001).



Com o objetivo de desenvolver drogas mais eficazes, de baixo custo e com
reacOes adversas menos agressivas para o paciente, novos alvos quimioterapicos de
Leishmania tém sido investigados e novas abordagens para o desenvolvimento de
farmacos devem ser consideradas (Silva-Lopez 2010). Diversas investigacdes estao
centradas sobre o papel dos fatores de viruléncia que contribuem para a patogénese
de Leishmania e permitem o parasita invadir e estabelecer a infeccdo no hospedeiro
mamifero (Matlashewski 2001). Embora o impacto exato destes fatores de Leishmania
nas manifestacdes clinicas observadas em hospedeiros mamiferos ainda ndo esteja
definida, ha evidéncias de que estes componentes possam modular as interacdes
entre a Leishmania e células imunes do hospedeiro (Silva-Almeida, Pereira et al.
2012).

1.2 O Parasito e o Ciclo Bioldgico

As espécies de Leishmania, entre os anos de 1903 a 1950, eram classificadas
baseando-se apenas nas manifestacdes clinicas causadas no homem e em
caracteristicas como espécies de vetores que transmitiam o parasita, distribuicdo
geograéfica, tropismo e propriedades antigénicas (Banuls, Hide et al. 2007).

O género Leishmania foi descrito por Ross em 1903 (Rioux, Lanotte et al. 1985)
sendo que a maioria dos membros sao parasitas de mamiferos. Lainson & Shaw em
1987 (Lainson and Shaw 1987), dividiram o género em dois subgéneros: Leishmania
e Viannia, baseados na localizagdo dos parasitas no intestino do vetor. Membros do
subgénero Leishmania desenvolviam-se na regido pilérica e do intestino médio
enguanto as espécies do subgénero Viannia desenvolviam-se na regido posterior do
intestino. Além disso, utilizando-se da andlise de isoenzimas por Rioux em 1990
(Rioux, Lanotte et al. 1990), foi possivel definir os complexos de espécies dentro de
cada subgénero (Revisado por Barfiuls e colaboradores, 2007 (Banuls, Hide et al.
2007)).

Espécies como L. guyanensis (isolada na Guiana), L. peruviana (isolada no
Peru), L. infantum (isoladas de uma crianca na Tunisia) e L. gerbilli (isolado a partir
de roedores) sdo exemplos de classificagdo em relacdo a distribuicdo geografica.
Desde os anos de 1970, critérios intrinsecos, tais como dados imunologicos, genéticos
e bioquimicos séo utilizados para definir as espécies de Leishmania (Banuls, Hide et
al. 2007). Novos métodos de deteccao, isolamento e identificacdo genética resultaram

em um aumento no numero de espécies descritas. O uso dessas técnicas moleculares
4



levou a publicacéo de um esquema taxonémico pela OMS (1990, World Health 2010),

mostrado na Figura 2.



Taxonomia de Leishmania

Familia Trypanosomatidae
Género  Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgénero Leishmania Viannia
______________ = T
I |
I
‘ ‘ [ | |
Complexo L. donovani L. fropica L. major L. aethiopica L. mexicana : L. braziliensis ! L. guyanensis
I |
———————————————————— - p=-—- P
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L. infantum L. mexicana 1 L. arabica | : '
L. pifanoi* t L. gerbilli : ' :
L. venezuelensis  Novo Mundo: ) ' :
v L. aristidesi : : ]
. L. enriettil ! ! ]
! L. deanei ! 1 H
52 1
' L. hertigi : L 1

*Classificac@o das espécies estd em discusséo. L. chagasino Novo Mundo é da mesma espécie que L. infantum

Figura 2: Taxonomia de Leishmania. Espécies com (*) tém sido questionadas. Adaptado de OMS, 2010.




No ciclo biolégico das espécies de Leishmania ha duas fases morfolégicas
distintas: os promastigotas e 0s amastigotas. Os promastigotas sdo formas
extracelulares com flagelo livre, que desenvolvem-se inicialmente no intestino médio
e anterior dos vetores flebotomineos e posteriormente migram para o aparelho bucal
no momento da diferenciacdo da forma prociclica para a metaciclica —
metaciclogénese (Muskus and Marin Villa 2002). Os amastigotas sao formas
intracelulares sem flagelo livre, que desenvolvem-se preferencialmente nas células do
sistema mononuclear fagocitario de mamiferos.

Ambos os promastigotas e amastigotas sdo capazes de infectar macrofagos,
desde que sejam fagocitados quando interagem com as células do hospedeiro
vertebrado. O promastigota de Leishmania entra em contato com o hospedeiro
vertebrado no momento do repasto sanguineo do inseto vetor sendo rapidamente
fagocitado pelos macréfagos, fundindo-se mais tarde com o lisossoma para formar o
fagolisossoma, onde ocorre a diferenciacdo do parasito para as formas amastigotas
gue residem e se multiplicam dentro dele (Cohen-Freue, Holzer et al. 2007).

Os amastigotas podem ser fagocitados novamente no hospedeiro vertebrado ja
infectado, quando rompem a célula hospedeira e séo liberados. Assim, entram em
contato com outros macrofagos e sé@o fagocitados, reiniciando a infec¢éo (Vannier-
Santos, Martiny et al. 2002). O ciclo se completa quando um inseto vetor se alimenta
no hospedeiro vertebrado ingere o sangue contendo macrofagos infectados por
amastigotas, que entdo atingem o tubo digestivo, onde novamente se diferenciam em

promastigotas (Mauel 1990) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo Biolégico de Leishmania spp. Adaptado de Mariana Ruiz Villarreal, 2008.




Tanto os promastigotas quanto os amastigotas apresentam uma série de
peculiaridades adaptativas para cada etapa do seu ciclo biologico, as quais permitem
que o0s parasitos escapem das adversidades que encontram nos hospedeiros,
invertebrado e vertebrado (Bates and Rogers 2004). A revisao realizada por Silva-
Almeida e colaboradores (Silva-Almeida, Pereira et al. 2012) evidencia fatores de
viruléncia que contribuem para patogénese de Leishmania e permitem o parasita
invadir e estabelecer a infec¢do no hospedeiro mamifero. Como exemplos citamos os
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) que foram relatados ao auxiliar a L. (L.) major
sobreviver no interior de macréfagos, inibindo a enzima oOxido nitrico sintase
(Proudfoot, O'Donnell et al. 1995) e a proteina quinase C (Zufferey, Allen et al. 2003).
O lipofosfoglicano é um ligante de macréfagos que esta diretamente envolvido nos
estagios iniciais da infeccdo que parece possuir funcdes ndo sé de estabelecimento
do parasito no hospedeiro vertebrado, como também de sobrevivéncia no inseto vetor

e de transmisséo do protozoario (Spath, Epstein et al. 2000).

1.3 Proteases

As proteases sdo importantes fatores de viruléncia que contribuem para a
patogénese de Leishmania, uma vez que sdo enzimas que hidrolisam ligacdes
peptidicas. Sdo enzimas extremamente abundantes, e juntamente com seus
homélogos correspondem a aproximadamente 2% dos genes codificados em alguns
genomas (Rawlings and Barrett 2000, Puente, Sanchez et al. 2003). Estéo distribuidas
em uma grande variedade de fontes, como: plantas, animais e micro-organismos. As
proteases sdo vistas como importantes proteinas sinalizadoras que estdo envolvidas
no correto funcionamento da maioria das funcées bioldégicas. Em humanos, a atividade
anormal dessas enzimas pode estar relacionada direta ou indiretamente com diversas
patologias cardiovasculares e inflamatérias, canceres e desordens neurolégicas (Turk
2006).

As proteases sao classificadas de acordo com a posicdo de clivagem do
substrato. Por este critério, as proteases sao divididas em endoproteases, que atuam
preferencialmente nas regides internas das cadeias polipeptidicas, e as exoproteases
que clivam ligacdes peptidicas nas extremidades N ou C terminais das cadeias
polipeptidicas e podem ser denominadas aminopeptidases e carboxipeptidases,
respectivamente. As aminoproteases podem liberar um simples residuo de
aminoacido (aminopeptidase), um dipeptideo (dipeptidases) ou um tripeptideo
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(tripeptideo-peptidases). As carboxiproteases liberam um Unico aminoacido ou um
dipeptideo (Barrett 1994).

As endoproteases podem ser classificadas conforme: (i) a natureza quimica do
sitio catalitico e; (ii) as relacbes referentes a sequéncia de aminoécidos e a estrutura
da proteina:

(i) De acordo com o grupo reativo envolvido na catalise, as endoproteases
podem ser divididas em quatro principais tipos: aspartico-protease, cisteino- protease,
serino-protease e metalo-protease, que tém, respectivamente, o residuo de
aminoacido acido aspatrtico, cisteina ou serina no sitio ativo envolvido na catélise e as
metalo-proteases utilizam ion metalico para a atividade catalitica (Rawlings and
Barrett 1993).

(if) O sequenciamento completo do genoma de diversos micro-organismos, levou
a uma modernizacao do sistema de classificacdo das proteases, pela necessidade de
abranger o diversificado repertério catalitico encontrado na natureza, e de catalogar e
sistematizar a grande quantidade de informacao produzida ao longo dos anos. Dessa
forma, foi criado o banco de dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), que agrupa
as enzimas em familias de acordo com a homologia, e as familias de mesma origem
ancestral sdo agrupadas em clds. Este tipo de informacdo é determinado pela
estrutura terciaria das enzimas (Rawlings, Waller et al. 2014).

1.4 Proteases de Leishmania spp

Em Leishmania spp, as proteases desempenham um papel fundamental na
interac&o entre o parasito e 0 hospedeiro, uma vez que tém o potencial de degradar
proteinas e peptideos que participam de uma gama de fun¢des bioldgicas. Entre as
funcdes exercidas pelas proteases podemos citar: invasao ao hospedeiro, escape do
sistema imune do hospedeiro, resisténcia do parasito a terapia medicamentosa,
metabolismo de proteinas ou peptideos biologicamente ativos e, assimilagdo dos
aminoacidos como fonte nutricional ou para sintese de substancias orgéanicas (Barrett
1994).

1.4.1 Aspartico- proteases

As aspartico-proteases geralmente atuam em condi¢des acidas o que limita sua
fungcdo em locais especificos nos diferentes organismos e as tornam a classe

proteolitica menos abundante entre o grupo de proteases (Dash, Kulkarni et al. 2003).
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No entanto, essas enzimas tém sido isoladas e estudadas em uma ampla gama de
organismos, de vertebrados a retrovirus, como alvos para intervencao terapéutica
visto a sua participacdo em varios processos fisioldgicos e patolégicos importantes
(Eder, Hommel et al. 2007).

Dentro deste contexto, foi relatada a presenca de atividade de aspartico-
protease em formas promastigotas de Leishmania mexicana e Leishmania infantum,
que sdo sensiveis a éster metilico de diazoacetil-DL-norleucina (DAN) e a inibidores
especificos de aspartico-proteases de HIV, Ac-Leu-Val-Phenilalanina, Nelfinavir
(NFV) e Saquinavir. Também verificou-se que na presenca de inibidores de aspartico-
protease, as formas amastigotas e promastigotas desses parasitos reduziram a
atividade proliferativa com uma percentagem significativa de células binucleadas e,
em alguns casos, células multinucleadas, indicando um bloqueio da citocinese na
divisdo celular (Valdivieso, Rangel et al. 2010).

Estudos também verificaram que as aspartico-proteases de Leishmania major
parecem processar peptideos de 28 kDa em lisossomas e contribuir para a
degradacédo de cadeias invariaveis em células apresentadoras de antigenos de ratos
infectados (Zhang, Maekawa et al. 2000). Ainda foi constatado que sua atividade
diminui durante a transformacao de promastigotas para amastigotas em Leishmania
amazonensis (Alves, Corte-Real et al. 2005). Recentemente foi realizado o isolamento
da proteina Ddil-like de Leishmania major e verificado que esta possui atividade de
aspartico-proteases (Perteguer, Gomez-Puertas et al. 2013).

Até a data, dois genes de aspartico-proteases foram identificados dentro do
genoma de Leishmania: (i) um gene que codifica para uma aspartico-proteases
pertencente a familia A22 que apresenta similaridade sequencial com a presenilina 1,
e hidrolisa proteinas de membrana do tipo I, sugerindo que esteja envolvida na
autofagia (Besteiro, Williams et al. 2007); (ii) o outro gene codifica uma segunda
enzima que apresenta identidade sequencial com uma peptidase que cliva peptideos
sinais no interior das membranas e tem distribuicdo ubiqua em eucariotos (Perteguer,

Gomez-Puertas et al. 2013).

1.4.2 Serino- proteases

A atividade desta classe de peptidases em Leishmania foi primeiramente
identificada por meio da purificagdo de sua proteina em extrato intracelular
hidrossoluvel de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e caracterizada como
uma oligopeptidase B. Estudos posteriores sugeriram que a oligopeptidase B, durante
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a diferenciacdo da forma amastigota, € regulada e participa do revestimento de
superficie do parasita juntamente com as enzimas enolase e plasminogénio, o que
permite aos amastigotas se replicarem sem serem detectados no interior do
macrofago (Silva-Almeida, Pereira et al. 2012).

Mutantes de L. (L.) major com deficiéncia de oligopeptidase B mostraram
capacidade de crescer normalmente como promastigotas, embora apresentem
deficiéncia na diferenciacdo para promastigotas metaciclicos. Essas formas foram
menos capazes de infectar e sobreviver dentro de macrofagos em experimentos in
vitro, apesar de manter a sua viruléncia in vivo em camundongos. Estes dados
sugerem que a deficiéncia de oligopeptidase B em L. (L.) major ndo € um fator de
viruléncia prevalente, mas sim faz parte de um conjunto de fatores, indicando que
diferencas funcionais entre Leishmania influenciam sua interacdo com o hospedeiro
mamifero (Munday, McLuskey et al. 2011).

A subtilisina, outra classe de serino-proteases, de Leishmania donovani foi
clonada e demonstrou possuir uma importante capacidade catalitica. Quando o gene
da subtilisina foi suprimido, a capacidade de diferenciacdo de promastigota para
amastigota, in vitro, foi reduzida. Além disso, a atividade desta serino-protease de
Leishmania é aumentada significantemente em amastigotas quando comparada com
formas promastigotas, sugerindo um papel importante dessa enzima quando o

parasita habita no hospedeiro vertebrado (Swenerton, Knudsen et al. 2010).

1.4.3 Metalo- proteases

Dentre os fatores moleculares que contribuem para a viruléncia das Leishmania
spp destaca-se a glicoproteina de 63 kDa (gp63), uma metalo-protease dependente
de zinco. Essa enzima é um dos principais componentes de superficie presente em
todas as espécies de Leishmania, especialmente em promastigotas, representando
mais de 1% do total de proteinas do parasito (Jaffe and Dwyer 2003).

Esta glicoproteina estd ligada a membrana por uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), é expressa em grande quantidade na superficie de
promastigotas metaciclicos infectivos ao hospedeiro vertebrado e tem um baixo nivel
de expressédo na forma amastigota intracelular. Essa diferenca na expressao de gp63
pode estar relacionada com sua funcéo no processo de entrada do parasita na célula
hospedeira, na sobrevivéncia dos amastigotas e ha modulacdo da resposta imune do

hospedeiro (Olivier, Gregory et al. 2005).
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Diversas funcdes de gp63 vém sendo descritas relacionadas ao sucesso da
infeccdo no hospedeiro vertebrado, como: (i) resisténcia a lise mediada pela clivagem
do componente C3b, do Sistema Complemento, em C3bi, facilitando a fixacdo da
Leishmania ao macrofago; (ii) protecdo da degradacao dentro do fagolisossomo de
macréfagos (Hsiao, Yao et al. 2008); (iii) inibicdo da quimiotaxia de mondcitos e
neutrofilos; (iv) ligacado as células “natural killer” inibindo sua proliferacéo e facilitando
assim a infeccdo parasitaria (Lieke, Nylen et al. 2008); e (v) evasdo da morte
apoptotica mediada por peptideos antimicrobianos (Kulkarni, McMaster et al. 2006).

Como revisado por Silva-Lopez (Silva-Lopez 2010), inibidores de metalo-
proteases foram utilizados em culturas de promastigotas de L. major, mas tais
compostos ndo demonstraram o efeito citotoxico esperado. Além disso, a gp63 tem
sido empregada em varios estudos de imunizacdo experimental contra diferentes
espécies de Leishmania e tem conferido protecdo efetiva em camundongos
suscetiveis. Entretanto, outros animais também susceptiveis a infeccdo por
Leishmania, como algumas espécies de cdes e macacos, ndo desenvolveram
resposta imune protetora quando vacinadas com diferentes formulagdes contendo
leishmanolisina. Estudos continuam sendo conduzidos para estudar a melhor
formulacéo e administracéo da gp63 que confira maior imunoprotecao, e sua possivel

utilizagdo em vacinas contra leishmanioses.

1.4.4 Cisteino-proteases

As cisteino-proteases (CPs) sdo fatores de viruléncia com propriedades
imunomoduladoras durante a infeccdo de Leishmania. De maneira geral, as CPs sdo
enzimas conhecidas por desempenhar papéis essenciais na patogénese de infeccbes
de protozoarios parasitas, € 0 seu potencial como alvos de drogas e vacina tem sido
investigado exaustivamente. Neste cenario, a acdo de inibidores de CP sobre o
controle da infeccdo pode ser interpretada como uma evidéncia da importancia destas
enzimas durante o estabelecimento da infecgdo no hospedeiro (Selzer, Pingel et al.
1999).

As CPs mais estudadas nas espécies de Leishmania sdo as CPA, CPB e CPC,
as quais apresentam relacbes evolutivas com a papaina (em relacdo a estrutura
molecular e a atividade catalitica) (Silva-Almeida, Pereira et al. 2012). CPA e CPB
também possuem caracteristicas similares com a catepsina L e a CPC com a
catepsina B. Varios genes de CP foram caracterizados em Leishmania, principalmente
em espécies do complexo L. (L.) mexicana, tais como Leishmania (L.) mexicana
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(Robertson and Coombs 1994), Leishmania (L.) pifanoi (Marin-Villa, Vargas-
Inchaustegui et al. 2008) e Leishmania (L.) amazonensis. Também tem sido
observado que o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs) que ocorre em CPs, pode
variar de acordo com o estagio de vida do parasito, podendo estar relacionado com
as caracteristicas clinicas dermotrépicas em vez de estar relacionado a um estado
viscerotropico (Hide and Banuls 2008).

A CPB apresenta caracteristicas exclusivas quando comparadas a outras CPs:
uma extensao de cerca de 100 aa, na sua regido COOH-terminal com presenca de
multiplas copias organizadas em tandem no genoma do parasita. Foi evidenciado que
a CPB de L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis podem ter um papel na resposta do
equilibrio Th1/Th2 através da clivagem do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC — major histocompability complex) de classe Il no vacuolo parasitéforo do
hospedeiro; clivagem da interleucina IL-2; inducdo na expressao de receptores IL-4;
inibicdo da producgéo de IL-12 nos macréfagos e células dendriticas (Pereira, Silva et
al. 2011).

Uma evidéncia da importancia das CPBs como um fator essencial de viruléncia
para as espécies do complexo de L. (L.) mexicana foi obtida em ensaios de infec¢des
experimentais com camundongos BALB/c utilizando parasitas geneticamente
modificados em que os genes para a CPA, CPB e CPC foram deletados (cepas Acpa,
Acpb e Acpc) (Mottram, Coombs et al. 2004). Estes ensaios mostraram que a auséncia
de CPA ou CPC afetaram os parasitas de um modo mais discreto do que a auséncia
da CPB. Parasitas que ndo possuiam CPB mostraram uma reduzida capacidade de
infectar e induzir lesdes do que a estirpe de tipo selvagem (Alexander, Coombs et al.
1998).

1.4.5 Extensdo COOH-terminal da CPB (CTE)

A CPB pode atuar sobre o sistema imune do hospedeiro através da sua
extensdo COOH-terminal. Essa extenséo € hidrolisada quando a CPB € processada
para a sua forma madura (Robertson and Coombs 1994) no interior do macréfago
(Alves, Corte-Real et al. 2005). A CTE e/ou CPB né&o processada foi observada no
citoplasma de células hospedeiras através de marcacao com ouro coloidal direcionada
com anticorpo para um peptideo da CTE (Figura 4). Ha indicios de que este
polipeptideo atue na modulacéo do sistema imune do hospedeiro vertebrado (Alves,
Corte-Real et al. 2005).
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A partir de estudos in silico das caracteristicas fisico-quimicas, como carga
elétrica, hidrofobicidade e ponto isoelétrico, para predicédo de epitopos de linfécitos T,
foi possivel a identificacdo de trés sequéncias de aminoacidos derivadas da CTE de
L. (L.) mexicana compativeis para interacbes com as proteinas do antigeno
leucocitario humano (HLA — human leukocyte antigen) de classe Il (PI: VMVEQVICFD;
Pll: VGGGLCFE e; PIll: YFLGSIMNTCHYT). Esses epitopos demostraram a
capacidade de estimular a proliferacéo de linfécitos oriundos da circulagédo periférica
de pacientes com leishmaniose em ensaios in vitro (Alves, Pontes de Carvalho et al.
2001).

Figura 4: Localizacdo da cisteino-protease em L. (L.) amazonensis usando anticorpo anti-
papaina monoespecifico de coelho. Particulas séo vistas em associa¢cdo com a membrana de
superficie (seta), vesiculas intracelulares e bolso flagelar (ponta de seta). N: nucleo; Fp: bolsa
flagelar; Pv: vacuolo parasitoforo (Alves et al., 2005).
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Devido a importancia imunolégica da CTE, foi proposto um estudo in silico com
0 proposito de reconstruir sua estrutura tridimensional de Leishmania (L.) mexicana.
Os procedimentos de modelagem molecular utilizadas nesse estudo foram guiados a
partir da homologia presente na familia das cisteino-proteases. A regido madura da
cisteino-protease esta intimamente relacionada com papaina e, de fato, a papaina é
considerada um arquétipo das cisteino-proteases apresentando elevada identidade
com esta familia de enzimas (Alves, Figueiredo et al. 2001).

Como nao foram encontrados moldes para CTE para realizacdo da modelagem
comparativa, foi construida uma quimera entre o modelo estrutural da papaina
combinada com a sequéncia de aminoacidos da CTE. Essa combinacdo permitiu
modelar a quimera com uma glicosiltransferase. O alinhamento sequencial entre a
guimera e o glicosiltransferase mostrou locais de identidade em toda a extensdo da
proteina apesar da baixa identidade global de 37% (Alves, Figueiredo et al. 2001).

A estrutura tridimensional predita para CTE demonstrou existéncia de porc¢des
organizadas em a-hélice e de por¢cdes com estrutura linear. As trés sequéncias de
peptideos derivados da CTE (PI, Pll e PIIl) estdo localizadas em regifes nao
estruturadas do modelo proposto (Figura 5). Apenas a porgéo inicial do Pl encontra-
se em regiao de a-hélice, Pl e PIIl apresentaram estrutura coil (Figura 6). Em vista
da organizacdo espacial e da hidrofobicidade dos aminoacidos dos peptideos
derivados, apoia-se a hipotese que essas porcdes da CTE possam interagir com
moléculas do MHC de classe Il (Alves, Figueiredo et al. 2001).

O uso desses mesmos epitopos preditos em ensaios com camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis demonstrou a capacidade de um deles (PI) induzir
a expressao de citocinas relacionadas a resposta Th2 em células cultivadas a partir
de camundongos BALB/c, ao passo que as células de camundongos CBA expostas
ao mesmo peptideo expressam citocinas relacionadas com ambas as respostas Thl
e Th2. A proliferacéo de linfocitos T também foi estimulada pelo peptideo sintético,
especialmente a de linfocitos T CD8+. Além disso, quando usado para ensaios in vivo
com animais infectados, o Pl causou o aumento do crescimento de lesbes de
camundongos BALB/c, mas nédo para os camundongos CBA (Alves, Benevolo-De-
Andrade et al. 2004).
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Cyspep

Figura 5: Estrutura predita para a extensdo COOH-terminal da CPB de L. (L.) mexicana, onde
trés potenciais por¢des de epitopos sdo atribuidas: Pl (Val217 + Asp226), PIlI (Val272 +
Glu279) e PIIl (Pro287 + Thr300) (Alves et al., 2001).
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THR3QQ

Figura 6: Detalhes estruturais dos epitopos selecionados, apresentando com os aminoacidos
hidrofébicos e anéis aromaticos atribuidos. PI, com aminoacidos hidrofébicos em azul; PlI,
com aminoacidos hidrofébicos em laranja e; PllIl com aminoacidos hidrofébicos em vermelho
(Alves et al., 2001).
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A CTE pode também desempenhar um papel na infec¢do de macréfagos com L.
(L.) pifanoi ou L. (L.) amazonensis. A incubacéo dos parasitas com 0s anticorpos anti-
CTE antes da sua interacdo com os macrofagos levou a uma reducdo no numero de
células infectadas. Este efeito foi mais decisivo com as formas amastigotas do que
com promastigotas. A pré-incubacdo dos parasitas com anticorpo especifico para o
dominio catalitico da CPB de L. (L.) pifanoi ndo apresentou efeitos na infeccéo de
macrofagos (Marin-Villa, Vargas-Inchaustegui et al. 2008).

Com o intuito de encontrar novos peptideos imunomoduladores derivados da
extensdo COOH-terminal da CPB de L. (L.) amazonensis (cyspep), Pereira e
colaboradores (2011) realizaram seu sequenciamento, a sequéncia nucleotidica e
proteica esta presente na Figura 7. Essa sequéncia foi analisada por algoritmos online
de predicdo de clivagem proteossémica com o objetivo prever quais sequéncias
seriam originadas a partir da clivagem da cyspep. Através deste procedimento foi
entdo possivel obter nove epitopos a serem avaliados como candidatos a ligantes do
MHC (Pereira, Silva et al. 2011).

Experimentos in vitro, com camundongos de diferentes niveis de
susceptibilidade a infecgdo por L. (L.) amazonensis, demonstraram que o peptideo P6
(FCLGGGLCL) estava relacionado com o0 aumento nos niveis de interleucina 10 em
culturas de células de nédulos linfaticos de camundongos BALB/c infectados com L.
(L.) amazonensis. Além disso, esse peptideo também interferiu no equilibrio de
populacdes de diferentes células sendo consequéncia de uma reducdo na
percentagem de linfocitos T CD8+ em culturas estimuladas pelo P6 (Pereira, Silva et
al. 2011).
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5’ - gcacccagacccgtgatggtggagcaggtgatctgecttecgataagaactgcactcaggggtgcaagaaaaccctgatcaaggecgaacgagtge
Nt-A P R P VM V E Q V I V F D K N C T Q G C K K T L I K A N E C

cacaagaacgggggaggaggcgcctctatgatcaagtgcagtccgecagacggtgacgatgtgcacgtactecgaacgaattetgectgggeggggggetg
H K N GG G G G A S M I K C S P QT V T MO CT Y S NUEVF CUL G G G L

tgectegagactectgatggtaagtgegegeegtactttttgggeteggtecattaacacetgtecactacacg -3/
c L E T P D G K C A P Y F L G §$ V. I N T CH Y T -Ct

Figura 7: Sequéncias de nucleotideos (acima) e de aminoacidos (abaixo) da cyspep. As sequéncias estao transcritas nas ordenagdes de 5 — 3’ e
NH3-terminal (Nt) — COOH-terminal (Ct) para nucleotideos e aminoacidos, respectivamente. Os aminoacidos (representados pelo codigo de 1 letra)
estdo organizados abaixo do primeiro nucleotideo de sua triade de nucleotideos (Pereira et al., 2011).
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Novos experimentos foram realizados para verificar a estabilidade da ligacdo dos
epitopos Pl e P6 da cyspep com receptores H-2 de camundongos infectados por L.
(L.) amazonensis e seus efeitos na resposta imune no hospedeiro mamifero. Foram
realizados testes de proliferacdo e quantificacado de linfécitos T reativos aplicando
analise de citometria utilizando amostras de drenagem de linfonodos de lesbes de
camundongos infectados por L. (L.) amazonensis (Souza-Silva, Pereira et al. 2014).

A analise computacional das sequéncias dos peptideos Pl e P6 por meio de
algoritmos online de predigcéo de clivagem proteossomica identificou sete sequéncias
derivadas que teoricamente sdo capazes de se ligar as moléculas de MHC. Dessas,
cinco peptideos induziram a blastogénese em células de BALB/c, enquanto apenas
dois apresentaram a mesma propriedade em células de camundongos C57BL/6
(Souza-Silva, Pereira et al. 2014).

Além disso, epitopos derivados da cyspep podem estar envolvidos na
modulacgéo da infeccdo em camundongos, uma vez que linfocitos T CD8+ reativos aos
epitopos foram detectados em linfonodos de drenagem da lesdo de camundongos
BALB/c e C56BL/6 infectados por L. (L.) amazonensis. Observou-se que a taxa de
proliferacdo induzida pelos peptideos derivados da cyspep foi diferente em culturas
de células de ambos os haplotipos de camundongos testados. Estes fatos reforcam a
hipétese de que a resposta aos diferentes peptideos derivados da cyspep pode variar
entre linhagens murinos com niveis distintos de suscetibilidade a infeccdo (Souza-
Silva, Pereira et al. 2014).

1.5 Predicdo de Estruturas Tridimensionais de Proteinas

A funcdo de uma proteina estd intimamente associada a sua estrutura
tridimensional. (Pain, Hames et al. 1994) Essa € a afirmativa fundamental que inspira
todas as buscas por um método que seja capaz de prever a estrutura nativa de uma
proteina a partir da sua sequéncia de aminoacidos. Tal método poderia ajudar na
compreensao e no melhor aproveitamento do potencial contido na grande quantidade
de informacéo biolégica, na forma de sequéncias, que vem sendo gerada gracas ao
sucesso dos projetos genoma.

A determinacdo experimental ainda é considerada o melhor processo para se
obter a estrutura tridimensional de uma proteina. Entretanto estas técnicas, além de
serem financeiramente custosas, podem levar anos e, em alguns casos, a estrutura

final pode nédo ser elucidada. Portanto, o desenvolvimento de métodos computacionais
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€ tanto uma alternativa mais viavel quanto, em alguns casos, a unica possibilidade de
obtencdo de modelos estruturais para algumas proteinas.

A complexidade do estudo das conformacgdes adotadas por uma proteina
durante o seu enovelamento até a conformacéo nativa pode ser ilustrada no chamado
de paradoxo de Levinthal. Esse paradoxo estabelece que, se uma proteina fosse se
enovelar tentando sequencialmente todas as conformaces possiveis, levaria um
tempo consideravel, da ordem de milhares de anos, mesmo que as conformacgdes se
sucedessem a uma taxa muito rapida (Zwanzig, Szabo et al. 1992).

Baseado na observacdo de que as proteinas se enovelam muito mais
rapidamente, Levinthal (Levinthal 1969), prop6és que uma busca conformacional
aleatdria € muito improvavel e que uma proteina deveria, portanto, enovelar-se por
um processo dirigido. Nesse aspecto, determinar a estrutura tridimensional nativa a
partir da sequéncia de aminoacidos permanece como um dos maiores problemas da
ciéncia moderna, tratando-se de uma questdo profundamente multidisciplinar e
abrangendo diversas areas da ciéncia como engenharia, biologia, fisica, quimica e
computacéo cientifica.

Os métodos desenvolvidos para a predicdo da estrutura de proteinas podem
ser organizados em dois principais grupos: métodos baseados em estruturas molde,
gue incluem modelagem comparativa e threading; e métodos independentes de
estruturas molde, chamados de primeiros principios, que englobam os métodos de
novo e ab initio. O que ira ditar a escolha do método a ser aplicado é a presenca ou
auséncia de estruturas resolvidas experimentalmente que possam ser usadas como
molde para a modelagem da sequéncia alvo. A escolha do método esté
intrinsecamente relacionada com a porcentagem de identidade obtida a partir do

alinhamento entre a sequéncia alvo e possiveis candidatos a molde.

1.5.1 Modelagem Comparativa

A modelagem comparativa baseia-se no conhecimento de que a conformacao
estrutural de uma proteina é mais conservada que sua sequéncia de aminoacidos
durante o processo evolutivo, e que pequenas mudancas na sequéncia, em geral,
resultam em, apenas, sutis modificagdes na estrutura tridimensional (da Silva 2007).
Desta forma, a abordagem permite que proteinas que n&do possuem estruturas
tridimensionais determinadas experimentalmente possam ter sua estrutura predita a
partir da sua sequéncia de aminoacidos. Trata-se de um método empirico que utiliza
o alinhamento construido entre a sequéncia da proteina a ser modelada (sequencia
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alvo) e a sequéncia de uma proteina relacionada estruturalmente (molde) (Sanchez
and Sali 1999).

A modelagem comparativa € o método frequentemente mais empregado, e seu
limite de predicéo esta intrinsecamente relacionado com o grau de similaridade entre
as estruturas alvo e molde. Geralmente, consideram-se como limites minimos de
aplicabilidade do método valor de 30% de identidade entre a sequéncia primaria da
proteina de interesse e 0 molde, para proteinas com minimo de 100 amino&cidos na
sua composicao.

O processo de obtencdo de um modelo proteico virtual através da execucao da
estratégia da modelagem comparativa envolve quatro etapas principais (Marti-
Renom, Stuart et al. 2000), entre elas: (i) identificacdo dos moldes; (ii) alinhamento
das sequéncias; (iii) construcdo do modelo e; (iv) validacdo dos mesmos (Figura 8)
(Sternberg 1996).

1.5.2 Abordagem threading

A abordagem threading € um método de predicdo da estrutura de proteina
usado com intuito de descobrir homologias remotas que ndo podem ser descobertas
por alinhamento padrdo de sequéncias. A metodologia consiste em identificar se o
padrdo de enovelamento de uma proteina com estrutura desconhecida € semelhante
ao de proteinas ja caracterizadas estruturalmente. Se fragmentos da sequéncia se
ajustam bem aos enovelamentos, um alinhamento pode ser deduzido, mesmo que
nao haja informacdo suficiente para construir um modelo completo (Gibas and
Jambeck 2001).

As limitacdes dos métodos de threading surgem de dois pontos principais: (i)
como observado para a modelagem comparativa, se a identidade entre a sequéncia
alvo e a sequéncia molde for muito baixa, é possivel que o enovelamento daquela
sequéncia simplesmente n&do corresponda a estrutura nativa da sequéncia de
interesse, podendo construir um modelo completamente errado. (i) Outra limitacdo é
gque os modelos gerados por threading apresentam uma resolucdo relativamente
baixa, dificultando seu uso em estudos que exigem posicionamento preciso dos
atomos como no caso do docking molecular de ligantes no sitio da proteina (Gibas
and Jambeck 2001).
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Figura 8: Esquema geral do método tedrico da modelagem comparativa. Adaptado de
MARTY- RENOM et al., 2000.
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1.5.3 Método de novo

Embora a modelagem comparativa e a abordagem threading permitam a
obtencdo de modelos satisfatorios, tais técnicas séo invalidas se as proteinas de
referéncia, com estruturas determinadas experimentalmente, ndo se encontrarem
disponiveis. Para possuir a independéncia de moldes de proteinas homadlogas, foram
desenvolvidos métodos que usam informagdes provenientes de bancos de estruturas
de proteinas determinadas empiricamente, resultando no tipo de predicdo chamada
de novo. Dentre as principais técnicas usadas pela predicdo de novo destacam-se o
uso da predicdo de estruturas secundarias, uso de fragmentos de proteinas, e

modificacdo da funcéo de energia (Dahiyat and Mayo 1997).

1.5.4 Método ab initio

O método ab initio se destaca como sendo a tentativa mais ambiciosa para a
resolucao do problema de predi¢cédo de estrutura de proteinas. Essa abordagem difere
das demais por nao usar informacdes de estruturas conhecidas, relacionadas com a
sequéncia alvo, e por usar funcdes de energia contendo somente termos de
significado fisico. Tal estratégia é baseada em dois pressupostos: (i) todas as
informacBes necessarias sobre a estrutura de uma proteina estdo contidas em sua
sequéncia de aminoacidos; (ii) e acredita-se que as proteinas enovelam-se para um
estado nativo, ou um conjunto de estados nativos, que se encontra no (ou proximo ao)
minimo global de energia livre.

Em geral, o método ab initio se restringe a proteinas com numero de
aminoacidos menor que 100. O procedimento de busca da melhor estrutura da
proteina tem como base a hip6tese termodinamica, onde o minimo de energia livre é

0 suposto estado nativo da proteina (Xu and Zhang 2012).

1.5.5 Acuracia e aplicacdo de modelos de estrutura de proteinas

A aplicabilidade de um modelo tridimensional esta diretamente relacionada com
a acuracia com que este foi gerado (Figura 9). A precisdo de um modelo gerado por
modelagem comparativa esté relacionada com o percentual de identidade sequencial
em que baseia-se e o correlaciona com a relagéo entre a similaridade estrutural e a

sequéncia de duas proteinas (Baker and Sali 2001).

25



100 =
APLICACOES

Estudos de
mecanismo cataliticos

NMR, raio-x

Desenho e
melhoramento de
ligantes

50 Docking de
macromoléculas

Virtual screening e
docking com ligante
pequenos

Predicao de epitopos
antigénicos
30 Suporte em estudos
de mutagénese
sitio-dirigida

Modelagem Comparativa
% lIdentidade Sequencial

L}

C
=
=
=
=
=
Qo
=
Q
<
Z
®
=
=
-5

Refinamento de
estruturas resolvidas
por NMR

Threading

Correlacao funcional
a partir de
similaridade
estrutural

Identificacao de
regioes conservadas
em residuos de
superficie

Métodos de novo

Deteccao de sitios
funcionais por busca

em bancos de motivos
3D

Similaridade Sequencial Insignificante

Figura 9: Acuréacia e aplicacdo de modelos de estrutura de proteinas. Sdo mostrados os
diferentes intervalos de aplicabilidade da modelagem comparativa, threading, e métodos de
novo; a acuracia correspondente dos modelos estruturais de proteinas; e exemplos de
aplicacdes. (A a C) Exemplos de modelos comparativos baseados em cerca de 60% (A), 40%
(B), e 30% (C) de identidade sequencial com a sua estrutura molde. (D e E) Exemplos de
predices do método de novo com software Rosetta para o experimento CASP4. Predi¢cdes
de estruturas estdo em vermelho, e estruturas reais em azul. Adaptado de Baker e Sali, 2001.
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Modelos comparativos de alta precisdo sdo baseados em mais de 50% de
identidade sequencial com seus moldes. Os erros encontrados nestes casos estéo,
normalmente, relacionados com pequenas mudancas ou distor¢des das regides da
cadeia principal, erros na cadeia lateral e em regides de loops. Os modelos de
precisao intermediaria sdo baseados em 30 a 50% de identidade sequencial. Nesses
modelos, ha maior frequente de erros na cadeia lateral e na modelagem de regifes
de loops, além da existéncia de ocasionais erros de alinhamento (Baker and Sali
2001).

J4 os modelos de baixa precisdo, baseados em valores de identidade
sequencial menores de 30 %, os erros de alinhamento tornam-se mais frequentes.
Além disso, quando um modelo baseia-se num alinhamento muito baixo (abaixo de
25%) para uma estrutura conhecida pode acarretar em enovelamento incorreto.
Outros fatores, como a selecdo de moldes e a precisdo do alinhamento geralmente
tém maior impacto sobre a precisdo do modelo, especialmente para os modelos
baseados em estruturas com menos de 40 % de identidade sequencial para os moldes
(Baker and Sali 2001).

A exatiddo e confiabilidade dos modelos produzidos por métodos de novo sao
muito mais baixas do que a dos modelos gerados por modelagem comparativa com
base em alinhamentos com mais de 30 % de identidade sequencial. Porém a topologia
basica de uma proteina ou dominio pode, em alguns casos, ser razoavelmente predita
(Figura. 9, D e E) (Baker and Sali 2001).

Os modelos de baixa resolucdo, produzidos por métodos de novo, podem
revelar relagbes estruturais e funcionais entre proteinas com sequéncias de
aminoacidos diferentes e fornecer uma estrutura que permite analisar relacdes
espaciais entre os residuos conservados ou entre residuos funcionalmente
importantes. Desta forma, predicdes por métodos de novo podem fornecer ideias
funcionais importantes que podem ser obtidas a partir de estruturas determinadas

experimentalmente (Baker and Sali 2001).

1.6 Dinamica Molecular

Existe uma complexa rede de entidades quimicas que sédo capazes de criar
dinamicamente a vida a nivel molecular. Por exemplo, as proteinas e os acidos
nucléicos adotam uma estrutura especifica de acordo com a sua funcéo, os ions séo

transportados através das membranas, enzimas podem desencadear uma cascata de
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reacoes quimicas etc. Devido a complexidade dos sistemas biologicos, os métodos
computacionais tornaram-se cada vez mais importantes nas ciéncias da vida. Os
sistemas computacionais mais rapidos, poderosos e complexos podem ser explorados
através de simulacdes computacionais (Cai, Li et al. 2012).

A Dinamica molecular (DM) surgiu como um dos primeiros meétodos de
simulagdo aplicados a dindmica dos liquidos por Alder e Wainwright (Alder and
Wainwright 1957, Alder and Wainwright 1959) e por Rahman (Rahman 1964) no final
dos anos 1950 e inicio dos anos 1960. Devido aos avan¢os na tecnologia e melhorias
de algoritmos, a DM tornou-se uma ferramenta valiosa em muitas areas da fisica e da
quimica. Desde os anos 1970 a DM tem sido amplamente utilizado para estudar a
estrutura e a dindmica de macromoléculas.

Experimentos desempenham um papel central na ciéncia. A riqueza de
resultados experimentais fornece uma base para a compreensdo do mecanismo
quimico de vida. Técnicas experimentais, tais como a difracdo de raios X ou NMR,
permitem a determinacdo da estrutura e da elucidacdo da funcdo de grandes
moléculas de interesse biolégico. No entanto, o experimento s6 € possivel em
conjunto com modelos e teorias. As simulagcdes computacionais tém alterado a
interacdo entre o experimental e a teoria. A esséncia da simulagéo é a utilizagdo do
computador para modelar um sistema fisico (Karplus and McCammon 2002).

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), a
“dindmica molecular € um procedimento de simulacdo que consiste na computagao
do movimento dos &tomos em uma molécula ou de atomos individuais ou moléculas
em solidos, liquidos e gases, de acordo com as leis de movimento de Newton” (Van
de Waterbeemd, Carter et al. 1997). Em outras palavras, trata-se de um método de
simulacdo que acompanha a evolucédo temporal dos sistemas estudados em escala
atbmica e molecular, obtida a partir da integracdo de equacbes de movimento
(segunda lei de Newton) para cada atomo do sistema. A forca que atua sobre cada
atomo € obtida a partir das informacgfes presentes nos campos de forca classicos
(Kukol 2008).

1.6.1 Campo de Forca

De maneira simplificada, atribui-se a denominacdo de campo de forca a
descricdo de um sistema de muitas particulas pela sobreposi¢cdo de termos simples.
A solugdo numérica das equacdes de movimento a partir de coordenadas e
velocidades iniciais, para 0 movimento de cada atomo submetido ao campo de forga,
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€ obtida através de um algoritmo computacional (Allen and Wilson 1989, Frenkel and
Smit 1996). Todos eles baseiam-se na resolucao das equacdes de Newton a partir de
uma expansdo em série de potencias da posicdo de cada particula e em cada
incremento no tempo.

Cada campo de forca estabelece um conjunto de equacbes matematicas
dedicados a reproduzir aspectos do comportamento molecular, como o estiramento
de ligagBes quimicas, a deformacédo de um angulo de ligacdo ou a tor¢cdo de um
diedro. Estas equacdes, por sua vez, sdo parametrizadas para reproduzir o
comportamento dos compostos de interesse (Verli 2014). Os campos de forca
classicos sdo compostos por duas classes de fungdes potenciais (Figura 10) (Cornell,
Cieplak et al. 1995, Durrant and McCammon 2011):

(i) InteracOes ligadas séo representadas por ligagdes covalentes (potencial de
estiramento), dobramento angular, diedros proprios e improprios.

(i) Interacdes ndo-ligadas sdo computadas baseando-se em uma lista de
atomos vizinhos néo ligados, dentro de um certo raio de corte. Essas ligacdes
consistem no potencial de Lennard-Jones e interagdo de Coulomb.

Para cada sistema é aconselhavel analisar qual campo de forca € o mais
apropriado, porgue cada um contém um conjunto de potenciais empiricos especificos

para cada sistema (Leach 2001).

1.6.1.1 Campo de Forca AMBER

O campo de forca AMBER utilizada o potencial de Lennard-Jones mais cargas
pontuais para atomos soltos ou distantes; para atomos diferentes é utilizado ainda
regras de mistura de Lorentz-Bertthelot. InteragBes intramoleculares apresentam
dindmicas do potencial tipo harménico tano para estiramento de ligacdes quanto parar
torcées angulares e angulos diedrais do tipo proprio. Atomos conectados por trés
ligacdes apresentam tratamento misto: sao regidos por Lennard-Jones e potencial de
Coulomb (Lindorff-Larsen, Piana et al. 2010).
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1.6.1.2 Campo de Forca CHARMM

Este campo de forga utiliza as mesmas regras de potenciais nédo ligados que
AMBER: potencial de Lennard-Jones mais cargas pontuais para atomos soltos ou
distantes e as regras de mistura de Lorentz-Berthelot. As diferencas sao que as
interacOes intramoleculares apresentam dinamicas do potencial tipo harménico tanto
para estiramento de ligagbes quanto para tor¢oes angulares e angulos diedros do tipo
improprio, além de termo ndo escalados do tipo Coulomb. Tor¢des angulares do tipo
improprias sdo utilizadas em casos especiais com fins de restricdo de planaridade de

residuos aromaticos (Mackerell, Feig et al. 2004).

1.6.1.3 Campo de Forga GROMOS

O campo de forca GROMOS é um campo de for¢ca baseado na unificacdo dos
atomos. Neste caso, os atomos de hidrogénio apolares, ou seja, agueles ligados a
atomos de carbono, sdo unidos a este elemento, dando origem a um pseudo-atomo
representando as propriedades de grupos CH, CH2 ou CH3. Excecao se d& para o
grupo CH de anéis arométicos, que tem os atomos de hidrogénio descritos
explicitamente. E parametrizado para usar as mesmas formas funcionais que AMBER,
sem a regra geral de mistura de Lennard-Jones. As relagbes intramoleculares s&o
diferenciadas. Flexibilidade das ligac6es € produzida pelo potencial de estiramento de
quarta poténcia, enquanto angulos se retorcem com tor¢des do tipo proprias e 0s
diedrais séo tratados pela série de cossenos, Lennard-Jones e termos de Colulomb

nao escalados (Oostenbrink, Villa et al. 2004).

1.7 Justificativa

A grande quantidade de produtos do processamento das CPs que séo lancados
em macréfagos parasitados e no ambiente extracelular pode ter um significado
relevante nos mecanismos adaptativos das Leishmania spp. Entre esses produtos
destaca-se a CTE cuja funcéo biolégica ndo esta adequadamente definida. Até o
presente momento esse polipeptidio foi verificado quanto a acdo de seus peptideos
derivados na modulagao da resposta imune do hospedeiro vertebrado. No entanto,
também existe a possibilidade da CTE atuar diretamente sobre o hospedeiro

vertebrado durante a infeccdo, influenciando em varios eventos do processo
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inflamatoério, como: (i) aglutinagdo e adesdo celular; (i) migracdo transendotelial e
transepitelial em auxilio a migragéo de células do sistema imune ao sitio inflamatério;
(i) acao litica direta sobre células do sistema imune ativadas; (iv) ativacao/inativacao
de macrdéfagos; entre outras.

Assim, oportuno se faz investigar a estrutura tridimensional da CTE como uma
das estratégias para procurar funcdes para este polipeptidio, uma vez que a funcao
de uma proteina pode ser determinada pela sua estrutura. Macromoléculas como
proteinas tém uma grande diversidade estrutural, que se reflete nas multiplas funcdes

gue assumem em sistemas Vvivos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar possiveis modelos da estrutura tridimensional da regido COOH-

terminal da cisteino- protease B de Leishmania (Leishmania) amazonensis (cyspep).

2.2 Objetivos Especificos

e Construir modelos para estrutura tridimensional desta proteina mediante
utilizacao de diferentes metodologias computacionais.
¢ Analisar o comportamento dinAmico dos modelos propostos da proteina de

interesse.

e Avaliar a estabilidade das estruturas secundarias preditas nos modelos obtidos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Predicao de Estrutura Secundaria

A predicédo da estrutura secundaria consenso da cyspep foi realizada por meio
de quatro distintos servidores:

Jpred <http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/> (Cole, Barber et al.
2008): a predicdo € gerada a partir de seis algoritmos que empregam diferentes
meétodos, tais como: redes neurais (NNSSP (Salamov and Solovyev 1995)), redes
neurais baseadas em decisdo (PHD (Rost and Sander 1993)), discriminag&o linear
(DSC (King, Saqi et al. 1997)), métodos combinados de sequéncias singulares
(MULPRED (Barton, 1988, ndo publicado)), propriedades de ligacdo de hidrogénio
(Predator (Frishman and Argos 1996)), e predicdo ponderada do numero de
conservacdo (ZPRED (Zvelebil, Barton et al. 1987)). O arquivo de saida contém
informacao sobre propriedades fisico-quimicas e sobre a acessibilidade do solvente
para cada um dos aminoacidos testados.

Sympred <http://www.ibi.vu.nl/programs/sympredwww/> (Simossis 2004): é
um servidor de predicdo de estrutura secunddaria consenso que usa algoritmos de
programacao dinamica (PHDpsi (Rost and Sander 1993), PROFsec (Rost, ndo
publicado), SSPro2.01 (Pollastri, Przybylski et al. 2002), YASPIN (Lin, Simossis et al.
2005), JNet (Cuff and Barton 2000) e PSIPred (Jones 1999)), com alto nivel de
precisdo. O servidor vale-se de combinacdes de algoritmos que utilizam redes neurais
para realizar a predi¢ao a partir de alinhamentos de multiplas sequéncias homologas.

NPS (Network Protein Sequence) <https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html> (Combet, Blanchet et al.
2000): realiza a predicao de estrutura secundaria consenso por meio da selecéo de
métodos para predicdo de estrutura secundaria individuais como: DPM (Deleage and
Roux 1987), DSC (King and Sternberg 1996), GOR | (Garnier, Osguthorpe et al. 1978),
GOR Il (Gibrat, Garnier et al. 1987), GOR IV (Garnier, Gibrat et al. 1996) MLRC
(Guermeur, Geourjon et al. 1999), PHD (Rost and Sander 1993), Predator (Frishman
and Argos 1996), SOPMA (Geourjon and Deleage 1995), SYMPA96 (Levin, Robson
et al. 1986). Posteriormente, gera a predi¢cdo de estrutura secundaria consenso para
cada um dos aminoacidos na proteina, mostrando também a porcentagem da

estrutura secundéria da proteina obtida em cada um dos servidores de predigéo.
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Condord <http://helios.princeton.edu/CONCORD/> (Wei 2011): obtém a
predicdo de estrutura secundéria consenso por meio da utilizag&o de varios métodos
como PSIPRED (Jones 1999), DSC (King, Saqi et al. 1997), GOR IV (Garnier, Gibrat
et al. 1996), Predator (Frishman and Argos 1996), Prof (Ouali and King 2000),
PROFphd (Rost and Sander 1994), e SSpro (Cheng, Randall et al. 2005). O servidor
apresenta um esquema consenso baseado no método de otimizagdo linear inteiro
misto que visa maximizar o numero de aminoacidos corretamente preditos e atinge
uma melhor precisdo na predicdo. O arquivo de saida contém informacfes de nivel
de confianca para cada um dos aminoacidos na organizacdo da estrutura secundaria
predita. A pontuacdo de predicdo consenso é baseada na pontuacdo de confianca de
predicdbes de aminoacidos dos sete métodos que é introduzida para avaliar a
probabilidade de um aminoacido possuir um dos elementos de estrutura secundaria.
A pontuacéao de confianca é definida como:

confS(p,i,m): a pontuacédo de confianca predita pelo método m para o aminoacido
i da proteina p, p€eP,iesubsetPI(P,I),meM

onde I conjunto de posi¢cBes dos aminoacidos de uma proteina, i€l; P: conjunto
de proteinas de treinamento, [1 ... 3000], p&P; M: conjunto dos métodos utilizados,
[1,2,3,4,5,6,7]; subsetPI (P, I): subconjunto indicando o nimero de aminoacidos de

cada proteina p.

3.2 Predicao das Ligacdes Dissulfeto

Para predizer se a cyspep possui ligacdes dissulfeto foram utilizados quatro
servidores online que implementam técnicas especificas de aprendizagem
automatizado:

DiANNA (DiAminoacid Neural Network Application)
<http://clavius.bc.edu/~clotelab/DIANNA/> (Ferre and Clote 2005) realiza a predicéo
do estado de oxidacdo das cisteinas, sendo entdo calculada a probabilidade de
formacdo de uma ligacdo dissulfeto para cada par de cisteinas na sequéncia. A
execucao se dé através de uma rede neural treinada que utiliza a predi¢cao da estrutura
secundaria da proteina utilizando o algoritmo PSIPRED (Jones 1999), assim como o
perfil proveniente do alinhamento multiplo gerado por meio de sequéncias obtidas pelo
algoritmo PSIBLAST. DIANNA também realiza uma classificacédo ternaria (Ferre and
Clote 2006) através da aplicacdo de maquina de vetor de suporte (SVM) para

determinar se uma cisteina é reduzida (em estado de sulfidrilas livres), meia-cisteina
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(envolvida em ligacéo dissulfeto) ou ligada a um metal ou carbono. Neste ultimo caso,
DIANNA prediz se o metal é ferro, zinco, cadmio.

Scratch < http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/ > (Cheng, Randall et al. 2005)
utiliza o algoritmo Dlpro para predicdo de cisteinas envolvidas em ligacao dissulfeto
através da execucdo de rede neurais. No servidor Scratch, esse algoritmo foi
otimizado pela adicdo de informacgdes sobre estrutura secundaria e acessibilidade ao
solvente relativa como insumos para aumentar a precisdo da predicdo de ligacéo
dissulfeto, além do uso de SVM para discriminar proteinas com ou sem ligacdes
dissulfeto.

EDBCP (Ensemble-based Disulfide Bonding Connectivity Pattern prediction
server) < http://biomedical.ctust.edu.tw/edbcp/ > (Lin and Tseng 2010) fornece a
predicdo da ligacdo de dissulfeto por conectividade padrdo baseada em informacfes
estruturais das proteinas.

DISULFIND <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1538823/> (Ceroni,
Passerini et al. 2006). Nesse servidor, o estado de ligacéo dissulfeto de cada cisteina
€ predito pela primeira vez por um classificador binario. Em seguida, as cisteinas que
sdo conhecidas por participar na formacéo de pontes sdo combinadas para se obter

a conectividade padrao.

3.3 Modelagem da Estrutura Tridimensional da Cyspep

A construcdo do modelo tridimensional da cyspep através da predicdo
estrutural foi proposta por diferentes métodos: Modelagem Comparativa, Threading e

Métodos de novo.

3.3.1 Modelagem Comparativa

A construcdo de modelos por modelagem comparativa ocorreu de modo
manual através do programa Modeller (Sali, Potterton et al. 1995), e de forma
automatizada utilizando o servidor FUGUE (Shi, Blundell et al. 2001), que realiza
busca por homologos distantes.

No modo manual, a estrutura da cyspep foi obtida através da modelagem
comparativa, tendo como molde a estrutura da proteina lectina de germe de trigo,
depositada no banco de dados de proteinas (PDB - Protein Data Bank) sob o cddigo
1IWGC (Wright 1990), usando o programa Modeller versao 9.11 (Sali, Potterton et al.

1995). A estrutura da lectina foi identificada como um molde adequado através da
36


http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/
http://biomedical.ctust.edu.tw/edbcp/

ferramenta Sequence Annotated by Structure (SAS) (Milburn, Laskowski et al. 1998),
que realiza a aplicacéo de informacdes estruturais para uma determinada sequéncia
de proteinas. O alinhamento entre a sequéncia alvo (cyspep) e seu molde foi gerado
pelo pacote de alinhamento T-Coffee (Notredame, Higgins et al. 2000). Foram
construidos 50 modelos, dentre os quais o0 de menor valor de funcdo obijetiva,
calculada pelo programa Modeller, foi escolhido para posterior andlise. A funcdo
objetiva € uma medida de quanto o modelo satisfaz as restricdes espaciais de entrada,
sendo que valores mais baixos indicam um melhor ajuste e, portanto, modelos de
maior precisdo (Sali, Potterton et al. 1995).

No modo automatizado utilizamos 0 servidor FUGUE
<http://tardis.nibio.go.jp/fugue/prfsearch.html> que € um programa de reconhecimento
de homologos distantes por comparacédo de sequéncia-estrutura (Shi, Blundell et al.
2001). Ele baseia-se nas premissas da modelagem comparativa e pressupfe que
cada residuo em uma estrutura terciaria existe em um ambiente particular, podendo
ser descrito por caracteristicas como: conformacao da cadeia principal, acessibilidade
ao solvente, e estado de ligacdo de hidrogénio.

O programa FUGUE utiliza tabelas de substituicdo ambiente-especifico,
derivadas de alinhamentos estruturais na base de dados HOMSTRAD (Mizuguchi,
Deane et al. 1998), para melhorar a predicdo de estrutura secundaria e o
reconhecimento de enovelamento. Além disso, FUGUE usa penalidades de gap,
dependentes de estrutura, que calculam a penalidade para os residuos de acordo com
sua posicdo em relacdo aos elementos de estrutura secundéria e da acessibilidade
ao solvente, resultando em alinhamentos mais precisos.

Em suma, o programa varre um banco de dados de perfis estruturais, calcula a
pontuacdo de compatibilidade da sequéncia-estrutura e produz uma lista de potenciais
homologos e alinhamentos. No caso da cyspep, o molde encontrado foi uma proteina
de funcéo desconhecida codificada pelo gene pa3566 de Pseudomonas aeruginosa
cujo cbdigo PDB é 1X7V (Sanders, Walker et al. 2005).

3.3.2 Threading

3.3.2.1 |-Tasser

O servidor |-Tasser (lterative Threading Assembly Refinement)
<http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/> (Roy, Kucukural et al. 2010)

combina os métodos threading, ab initio e refinamento estrutural para construcéao de
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estruturas tridimensionais. A predicdo é constituida basicamente por trés etapas: (i)
Alinhamento multi-fragmentos, a partir da sequéncia de aminoacidos. O servidor
primeiramente tenta recuperar proteinas moldes com dobras similares
(superestruturas secundarias) a partir da biblioteca PDB do LOMETS (Wu and Zhang
2007), uma abordagem meta-threading instalada localmente. (ii) Agrupamento,
fragmentos continuos séo extraidos das estruturas moldes e reagrupados em modelos
completos por meio de simulacdes de Monte Carlo do tipo troca entre réplicas (replica-
exchange Monte Carlo) utilizando threading, regides néao alinhadas (principalmente os
loops) sd@o construidos por método ab initio. (iii) Refinamento, a montagem de
conformacdes por fragmentos & executada novamente utilizando as estruturas-
modelos (centréides) da etapa anterior. Essa segunda interacdo é realizada para
refinar os centréides eliminando possiveis interferéncias estéricas. Clusters
(agrupamentos de estruturas) sdo gerados novamente e as configuracdes de menor
energia sdo selecionadas. Por fim, realiza-se uma otimizacao da energia das ligagbes

de hidrogénio.

3.3.2.2 MUSTER

O MUSTER (MUIti-Source ThreadER) (Wu and Zhang 2008)
<http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/MUSTER/> é um servidor que usa um
algoritmo threading empregando uma extensdo de “sequence profile—profile
alignment” (PPA), que combina uma variedade de sequéncias e recursos estruturais
gerados por meio de varias ferramentas como (i) perfis derivados de sequéncia, (ii)
estruturas secundarias, (iii) perfis derivados de estrutura, (iv) acessibilidade ao
solvente, (v) angulos de torcdo (angulos psi e phi) e (vi) matriz de pontuacéo
hidrofébica.

O principal objetivo deste método é otimizar o reconhecimento de
enovelamentos de proteinas por meio de diferentes recursos de caracteristicas
estruturais que sdo combinadas com o método de PPA. A identificacdo dos melhores
alinhamentos entre a sequéncia de interesse e as sequéncias moldes é dada por meio
do algoritmo de programacao dinamica. A saida do servidor MUSTER inclui os dez
principais moldes e alinhamentos, os modelos s&o gerados utilizando o programa

Modeller.
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3.3.2.3 LOMETS

LOMETS (Local MEta-Threading Server) (Wu and Zhang 2007)
<http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS/> é um servidor que utiliza a técnica
de meta-threading, ou seja, gera as predi¢gdes de estruturas tridimensionais a partir de
modelos consenso de uma variedade de servidores individuais. A predicdo ocorre a
partir de nove diferentes algoritmos individuais que foram selecionados para cobrir
diferentes métodos de threading:

e FUGUE (Shi, Blundell et al. 2001) , emprega programagao dinamica.

e PROSPECTZ2 (Xu and Xu 2000), utiliza uma funcéo de pontuacdo que combina
penalizacdes obtidas no alinhamento com potencial de contato, propensao da
estrutura secundéria e mutagéo dos residuos.

¢ HHSEARCH (Séding 2005), emprega modelos ocultos de Markov.

e SPARKS2 e SP3 (Zhou and Zhou 2004, Zhou and Zhou 2005), empregam
programacao dinamica no alinhamento, sendo que o SPARKS2 emprega um
potencial estatistico baseado em conhecimento.

e SAM-TO02 (Karplus, Karchin et al. 2003), baseado no alinhamento multiplo do
PSI-Blast, também utiliza modelo oculto de Markov.

e PPA-I (Wu and Zhang 2007), utiliza uma abordagem baseada em alinhamento
do tipo PPA com conhecimento da estrutura secundaria.

e PPA-II (Wu and Zhang 2007), assemelha-se ao PPA-I, sendo que aqui o perfil
é coletado do a partir de alinhamentos de sequéncias SAMT99.

e PANT (Wu and Zhang 2007), utiliza funcdo de energia que emprega mutagcao
dos residuos, conhecimento e estrutura secundaria e penalizacbes do
alinhamento.

Os modelos selecionados por LOMETS, a partir de servidores individuais, s&o
puramente baseados em consenso. Para o melhor desempenho, restricdes espaciais
sdo combinadas a partir do consenso dos 20 principais alinhamentos threading. As
restricbes englobam uma série de termos, a saber: (i) contatos de cadeia lateral; (ii)
contatos dos atomos do C", que descreve os contatos preditos dos atomos de Ca
entre pares de residuos; (iii) distancias de curto alcance de atomos de carbono que
descreve as distancias dos Ca preditos em curto alcance e; (iv) distancias de Ca de
longo alcance que descreve as distancias Ca preditas a longo prazo. Ao final, os 10

melhores modelos s&o exibidos pelo servidor.
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3.3.2.4 SPARKS-X

SPARKS-X <http://sparks-lab.org/yueyang/server/SPARKS-X/> (Yang, Faraggi
et al. 2011) é uma otimizacdo método threading SPARKS que altera a funcdo de
pontuacdo no alinhamento e incorpora as técnicas SPINE-X que realizam melhores

predicBes da estrutura secundaria, angulos de torcdo e superficie acessivel solvente.

3.3.3 Métodos de novo

3.3.3.1 QUARK

O servidor QUARK <http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/> (Xu and
Zhang 2012) realiza a predicdo da estrutura tridimensional de proteinas sem a
utilizacado de moldes. A criacdo do modelo é dividida em trés passos: (i) Obtencao do
perfil da sequéncia por meio da predicdo de estrutura secundaria, valores de angulos
de torsdo, acessibilidade ao solvente e posi¢cées de B—turn; seguido da geracdo de
fragmentos da sequéncia de consulta conm 1-20 residuos de comprimento. (ii)
Simulag6es para construcao da estrutura utilizando o método de simulacdes de Monte
Carlo do tipo troca entre réplicas guiada pelo campo de forca QUARK baseado em
conhecimentos de nivel atbmico e; (iii) Agrupamento dos fragmentos e refinamento

full-atom.

3.3.3.2 ROBETTA

O servidor ROBETTA <http://www.robetta.org/> (Chivian, Kim et al. 2005) utiliza
métodos de novo e a modelagem comparativa para realizar suas predi¢cdes. Quando
a proteina-alvo ndo possui estruturas homélogas, o algoritmo Rosetta de novo é
empregado. O protocolo de novo do ROBETTA utiliza fragmentos de estruturas
existentes no PDB a fim de orientar um conjunto de fragmentos com funcdes de
energia. Esse protocolo chamado de "reconstréi e refina" é composto por uma etapa
que emprega um modelo simplificado, chamado modelagem de baixa resolucéo,
seguida de outra etapa que utiliza um modelo full-atom, chamado modelagem de alta
resolucao (Bonneau, Tsai et al. 2001).

Na etapa de baixa resolugéo, utiliza-se um campo de forga reduzido e as
regides da proteina a ser modelada sdo construidas a partir de bibliotecas de
fragmentos, que sao gerados a partir de variedade de estruturas diferentes e nao-
homologas de tamanhos variados. Na etapa de alta resolugdo emprega um modelo

full-atom e a minimizacao de energia é realizada com um algoritmo de Monte Carlo.
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3.4 Dinamica Molecular

Para a determinacdo de propriedades dinamicas e estruturais da cyspep
segundo caracteristicas do meio em que se encontra, aplicamos a técnica
computacional de Dinamica Molecular.

O conjunto de programas utilizado para simulacdes de dinamica molecular dos
modelos gerados por diferentes técnicas de modelagem tridimensional de proteinas
foi o pacote GROMACS (Pronk, Pall et al. 2013). As simulacdes foram realizadas
utilizando diferentes campos de forga AMBER99SB ILDN (Lindorff-Larsen, Piana et
al. 2010), CHARMM22(Mackerell, Feig et al. 2004) e GROMOS96 56a6 (Oostenbrink,
Villa et al. 2004) com seus respectivos tipos de modelos de 4gua recomendados
Transferable Intermolecular Potentials 3 (TIP3P) e Simple Point Charge (SPC)
(Mahoney and Jorgensen 2000).

Todos os residuos de cisteina envolvidos em pontes dissulfeto foram
devidamente assinalados como tais nos arquivos de topologia e as geometrias destas
pontes devidamente otimizadas durante as etapas de minimiza¢cdo. Os modelos foram
submetidos a 1000 passos de minimizacgéo utilizando o algoritmo steepest descent,
com uma tolerancia de 1000 kJ / mol e as coordenadas finais da minimizacéo foram
aproveitadas como posic¢oes iniciais da dinamica de restricao.

As simulagcbes foram realizadas em duas etapas: dindmica de restricao,
mediante aplicacdo de potenciais harmbdnicos aos atomos pesados da proteina, para
acomodacédo das moléculas de agua e a dindmica molecular para coleta de trajetoria.
Para o estagio dindmica de restricdo, um tempo de 100 picossegundos (ps) foi
simulado com as posi¢cfes atdmicas da proteina restritas mediante a aplicacdo de
poteniais harmdnicos considerando as posicdes iniciais como referéncia e usando
constante de forca igual 1000 kJ/mol/nm?. O segundo passo foi uma simulacdo sem
restricdes, realizada por 200 nanossegundos (ns) ou extendida até 500ns,
dependendo da estrutura simulada.

O tratamento eletrostatico utilizado em todas as fases da simulagéo foi Particle
Mesh Ewald (PME). Os raios de corte foram 1,0 e 1,4 nm, para o potencial
eletrostatico e de Lennard-Jones, respectivamente. Condi¢des periodicas de contorno
foram aplicadas. O acoplamento térmico de Berendsen modificado (v-rescale) foi
utilizado para manter a temperatura em 300K, com um tempo de relaxacédo de 10 fs e
acoplamento de pressdo de Berendsen isotropico. Os parametros da dinamica

molecular sdo mostrados no Anexo A.

41



3.4.1 Analise das Simula¢cdes de Dinamica Molecular

3.4.1.1 Raiz do Desvio Médio Quadratico (RMSD)

A RMSD € empregada como uma medida para avaliar a diferenca estrutural
entre moléculas. No caso da dinamica molecular, o RMSD pode ser empregado para
calcular o desvio global de RMSD durante a trajetdria de simulacédo, e avaliar a
oscilagcéo do sistema durante o tempo decorrido. Esse procedimento foi realizado por
meio da ferramenta g_rms do pacote GROMACS (Pronk, Pall et al. 2013). A anélise
do valor de RMSD é importante, pois valores uniformes e que se mantém por baixo
de certo limite (esse limite depende da proteina em geral) indicam comportamento em
que a estrutura se desvia pouco da posi¢ao inicial, enquanto que mudancas bruscas
na média denotam mudancas importantes na conformacdo. A RMSD se define

matematicamente mediante a expressao:

n

1
RMSD = |~ Z(xi - %)%+ i —y)? + (2 — z)?
i=1

onde n € o0 numero de atomos do sistema em questdo; X, y, z Sdo as

coordenadas espaciais do sistema; e i, ] sdo dois atomos respectivos.

3.4.1.2 Flutuacao da Raiz Média Quadratica (RMSF)

A flutuacéo do valor de RMS é representada a partir da ferramenta RMSF, uma
estratégia complementar a RMSD, que permite obter informacéo sobre a flexibilidade
estrutural local. O RMSF calcula o desvio padrdo quadratico médio das posicoes
atdbmicas ao longo da simulacédo com relacéo as posi¢cées dos &tomos ou residuos de
uma estrutura como referéncia. Tal calculo foi obtido com a ferramenta g_rmsf do
pacote GROMACS (Pronk, Pall et al. 2013). Esta ferramenta também permite
converter os valores RMSF para valores de fator Debye-Waller (fator-B) (Levi and Suhl

1979) que séo escritos em um arquivo com as coordenadas da estrutura média.
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O fator-B correspondente a mobilidade local do residuo em nivel atbmico. Este
fator representa a diminuicdo da intensidade na difragdo por causa da desordem
dindmica, resultante da vibracdo dos &tomos dependentes da temperatura (Kolkman,
Stemmer et al. 2003). Tanto maior sera a desordem quanto maior for a temperatura

da proteina. Seu calculo é dado por:
Bi = 87'[2 Ulz

onde U? é o desvio médio quadratico do atomo i.

3.4.1.3 Dicionario da Estrutura Secundaria de Proteinas (DSSP)

O algoritmo DSSP é um método padréo para atribuicdo de estrutura secundaria
para os aminoacidos de uma proteina (Kabsch and Sander 1983). Ele faz a leitura da
posicdo dos atomos da cadeia principal (backbone) e a partir das informacfes
presentes no arquivo das coordenadas dos atomos em formato PDB, é realizado o
calculo de energia da ligacdo de hidrogénio entre todos os atomos. As ligacdes de
hidrogénio dos &tomos sdo entdo usados para determinar a classe mais provavel de
estrutura secundaria para cada residuo na proteina (Joosten, te Beek et al. 2011).

Com base nisso, oito tipos de estrutura secundaria séo atribuidos. As estruturas
310 hélice, a—hélice e 5—hélice sédo reconhecidas por apresentarem uma sequéncia
repetitiva de ligacdes de hidrogénio a cada trés, quatro ou cinco residuos,
respectivamente. Existem as folhas— e as p-bridge; a primeira realiza conjuntos de
ligacdes de hidrogénio entre aminoacidos e a segunda apenas uma ligacao entre
residuos. Também é possivel identificar as voltas (turn) que possuem ligacdes de
hidrogénio tipicas de hélices; Bend é usado para regifes de alta curvatura e coil &
empregado quando nenhuma das estruturas anteriores sao identificadas.

A evolucdo dos elementos de estrutura secundaria das simulacdes foi
calculada com a ferramenta do_dssp do pacote GROMACS (Pronk, Pall et al. 2013)
que gera um grafico que representa o tipo de estrutura secundaria, em diferentes
cores, para sequéncia da proteina ao longo do tempo de dinamica.

A quantificagdo de estrutura secundaria foi empregada para verificar
matematicamente a percentagem de cada elemento estrutural envolvido nos modelos
propostos para cyspep. Para tal foi utilizado o servidor 2Struc
<http://2struc.cryst.bbk.ac.uk/twostruc> (Klose, Wallace et al. 2010), que realizou a

quantificacdo por meio do algoritmo DSSP (Kabsch and Sander 1983).
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3.4.1.4 Raio de Giro (Rg)

O célculo do Rg de proteinas € indicativo do nivel de compactacao da estrutura.
A medicdo ocorre entre a massa de cada atomo em relacdo ao centro de massas da
molécula. O raio de giro foi calculado com a ferramenta g_gyrate do pacote
GROMACS (Pronk, Pall et al. 2013) através da expressao:

=

i lrilPm;\?

Rg=|=——""—
xm;

onde m; é a massa do atomo i, e r; € a posi¢cdo de um determinado atomo i em

referéncia ao centro de massa da molécula.

3.4.1.5 Area de Superficie Acessivel ao Solvente (SASA)

A superficie acessivel ao solvente calcula as regifes hidrofobicas, hidrofilicas
e a superficie total acessivel ao solvente de uma determinada molécula, ou seja,
descreve a area sobre a qual um contato entre a proteina e o solvente pode ocorrer
(Eisenhaber, Lijnzaad et al. 1995). A SASA é definida como o lugar geométrico dos
centros de uma esfera de prova (representando a molécula do solvente) como se esta
rolasse sobre a superficie de Van der Waals da proteina (Figura 11). A SASA foi

calculada com a ferramenta g_sas do pacote GROMACS (Pronk, Pall et al. 2013).

Superficie Acessivel ao Solvente

“ & - -

Sam”

Superficie de van der Waals

Figura 11: Representacdo da Superficie Acessivel ao Solvente. A superficie de Van der
Waals é dada pelo raio atbmico, em vermelho; a superficie acessivel esta representada pela
linha tracejada e é criada pelo tracado do centro da esfera da sonda atémica (azul) que desliza
ao longo da superficie de Van der Waals. Adaptado de Keith Callenberg, 2010.
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3.4.1.6 Clusterizagéo

A clusterizagdo permite agrupar estruturas similares de uma simulagéo. O
agrupamento foi realizado com a ferramenta g_cluster do pacote GROMACS (Pronk,
Pall et al. 2013) utilizando o algoritmo GROMOS (Daura, Gademann et al. 1999) para
determinar a associacdo de um cluster com RMSD de 0,3nm e 0,35nm no backbone
para cada grupo de cluster. Todos os grupos séo excludentes, por iSso uma estrutura
isolada s6 pode ser membro de um Unico cluster.
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4 RESULTADOS

4.1 Predicdo de Estrutura Secundaria

O primeiro passo para prever a estrutura espacial da cyspep a partir de sua
sequéncia de aminodcidos (Figura 7) foi através da predicdo de sua estrutura
secundaria. Nesta etapa do estudo, a sequéncia da cyspep foi submetida para quatro
distintos servidores de predicdo de estrutura secundaria consenso: Jpred, Sympred,
NPS e Concord.

De maneira geral, estes servidores mostraram uma concordancia em relagéo a
presenca predominante de estrutura folha— (Figura 12A), além de apresentar regides
com predicdes similares entre os residuos Val5-Vall2, Gly38-Cys44 e Val49-Tyr54.
Também detectamos que as regiées de maiores variacdes encontram-se no final da
sequéncia. A predicdo do servidor Concord foi escolhida dentre os demais como
marcacgao dos modelos tridimensionais criados, pois possui uma informacéao adicional,
o nivel de confianca (Figura 12B).

A predicdo de estrutura secundaria consenso também foi realizada com as
CTEs de outras espécies de Leishmania (L. mexicana, L. pifanoi, L. aethiopica, L.
infantum, L. tropica e L. major). Na Figura 13 é possivel observar que tanto a

sequéncia quanto a predi¢do de estrutura secundaria é conservada entre as CTEs.
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(A) 1 3 6 g 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 87
APRPVMVEQVIVFDKNCTQGCKKTL I KANECHKNGGGGASMIKCSPQTVTMCTYSNEFCLGGGLCLETPDGKCAPYFLGSVINTCHYT
Jjpred

E— I —— ) S
nps :=—? * ‘ ——
sympred -—

concord ——— EEEE— —> = —
APRPVMVEQVIVFDKNCTQGCKKTL I KANECHKNGGGGASMIKCSPQTVTMCTYSNEFCLGGGLCLETPDGKCAPYFLGSVINTCHYT
1 3 6 g 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 87

(B) 1 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 87

APRPVMVEQVIVFDKNCTQGCKKTLIKANECHKNGGGGASMIKCSPQTVTMCTYSNEFCLGGGLCLETPDGKCAPYFLGSVINTCHYT
concord

9875279999871322223332224734515545898436797448717898551787148863665379942231234256766739

Figura 12: (A) Predicéo de Estrutura Secundaria gerada por quatro diferentes servidores: Jpred, NPS, Sympred e Concord. (B) A predi¢ao do servidor
Concord foi escolhida para marcacdo dos modelos tridimensionais gerados. A numeracgéo de 0 a 9 indica o nivel de confianca, quanto mais alto o valor
maior sera a confianca e vice-versa. Cilindro amarelo, 3-10 hélices e setas azuis, folhas-B. A figura foi produzida pelo software ALINE (Bond and
Schuttelkopf 2009).

1 3 6 3 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 a7
Leishmania amazonensis [XER PEIINEEE VLV FEIK NET EXEK[ElM | KEXIE[MH KIS AR | [EEEQ TH T ERERIET E FE L E G ENE L EREDPTTECRTENCEE v | TR H N

A P LY v
A P LN v
Leishmania aethiopica [MEAK R \'
Leishmania infantum MEKROAT MM
Leishmania tropica MK R 1
Leishmania major MEAKREATHEKE T

Leishmania mexicana FROKNET GEIEREEN | KEINIEMH KEEET AR | [3
FEIK NET c[NER[EEN | KNI EMH K TXEXcN A EIT 1 [
TEMYER EEERIEENL TN VER PIEEEE SEN TR

TEIM YER EEEKAS ML TN VIE Y K eXeleRe] s BT T [

p——— =
CSPMCTYSNETPDGKCAPYFLGSYT

- m
CSPMCTYSNETPDGKCAPYFLGSYT

SNMFLGSYT
GEQKLSPHFE]PLIMQ
TE]MSTKRLT“I]VQPWSBI]TPHFEPLVTQ
TE]YFRKKTVlPTKEEEABESFQMETSMNTEEAKYTVREGlSWS@SKSlQ.
1 3 6 § iz 15 18 2 24 27 30 33 3 39 42 45 48 51 54 57 60 63 66 69 72 75 78 81 84 87

Leishmania pifanoi

Figura 13: Alinhamento multiplo entre as CTEs de sete espécies de Leishmania. Abaixo de cada sequéncia encontra-se a predicao de estrutura

secundéria consenso gerada pelo servidor Concord. Setas azuis representam a predicao em folha-B. A figura foi produzida pelo software ALINE (Bond
and Schuttelkopf 2009).
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4.2 Predicado das Ligacdes Dissulfeto

A Cyspep possui ao longo de sua sequéncia de aminoacidos 9 residuos de
cisteina. Esses residuos podem formar ligagBes dissulfeto que sdo importantes na
manutencdo da estrutura terciaria das proteinas por influenciarem na regulacédo de
enovelamento, estabilidade termodinamica e modulacéo da atividade biologica. Desta
forma, foi oportuno considerar uma etapa de predicdo das possiveis ligacdes
dissulfeto presentes na cyspep. Neste estudo utilizamos quatro servidores online:
DIANNA, Scratch, EDBCP e DISULFIDE.

Nos resultados obtidos os servidores Disulfind e EDBC n&o indicaram a
presenca de ligacdes dissulfeto, enquanto os servidores DIANNA e Scratch
forneceram uma predicdo para este tipo ligacdo entre as 36 combina¢fes possiveis
(dado que a cyspep possui nove cisteinas e as combinac¢fes sao tomadas aos pares,
ol

= =36).
27!

9
0 numero total de combinacdes € dado pelo nimero combinatorial (2]

Por outro lado, os servidores DIANNA e Scratch realizaram a predi¢cdo da
formacéo de quatro ligacdes dissulfeto entre combinac¢des distintas dos residuos de
cisteina: Cys17-Cys31, Cys21-Cys52, Cys44-Cys59, Cys73-Cys85 e
Cys59-Cys73, Cys31-Cys52, Cys65-Cys85, Cys21-Cysd44, respectivamente
(Tabelal).

N&o houve consenso na predicdo das ligacdes dissulfeto entre os quatro
servidores utilizados. Isto posto, ndo levamos em conta essas predi¢cdes para criacao,

analise e escolha dos modelos tridimesionais para cyspep.

Tabela I: Predicdo de ligag6es dissulfeto dos servidores DIANNA e SCRATCH

Servidores
DiANNA SCRATCH

Posicdo da cisteina na sequéncia

17-31
21- 44 I
21 -52
31-52 I
44 — 59
59 -73
73 -85

Em cinza, predigcdo de possivel ligagdo dissulfeto do servidor DIANNA.
Em preto, predi¢éo de possivel ligacado dissulfeto da predigéo do servidor SCRATCH.
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4.3 Modelagem da Estrutura Tridimensional da Cyspep

A modelagem comparativa foi a primeira abordagem empregada para a
construcdo do modelo tridimensional da cyspep.

Através do servidor SAS foi possivel encontrar o melhor molde para
modelagem comparativa, aquele que apresentou maiores valores de identidade e
cobertura. Entre as 20 estruturas propostas pelo servidor (Tabela 1), o molde
selecionado foi a estrutura da lectina de germe de trigo de 170 aminoacidos cujo
codigo PDB € 1WGC (Wright 1990). A lectina de germe de trigo possui identidade
sequencial de 30,8% e similaridade de 51,29% com a cyspep e sobreposicao de 78
aminoacidos, o que constitui uma cobertura de 89%.

A criacdo do modelo foi realizada através do alinhamento da sequéncia da
cyspep com a sequéncia da lectina de germe de trigo (Figura 14A). Foram obtidos 50
modelos, dos quais selecionamos aquele com menor funcéo objetiva como explicado
no item 3.3.1 da metodologia. E possivel constatar que a estrutura do modelo
escolhido (Comp) é semelhante a estrutura do molde, apresentando RMSD igual a
1,336A (Figura 14B).

Ja com a utlizagdo do servidor FUGUE, a estrutura selecionada para
modelagem comparativa foi uma proteina de funcdo desconhecida codificada pelo
gene pa3566 da bactéria gram-negativa Pseudomonas aeruginosa cujo cédigo PDB
€ 1X7V (Sanders, Walker et al. 2005). Neste caso, constatamos uma identidade
sequencial de 8% com a cyspep e sobreposi¢cdo de 76 aminoéacidos, significando uma
cobertura de 86,36% (Figura 15A). O valor de RMSD da estrutura predita foi de
0,495A, comparado ao seu molde (Figura 15B). Essa baixa identidade se justifica
pela técnica de alinhamento para busca de moldes que utiliza o banco de dados
HOMSTRAD que fornece alinhamentos que levam em consideracdo informacdes

estruturais e ambientais de cada residuo na proteina.
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Tabela II: Estruturas encontradas pelo servidor SAS como potenciais moldes para cyspep

Identificacdo Codigo PDB Identidade (%) Cobertura (%) E-value

1 IWGC 30,8 89 13
2 2UVO 30,8 89 13
3 2UWQ 30,8 89 13
4 2WGC 30,8 89 13
5 2X3T 30,8 89 13
6 4AML 30,8 89 13
7 IWGA 30,8 89 13
8 1ESL 34,9 49 2

9 3WGA 29,9 88 3

10 1JXC 29,7 73 3,6
11 2KCN 37,2 49 4,3
12 2DJ9 52,6 22 8,8
13 1EAI 36,8 43 9,3
14 1LH9 23,8 95 9,4
15 2UWI 33,3 55 9,7
16 1HRE 28,8 59 10
17 1KVO 27,8 82 14
18 211W 28,2 89 14
19 2EGH 47,4 22 15
20 1DF2 37,5 36 15
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Figura 14: Construgdo do modelo tridimensional da cyspep pelo programa Modeller: (A)
Alinhamento da sequéncia da cyspep e a proteina-molde (cédigo IWGC (Wright 1990) no
PDB) obtido através do T-Coffee, utilizado para criagdo do modelo pelo programa Modeller.
Em destaque estdo evidenciados os residuos idénticos. (B) Modelo por homologia da cyspep.
Em verde esta representada a proteina molde com suas duas cadeias de 170 aminoacidos
correspondente a lectina de germe de trigo, cddigo PDB 1WGC, destacado em cartoon a
regido utilizada como molde para criacdo do modelo. Ao lado, em azul, encontra-se a cyspep
modelada.
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(A)

1 5 10 15 20 25 30 35 40 45
cyspep APREVMVEQV“VFDKNCTQGCKKTIKANECHKNGGGASMIKCSPQT48
1x7v HSTEILTLIATEHITAAPGHAEALEREIMRALVAPSRAEA[ICLQYDLHQDRH 48

50 55 60 65 70 75 80 85
cyspep VTMCTSNEFCLGGGCLETPDGKCAPYFLSVINTCHYT ........
7x7v DSHLFRI EQWRDDAAMERHQNTEHFLRFSRIEINEALLQNVKIDQLYRLA 9
(B) Molde: 1X7V

Figura 15: Construcdo do modelo tridimensional da cyspep pelo servidor FUGUE. (A)
Alinhamento da sequéncia da cyspep e PA3566 de Pseudomonas aeruginosa (cédigo 1X7V
(Sanders, Walker et al. 2005) no PDB) obtido com o programa FUGUE. Em destaque estao
evidenciados os residuos idénticos. (B) Modelo da cyspep obtido pela metodologia de busca
de homologos distantes. Em verde esta representada a proteina molde com suas trés cadeias
de 99 amino&cidos, em cartoon estd destacado a regido utilizada como molde para criacéo
do modelo. Ao lado, em azul, encontra-se a cyspep modelada.
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Como os modelos criados pela técnica de modelagem comparativa ndo se
ajustaram a predicdo de estrutura secundéaria (Figura 12B), partimos para outras
abordagens de modelagem como threading e métodos de novo.

Os servidores |-Tasser, MUSTER, LOMETS e SPARKS-X utlizam a
abordagem threading. Os moldes utilizados para criagdo dos modelos e as
informacgdes sobre identidades e coberturas sdo mostradas na Tabela Ill. O servidor
I-Tasser gerou cinco modelos utilizando seis diferentes estruturas de proteinas. Os
alinhamentos estdo exibidos na Figura 16. LOMETS também fez uso de seis moldes
e dez modelos foram criados a partir deles (Figura 17). Cada um dos servidores
MUSTER e SPARKS-X gerou dez modelos, e cada um dos modelos foi criado por
meio de diferentes moldes. Os alinhamentos segundo os servidores MUSTER e

SPARKS-X estao presentes nas Figuras 18 e 19, respectivamente.
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Tabela Ill: Moldes utilizados por cada servidor threading para criagdo de modelos cyspep

Cadigo

Servidor PDB Proteina Referéncia | Identidade | Cobertura
(Antuch,
1WKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii Guntert et al. 16 92
1996)
1WKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii 13 93
1WKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii 13 95
(McManus,
1Co01 Peptideo antimicrobiana de planta Nielsen et al. 18 82
1999)
Toxina citoletal distensora de Haemophilus (Nesic, Hsu
Sls 1SR4 ducreyi et al. 2004) 15 95
TASSER Proteina com forkhead - dominio (Becherel,
3KT9 X Jakob et al. 9 92
associado de humanos
2010)
1IWKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii 13 95
Cianovirina-N da cianobactéria Nostoc (Bar_rlentos,
1L5B ellipsosporum Louis et al. 10 57
2002)
Proteina-6 relacionada com o receptor de (Bourhis,
3S0OB lipoproteina de baixa densidade de Wang et al. 15 91
humanos 2011)
1WKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii 15 91
(Antuch,
1IWKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii Guntert et al. 16 92
1996)
(McManus,
1Co1 Peptideo antimicrobiana de planta Nielsen et al. 16 85
1999)
(Peng, de
4BSO R-espondinas-1de humano Lau et al. 13 93
2013)
Fator de necrose tumoral ligado ao (Liu, Walter
3ME2 membro da superfamilia 11 de rato et al. 2010) 11 82
. (An, Kim et
3QD6 Ligante CD154 de humanos al. 2011) 11 81
(Beringer and
MUSTER | 4gpw Fator de coagulagédo XIIA de cadeia Kroon- 15 76
pesada de humanos Batenburg
2013)
. . Griessl,
SYN3 Proteina desmlembra”na interna de Sc(hmid ot al. 13 86
almonella 2013)
3K51 M;embro 15 da superfamilia de ligantes de Pats(ig\?gliy ot 19 82
atores de necrose tumoral de humano
al. 2011)
(Hatzopoulos,
4L.D1 Proteina descaracterizados de Danio rerio Erat et al. 15 90
2013)
(Bosanac,
3HO4 Proteina Hedgehog de humanos Maun et al. 24 70
2009)
(Antuch,
1WKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii Guntert et al. 13 95
1996)
1SR4 Toxina citoletal distensor_a de Haemophilus (Nesic, Hsu 17 65
LOMETS ) _ du'c_reyl et al. 2004)
1VMJ Proteina hipotética (TMQ723) de ) 19 69
Thermotoga maritima
1NO?2 Cianovirina-N (_ja cianobactéria Nostoc (Eoftrirslegttgls., 10 53
ellipsosporum 2003)
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Proteina antiplaquetaria de Haementeria

(Huizinga,

1I8N S Schouten et 17 66
officinalis al. 2001)
(McManus,
1C01 Peptideo antimicrobiana de planta Nielsen et al. 16 85
1999)
(Antuch,
1WKT Toxina killer de levedura Williopsis mrakii Guntert et al. 13 99
1996)
(McManus,
1C01 Peptideo antimicrobiana de planta Nielsen et al. 14 95
1999)
(Aloy,
1H8L Carboxipeptidase GP180 de pato Companys et 10 99
al. 2001)
. . s (Moza,
2130 Toxina-1 (éat sT]dlrome do choque toxico de Varma et al. 12 99
aphylococcus aureus 2007)
(Hermoso,
SPARKS- | 1ETH triacilglicerol acilhidrolase de javali Pignol et al. 15 96
X 1996)
1F02 Dominio c- tgrminal do receptor _ (Luo, Frey et 10 99
translocado de intimina de Escherichia coli al. 2000)
Capsideo externo VP4 de Grass carp (Zhang, Jin et
3IvL reovirus al. 2010) 14 94
(Kumar,
31X0 Beta microseminoproteina de humanos Jagtap et al. 12 929
2010)
2PYS Cianovirina-NHQa cianobactéria Nostoc éztricl)iznn;eét 7 93
ellipsosporum al. 2007)
3G3L Proteina descaracterizada associada a . 7 99

membrana de Bacteroides fragilis
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Figura 16: Alinhamentos entre a sequéncia alvo e os moldes encontrados pelo servidor |-Tasser.
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Figura 17: Alinhamentos entre a sequéncia alvo e os moldes encontrados pelo servidor LOMETS.
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Os quatro servidores utilizaram a estrutura depositada sob codigo PDB 1WKT
como molde. O molde de cédigo PDB 1CO01 foi utilizado pelos servidores I-Tasser,
MUSTER e SPARKS-X, enquanto a estrutura de codigo 1SR4 foi utilizada pelos
servidores I-Tasser e LOMETS. Apesar das proteinas-moldes 1L5B, 1NO2 e 2PYS
apresentarem codigo PDB distintos, todas sdo pertencentes a classe de cianovirina-

N da cianobactéria Nostoc ellipsosporu (Tabela IV).

Tabela IV: Moldes utilizados para criacdo dos modelos nos diferentes servidores

Identificacdo |I-TASSER MUSTER LOMETS SPARKS-X

1 1wktA 1wktA 1wktA 1wktA
2 1wktA 1cO1A 1vmjA 1cO1A
3 1wktA 4bsoA 1wktA 1h8IA3
4 1c01A 3me2R1 1n02A 2ij0B1
5 1srdA 3qd6R1 1i8n_A lethB
6 3kt9A 4bdwA 1wktA 1f0212
7 1wktA 2yn3A1 1wktA 3iylw5
8 1I15bA 3k51B1 1sr4A 3ix0B
9 3sobA 41d1A1 1wkt 2pysB
10 1wktA 3ho4B2 1h4sA3 3g3IA1

Cores iguais representam mesmos moldes e/ou mesma classe.

Nos modelos selecionados para os ensaios de simulagbes de dinamica
molecular levamos em conta a presenca de ligacao dissulfeto ou a menor distancia
entre os residuos de cisteinas, além da predicdo de estrutura secundaria. Dos cinco
modelos gerados pelo servidor |-Tasser, apenas um foi selecionado (IT1) para
simulagdes de dinamica molecular. A estrutura escolhida tem a maior otimizagao do
namero de possiveis ligacdes dissulfeto, considerando a distancia entre as cisteinas
de até 5,5A, ja4 que nenhum modelo estava de acordo com a predicéo dos servidores
de ligaco dissulfeto (Anexo B, Tabela ). Estabelecemos o raio de corte de até 5,5A
para ter uma maior abrangéncia, dado que a distancia de ligac&o dissulfeto é de 2,04A.

MUSTER apresentou nos modelos M4 e M8 duas ligacOes dissulfeto que
coincidem com a predicao do servidor DIANNA (Tabela V), sendo estes os escolhidos

para as simula¢des de dindmica molecular.
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Tabela V: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos selecionados para simulagfes
de dindmica molecular.

Posicdlo D S Comp Fugue IT1 M4 M8 L367 SP5 Q5 Q7 D9 R1

17-21 7,13 92 319 9,04 11,82 587 758 547 389 897 8,66
17-31 18,08 24,7 1541 2,02 203 2281 2,03 17,02 1933 8,33 2741
17 - 44 15,19 20,79 14,27 18,12 18,34 5,1 14,92 28,32 15,42 17,13 17,09
17 -52 13,69 15,05 20,87 15,06 20,31 20,89 9,29 189 13,86 8,9 21,56
17 -59 21,72 33,65 23,26 17,34 17,31 24,19 17,3 16,93 28,34 17,07 31,19
17 - 65 24,46 30,29 23,46 26,98 28,0 20,96 16,3 18,34 18,51 16,05 30,39
17-73 37,41 20,39 6,19 36,25 26,31 5,97 21,91 22,51 18,99 15,01 21,37
17 -85 2429 9,97 15,21 28,15 24,63 15,12 18,88 23,7 23,07 10,65 15,57
21-31 14,09 17,66 13,91 10,33 10,64 18,13 8,42 15,38 18,11 556 18,85
21-44 - 12,86 12,19 15,62 955 10,61 9,12 8,06 2643 14,2 11,0 10,06
21-52 10,31 8,97 20,37 10,52 13,21 17,93 11,57 17,62 11,33 2,1 14,07
21-59 20,58 24,88 22,12 9,19 10,9 19,75 10,63 13,92 2546 13,38 24,04
21-65 19,78 24,13 23,47 21,72 24,82 19,83 9,553 15,7 15,04 1255 23,46
21-73 33,02 14,37 889 27,86 17,98 10,38 17,59 19,99 153 14,34 13,43
21-85 19,94 11,68 13,99 20,22 20,27 11,38 11,98 21,25 19,22 12,52 8,85
31-44 8,8 18,63 14,28 19,19 17,52 23,52 16,19 12,31 13,8 11,2 15,92
31-52 - 491 22,57 8,72 16,46 20,32 8,08 10,96 9,05 883 4,47 11,0
31-59 11,16 15,92 9,46 18,23 16,55 2,03 18,19 14,26 16,94 12,1 119
31-65 7,65 15,42 1351 276 27,83 14,72 17,56 15,17 14,47 8,45 14,38
31-73 21,38 9,35 17,12 37,42 25,63 23,96 23,7 16,8 16,24 8,97 9,51
31-85 10,9 26,95 3,61 29,53 24,67 8,29 19,83 20,78 22,88 7,08 16,76
44 - 52 548 9,95 15,16 10,59 11,65 20,09 15,16 11,36 12,82 9,43 11,2
44 - 59 8,72 18,67 19,96 2,04 203 24,71 6,3 18,72 2588 4,87 253
44 - 65 11,56 25,23 16,9 1546 150 1898 2,02 18,42 17,42 9,68 20,66
44 - 73 22,69 18,66 13,06 1859 8,19 6,72 11,97 16,84 17,15 1544 10,11
44 - 85 9,96 20,43 14,82 12,21 11,44 15,88 6,32 21,28 22,62 1536 2,02
52 - 59 11,05 23,72 5,43 10,66 1261 7,63 20,05 9,57 1527 114 17,3
52 - 65 10,94 25,23 5,11 150 21,14 6,69 16,78 9,21 7,35 10,94 09,86
52-73 24,22 18,25 20,0 23,77 13,74 20,57 16,37 9,52 9,04 13,14 2,02
52 -85 11,93 11,22 7,4 14,83 13,34 7,44 2094 135 1546 11,25 10,84
59 - 65 11,98 14,82 8,55 14,87 14,14 14,19 498 206 116 95 16,4
59 -73 - 19,81 17,31 23,18 19,66 9,39 24,94 17,13 6,21 13,37 14,86 16,9
59 -85 11,55 31,51 8,13 13,559 11,18 9,3 2,02 7,93 16,23 14,17 25,43
65-73 13,98 10,72 21,28 17,84 12,95 19,13 12,33 4,43 2,78 6,34 11,11
65 - 85 - 572 2758 11,48 14,18 8,39 11,46 4,69 6,18 8,67 859 20,44
73 -85 13,43 20,1 1591 9,58 9,72 15,68 16,34 451 6,69 5,15 10,03

A unidade de distancia entre os pares de cisteinas é dada em angstrom (A).

Em cinza, predicdo de possivel ligacédo dissulfeto do servidor DIANNA.

Em preto, predicdo de possivel ligacao dissulfeto da predi¢éo do servidor SCRATCH.
Em amarelo, distancia que pode formar ligagéo dissulfeto.

Em azul, distancia de até 5,5A.
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LOMETS produziu o modelo L5 com ligagcdo dissulfeto coincidente com a
predicdo do servidor DIANNA (Anexo B, tabela Ill), porém a estrutura secundaria
destoa significantemente de sua predicdo (Figura 20), apresentando a-hélice e
auséncia de estrutura secundaria definida a partir do residuo Lys33.

Os modelos L3, L6 e L7 sdo idénticos e possuem valores de RMSD de 0,75A
e 1,08A com L1 e L9, respectivamente. Essa semelhanca estrutural € consequéncia
da utilizagdo do mesmo molde (1WKT) para a sua criacdo. Desta forma, os modelos
L367 foram selecionados para dinamica molecular com a presenca de ligagcao
dissulfeto nas Cys31-Cys59 e uma distancia de 5,1A entre as cisteinas Cys17-Cys44
(Tabela V). E importante frisar que o modelo L3 apresentou o0 mesmo molde da
estrutura IT1 (1WKT), selecionado do servidor |-Tasser, em que 0s modelos
apresentaram um valor de RMSD de 2,44A quando comparados entre si.

SPARKS-X construiu um modelo (SP5) com trés ligacdes dissulfeto, sendo as
Cys17-Cys31 correspondentes a predicao do servidor DIANNA (Tabela V). De todos
os modelos obtidos pelas diferentes técnicas, este foi o que apresentou maior nimero
de ligacGes dissulfeto.

Estruturas criadas utilizando a abordagem de métodos de novo foram obtidas
pelos servidores online QUARK e ROBETTA. O primeiro apresenta a op¢ao de atribuir
restricbes de distancias para a modelagem, de tal modo, a predi¢éo tridimensional da
cyspep foi enviada sem restricées adicionais de distancia e também com restricdo de
distancia das cisteinas que potencialmente estariam envolvidas em ligacao dissulfeto
como predito pelo servidor DIANNA. O mesmo procedimento foi realizado
separadamente utilizando as restricbes obtidas do servidor SCRATCH.

Entre os modelos resultantes da modelagem sem restricdes adicionais, dois
foram selecionados para dindmica molecular, Q5 e Q7 (Figura 21), de acordo com as
distancias entre suas cisteinas (Anexo B, Tabela VI). As estruturas selecionadas
possuiram maior niamero de pares com menor distancia entre residuos de cisteina nao

excludentes.
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Figura 20: Estrutura secundaria dos modelos criados por modelagem comparativa e threading. A sequéncia da cyspep é exibida na parte superior da
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produzida pelo software ALINE (Bond and Schuttelkopf 2009).
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Algumas estruturas obtidas com restricdo de distancia do DIANNA tiveram
pares de cisteinas concordantes com da predi¢do, porém nenhum modelo apresentou
mais que uma ligacao dissulfeto (Anexo B, Tabela VII). Destes, o modelo D9 foi
escolhido para realizacdo das simulagbes por apresentar menor distancia entre os
demais pares envolvidos na predicdo, Cys31-Cys52, Cys44-Cys59 e Cys73-Cys85
com suas respectivas distancias 4,47A, 4,87A e 5,15A. A modelagem com restricdes
produzida pelo servidor SCRATCH nao gerou estruturas que corroboraram a predicao;
assim, nenhum modelo foi escolhido para dinamica molecular (Anexo B, Tabela VIII).

Como néo foi possivel construir modelos confiaveis da cyspep por modelagem
comparativa, ROBETTA gerou cinco modelos por métodos de novo. O modelo R1 foi
selecionado para dinamica por conter duas ligacdes dissulfeto (Tabela V), porém
nenhuma destas ajusta-se a predicdo dos servidores.

Em suma, entre os 72 modelos gerados para cyspep, 11 foram selecionados
para simulacdes de dinamica molecular (Figura 22), sendo dois modelos obtidos por
modelagem comparativa (Comp, Fugue), 5 por threading (IT1, M4, M8, L3 e SP5) e 4
por métodos de novo (Q5, Q7, D9 e R1).

Uma analise geral de todos os modelos que apresentam ligacdes dissulfeto
esta presente na tabela VI. Nela constam os pares de cisteinas envolvidos na ligacdo
e quantidade de modelos dos servidores que as evidenciam. Dos 36 pares possiveis,
apenas metade contém distancia suficiente para ligacdo dissulfeto. O par
Cys17-Cys31 esta presente em modelos de quatro servidores, um com abordagem
por métodos de novo (QUARK com restricdo DIANNA) e trés threading (LOMETS,
MUSTER e SPARKS-X). Os demais pares entre cisteinas possuem somente

estruturas provindas de um Unico servidor, ou seja, apenas um servidor as contém.
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Figura 22: Modelos selecionados para simula¢des de dindmica molecular. Em sticks estéo
representadas as cisteinas envolvidas em ligacdo dissulfeto. Q5, Cys59 - Cys65; D9, Cys21
— Cys52; L3, Cys31 — Cys59; M4, Cys17 — Cys31, Cys44 — Cys59; M8, Cysl7 — Cys31, Cys44
- Cysh9; R1, Cys44 — Cys85, Cys52 — Cys73; SP5, Cys17 — Cys31, Cys44 - CYS65, Cys59
- Cys85.
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Tabela VI: Namero de pares de cisteinas que formam ligacdo dissulfeto nos servidores de
predicdo tridimensional de proteina.

Pares de QUARK QUARK QUARK ROBETTA LOMETS MUSTER SPARKS-
Cisteinas (DIANNA) (Scratch) X

17-31 1 3 1 - 1 - -
17 -73 - 1

- -
21-52 - -
31-59 5 2 -
31-65 - - - 1 - - -
31-85 - - - - - 1 -
44 - 59 - 3 - - - - -
44 - 65 - - 1 - -
44 -73 - - - - 1 -
44 - 85 - - - - - 1
52 - 65 - - - - 1 1 -

1 1

N '+ =
1
N
1
1

52-73 - - - -
59 - 65 - - - 1
- 2 - : - - -
59 -85 - - 1 - - - -
65-73 - - - 6 3 5 -
73 - 85 - - - - 1 - -
Os numeros indicam a quantidade de estruturas dos respectivos servidores.
Em cinza, predi¢édo de possivel ligacao dissulfeto do servidor DIANNA.
Em preto, predicao de possivel ligacéo dissulfeto da predicdo do servidor SCRATCH.

4.4 Dinamica Molecular

4.4.1 SimulagOes de Dinamica Molecular

Dos 11 modelos selecionados para dinamica molecular, sete (Q5, D9, L3, M4,
M8, R1 e SP5) apresentaram distancia entre cisteinas para formar ligacao dissulfeto.
Todos os modelos foram simulados por um tempo de 200ns com campo de forga
GROMOS96 53a6.

Na Figura 23 é possivel observar o valor de RMSD das estruturas simuladas
representado em funcdo do tempo. O modelo Q5 apresentou variagdo de RMSD nos
primeiros 30ns e oscila¢des ao redor de 0,7nm seguiram até o final da simulacéo. Os
modelos D9 e IT1 apresentaram valores de RMSD mais baixos, variando em torno de
0,6nm, enquanto L3 e R1 exibiram valores de RMSD em torno de 0,7nm.

O modelo Fugue apresentou aumento de RMSD até 110ns, passando por uma
estabilizacdo em torno de 0,8nm até 196ns antes de diminuir ao final da simulagdo em
0,6nm. Os modelos Q7, M4 e M8 apresentaram maiores valores de RMSD em relag&o

aos demais, sendo que os dois ultimos alcancaram o valor maximo de 1,2nm.
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Figura 23: Desvios RMS dos atomos da cadeia principal (backbone) em relacdo a estrutura
inicial representado em fun¢éo do tempo de simulacao.
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O modelo SP5 mostrou variagcéo entre 0,6 e 1,1nm até 100ns seguido de um
periodo de estabilizacdo entorno de 1,1nm. O modelo Comp teve aumento de RMSD
até 1,0nm nos primeiros 25ns e sua estabilizacdo oscilou em volta de 0.9nm.
Coincidentemente as estruturas que apresentaram ligacdo dissulfeto nos residuos
Cys17-Cys31 (M4, M8 e SP5) apresentaram mais altos valores e variagcbes de RMSD
entre 0,6nm até 1,2nm, em comparagado aos outros modelos.

A Figura 24 mostra os valores de RMSF para os modelos simulados durante a
dindmica molecular. Observamos que grandes flutuacbes estdo associadas com o0s
residuos que compdem os segmentos N e C terminais, livres em orientacédo, o que
resulta numa maior flexibilidade. A Figura 25 auxilia na melhor visualizagdo das
regides flutuantes através de sua coloracdo em fator-B, uma escala de cores que
indica a mobilidade dos atomos individuais ou residuos.

Em uma comparacado geral entre todas as simulacfes, as que apresentaram
maiores valores de flutuacdo foram FUGUE, M4, M8 e SP5. Os modelos M4 e M8
variaram em seus 19 primeiros residuos, que quando comparado com sua estrutura
inicial, apresentaram-se como regides de mudanca de estrutura secundaria. O modelo
M4 era originalmente constituido de regido coil e modificou-se para folha—f na
estrutura média, enquanto que para M8 o contrario aconteceu, de folha—p para coil.
SP5 apresentou alta flutuacao entre os residuos Met51-Tyr54, que é uma regido sem
estrutura secundaria definida.

Sobre as cisteinas, essas encontram-se altamente estaveis exibindo baixa
flutuacéo, com excecédo de Q5 com flutuacdo na Cys21, Q7 na Cys21 e Cys44, e SP5
com notéavel flexibilidade na Cys52. Nenhuma dessas cisteinas estdo envolvidas em
ligacdo dissulfeto. Ao avaliar a distancia entre os 36 pares possiveis de cisteinas ao
longo da simulacdo, notamos que nenhum par teve uma aproximacdo menor que
0,3nm, com exce¢do dos que foram estabelecidos como vinculo ao inicio da

simulagéo.
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Figura 24: RMS de Flutuacao representado por residuo da proteina.
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Figura 25: Fator-B da estrutura média e respectivos modelos representados em cartoon.
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A Figura 26 permite avaliar a mudanca de elementos de estrutura secundaria
em diferentes tempos de simulacdo, inicial e estrutura média, através do calculo
DSSP. O modelo D9 manteve a quantidade de estrutura secundaria entre as duas
estruturas. Q5, L3 e M8 perderam parcialmente estrutura folha—3, enquanto M4, R1 e
IT1 ganharam este elemento, sendo este Ultimo modelo, inicialmente pouco
estruturado, evoluiu para uma estruturacdo semelhante a predicdo de estrutura
secundaria consenso.

Os modelos Q7, Comp, R1, SP5 que inicialmente possuiam a—hélice, perderam
essa estruturacdo em suas respectivas estruturas meédias. O modelo Fugue, que
distinguiu-se de todos os outros modelos por apresentar grandes a-hélices, perdeu
metade da quantidade dessa estrutura secundéria. Todas essas tendéncias mostram
que possivelmente a cyspep ndo apresenta esse elemento de estrutura secundaria. A
Figura 27 permite visualizar a evolucdo temporal de elementos de estrutura
secundéria durante as simulacdes dos diferentes modelos através do célculo de
DSSP. A a-hélice, quando aparece, se desfaz rapidamente na simulacido e nao volta
a ser estruturada, com ressalva do modelo Fugue. Este apresentou trés a-hélices
inicialmente, sendo que duas delas foram perdidas por completo apos 110ns de

simulagéo.
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Figura 26: Estrutura secundaria dos modelos submetidos a dindmica molecular. A sequéncia da cyspep € exibida na parte superior da imagem,
seguida pela predicdo de estrutura secundaria consenso — concord — em azul escuro (cilindros vermelhos, a-hélices; cilindros amarelo, 3-10 hélices;
setas azuis, folhas-f3). O contetido da estrutura secundaria de cada conformacdo inicial e média ao longo de 200ns de simulacao. A figura foi produzida
pelo software ALINE (Bond and Schuttelkopf 2009).
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74




4.4.2 Influéncia do campo de forca sobre a Dindmica da estrutura Fugue

Os resultados das simulagfes de dinamica molecular realizadas utilizando o
campo de forca GROMOS96 53a6 mostraram uma convergéncia para auséncia de a-
hélice na estrutura tridimensional da cyspep, e concomitante estruturagao de folha—[3
de acordo com a predicdo de estrutura secundaria. Como a estrutura Fugue
apresentou maior percentagem de a-hélice, 33% (Figura 26), realizamos simulac¢des
utilizando diferentes campos de forca: AMBER99SB ILDN, CHARMM22, GROMOS96
53a6, para avaliar a influéncia dos mesmos na formacao de estruturas.

Na Figura 28 é possivel observar os valores de RMSD, Rg e SASA do modelo
Fugue ao longo da trajetéria de 200ns em simulacdes realizadas segundo o0s
diferentes campos de forca. A simulacdo com AMBER99SB ILDN mostrou acréscimo
de RMSD até 90ns, em seguida as oscila¢cdes seguiram em torno de 1,2nm até o final
da simulacdo. Nenhuma grande variagcdo em RMSD foi observada em CHARMM?22,
apresentando o valor mais baixo entre as simula¢cdes comparadas, oscilando em torno
de 0,5nm. JA GROMOS96 56a6 mostrou um aumento em RMSD até 110ns, passando
por uma estabilizacdo em torno de 0,8nm até 196nm antes de diminuir ao final da
simulacédo para 0,6nm.

Os raios de giro das simulagcbes por CHARMM22 e GROMOS96 56a6
apresentaram menor valor em relacdo a AMBER99SB ILDN, oscilando entre 1,2nm e
1,3nm. Com AMBER99SB ILDN essa oscilacdo variou entre 1,5nm e 1,6ns apés 90ns
de simulacéo. As informacdes de RMSD e raio de giro da simulagdo com campo de
forca AMBER99SB ILDN indicaram que o alto valor de RMSD esta relacionado com a
baixa compactacao que a estrutura adquiriu apos 90ns de simulacéo.

Apesar de GROMOS96 56a6 possuir baixo valor de Raio de Giro em relacao a
AMBER99SB ILDN, apresentou o maior valor de superficie acessivel ao solvente,
oscilando entre 30 e 35nm2. Isso se deve a maior area exposta entre os residuos
Leu60 a Glu67, que na estrutura inicial e nas simulagdes por AMBER99SB ILDN e
CHARMM22 € um segmento composto de a-hélices, enquanto em GROMOS96 56a6

tornou-se regido formada por coil.

75



RMSD/ Raio de Giro/ Superficie Acessivel ao Solvente
<
T 2.
EZ
=
wI
= 9
c o
N
o T
o — AMBER99SB ILNB
t — CHARMMZ22
- GROMOS96 53a6
£ <
2" |
} """“‘_w;wmm“
?.- - T T T T T
n |
m
g 1
=y
R _
|
- T T T T T
0 50 100 150 200
Tempo (ns)

Figura 28: Desvios RMS, Rg e SASA dos atomos da cadeia principal (backbone) do modelo
Fugue, através de diferentes campos de forca, representados em funcdo do tempo de
simulacéo.

76



A Figura 29A mostra o grafico de RMSF, as flutuacdes de maiores valores,
0,7nm até 1,0nm, estdo associadas com os residuos que compdem os segmentos N
e C terminais. A simulacdo com o campo de forca CHARMMZ22 apresentou menor
flutuacdo em seus residuos em relacdo aos demais campos de forca, o que corrobora
os resultados de RMSD.

Para uma melhor visualizagdo, a Figura 29B mostra a andlise de fator-B,
indicando que a regidao com maior flexibilidade na simulacdo por AMBER99SB ILDN
estad compreendida entre os residuos Asn29 e Met41 e a maiores flutuacdes ocorrem
nos Gly36, Gly37, Gly38 e Ala39, uma regido de coil. Na simulagcdo por GROMOS96
53a6 os quatro ultimos residuos (Cys85, His86, Tyr87 e Thr88) estdo mais flexiveis;
esta regido mostrava uma estrutura secundaria tipo folha—f3 no modelo original (Figura
30). Os residuos de cisteina encontram-se altamente estaveis exibindo menos
flutuagéo, com excecdo da simulacdo com AMBER99SB em que a Cys31 mostrou
maior flexibilidade.

Em relagdo a desestruturacdo de a-hélices das estruturas médias nas
simulagdes (Figuras 29B e 30), o campo de forca GROMOS96 53a6 reduziu de 33%
para 14,8%, seguido do CHARMM22 com 21,6% e AMBER99SB ILDN com 25%.
Apesar da simulacdo por CHARMMZ22 ter sido a mais estavel, GROMOS96 53a6
evidenciou maior redugao de a-hélices, e por tal motivo essa simulagao foi estendida
até 500ns. Comparando as estruturas médias com 200ns e 500ns de simulacgéo,
houve acréscimo de folha—[3, de 18,2% para 27,3% (Figuras 29B e 30).
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Figura 29: (A) RMS de Flutuacdo do modelo Fugue simulado através de diferentes campos
de for¢a. (B) Fator-B da estrutura média do modelo Fugue em diferentes campos de forga (a)
AMBER99SB ILDN (b) CHARMM22 (c) GROMOS96 56a6 (d) GROMOS96 56a6 500ns e
abaixo seus respectivos modelos representados em cartoon.
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Figura 30: Estrutura secundéaria do modelo Fugue influenciado por diferentes campos de forca. A sequéncia da cyspep € exibida na parte superior da
imagem, seguida pela predigéo de estrutura secundaria consenso — concord — em azul escuro (cilindros vermelhos, a-hélices; cilindros amarelo, 3-10
hélices; setas azuis, folhas-B). O contetdo da estrutura secundaria da conformacao inicial Fugue e de cada estrutura média e trés maiores clusters ao

longo 200ns de simulagdo, além da estrutura média simulada pelo campo de forca GROMOS96 53a6 ao logo de 500ns de simulacéo. A figura foi
produzida pelo software ALINE (Bond and Schuttelkopf 2009).
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A Figura 31 mostra que a conformacao dos elementos estruturais secundarios
foi afetada durante o curso das simula¢cdes. Observamos que a a-hélice ndo é
preservada em nenhuma das estruturas simuladas, ou pelo menos necessitaria de
mais tempo de simulacéo para analisar a tendéncia da estrutura quando simulada com
o campo de forcza CHARMM22. Dos diferentes campos de forga, AMBER99SB ILDN
apresentou tendéncia para uma estrutura aleatoria composta por turn e coil, enquanto
CHARMMZ22 e GROMOS96 53a6 estabilizaram em 135ns e 110ns, respectivamente.

As poses das estruturas foram clusterizadas com cutoff de 0,35nm.
AMBER99SB ILDN apresentou maior numero de clusters, 12, enquanto CHARMM22
apresentou o menor, 5, seguido do GROMOS96 53a6 com 8 (Figura 32). Esses
valores enfatizam as tendéncias mostradas pelas andlises de RMSD e RMSF (Figuras
28 e 29A).
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4.4.3 Influéncia do campo de for¢ca sobre a Dindmica da estrutura I-Tasser

Assim como realizamos um estudo para verificar a desestruturacéo de a-hélice
do modelo Fugue, uma analise equivalente foi feita para examinar a presenca de
folna—B, j4 que a predicdo de estrutura secundaria indica o predominio desse
elemento em relacdo aos demais. Foram realizadas simulacdes com diferentes
campos de forca (AMBER99SB ILDN, CHARMM22, GROMOS96 53a6) com a
estrutura IT1, que se destacou ao ganhar mais estrutura secundaria folha—3 entre os
modelos simulados.

IT1 foi influenciado de modo diferente pelos campos de forca em relacao a
estrutura Fugue. Os resultados de RMSD mostraram menor variacdo em
AMBER99SB ILDN e maior em CHARMMZ22 (Figura 33). Regides com maiores
oscilacbes em valores de RMSD coincidiram com as variacfes de raio de giro, o que
sugere gue a compactacdo da proteina influencia em sua mudanca estrutural.
GROMOS96 53a6 apresentou maior area acessivel ao solvente em relacéo aos outros
campos de forca, devido a maior exposi¢ao entre os residuos Ser55 e Gly62.

A Figura 34A mostra as flutuacdes em cada residuo. CHARMM22 apresentou
maior flutuacéo entre os demais, mostrando maior flexibilidade nos residuos Lys15 e
Asn16 e o segmento compreendido entre os residuos Ala28—-Cys31, regides de coil.
Os residuos de cisteina se mostraram altamente estaveis exibindo menor flutuacéo,
com excecdo do CHARMM22 em que Cys31 ficou mais flexivel, coincidente com a
cisteina que resultou em uma maior flexibilidade quando simulada com o campo de
forca AMBER99SB ILDN para a estrutura Fugue.

Em relacdo a estruturagdo de folha—-f3 das estruturas médias (Figuras 34B e
35), houve maior ganho no campo de forca GROMOS96 53a6 contendo 34% desse
elemento, AMBER99SB ILDN e CHARMMZ22 ficaram igualadas com 22%, porém
CHARMM22 teve um acréscimo de a—hélice, 4,5%.

A estrutura do modelo IT1 simulada com o campo de forca GROMOS96 53a6
evidenciou aumento mais significativo de folha-@, assim sua simulacao foi estendida
até 500ns. Comparando as estruturas médias com 200ns e 500ns de simulacao,
houve perda de 2% de folha—f e do elemento 3i0 hélice, 3,4%, sendo estes
substituidos por coil (Figuras 34B e 35).
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Figura 33: Desvios RMS, Rg e SASA dos atomos da cadeia principal (backbone) do modelo
IT1, através de diferentes campos de forca, representados em fungéo do tempo de simulacéo.
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Figura 34: (A) RMS de Flutuagdo do modelo IT1 simulado através de diferentes campos de
forca. (B) Fator-B da estrutura média do modelo IT1 em diferentes campos de forca (a)
AMBER99SB ILDN (b) CHARMM22 (c) GROMOS96 56a6 (d) GROMOS96 56a6 500ns e
abaixo seus respectivos modelos representados em cartoon.
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Figura 35: Estrutura secundéaria do modelo IT1 influenciado por diferentes campos de forca. A sequéncia da cyspep é exibida na parte superior da
imagem, seguida pela predicdo de estrutura secundaria consenso — concord — em azul escuro (cilindros vermelhos, a-hélices; cilindros amarelo, 3-10
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longo 200ns de simulagdo, além da estrutura média simulada pelo campo de forca GROMOS96 53a6 ao logo de 500ns de simulagéo. A figura foi

produzida pelo software ALINE (Bond and Schuttelkopf 2009).
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A Figura 36 mostra que a conformacao dos elementos estruturais secundarios
foi afetada durante o curso das simula¢cdes. Observamos que a a-hélice ndo é
preservada em nenhuma das estruturas simuladas, apesar de sumir e reaparecer em
CHARMM22. Apesar das simulacdes realizadas com GROMOS96 53a6 possuirem
maiores valores de RMSD que as simuladas com AMBER99SB ILDN, a evolugao dos
elementos de estrutura secundéria foi mais estavel, o que se reflete na mesma
quantidade de clusters, idéntica as simulagcdes com AMBER99SB ILDN (Figura 37).

As poses das estruturas foram clusterizadas com cutoff de 0,3nm. CHARMM22
apresentou maior numero de clusters (14), enquanto AMBER99SB ILDN e
GROMOS96 53a6 apresentaram um numero mais reduzido (5) (Figura 37). Esses
valores estdo de acordo com os de RMSD, RMSF e elementos de estrutura

secundaria.
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Figura 36: Representacdo da evolucdo temporal de elementos de estrutura secundaria
durante as simulacdes através de diferentes campos de forca do modelo IT1.
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5 DISCUSSAO

A infeccdo por Leishmania € um processo complexo, em que tanto o sistema
imune do hospedeiro quanto os componentes de viruléncia do parasita influenciam o
resultado da infeccdo. Alguns fatores de L. (L.) amazonensis sdo capazes de interagir
diretamente com o sistema imune do hospedeiro e influenciar uma resposta que
beneficia a sobrevivéncia do parasita (De Souza Leao, Lang et al. 1995).

Nesse contexto, a cyspep possui sua sequéncia de aminoacidos diferente de
outras espécies de Leishmania, as quais podem indicar existéncia de epitopos
exclusivos para L. (L.) amazonensis. Estes epitopos podem estar relacionados com
algumas peculiaridades da infeccdo causada por esse parasito contribuindo para o
estimulo de subpopulacées de linfécitos relacionadas a patogénese (Soong, Chang et
al. 1997).

A atuacdo desse peptideo, que € eliminando pelo parasito e pode ser detectado
dentro e fora de macréfagos, tende a definicdo que o mesmo influencia na interacéo
entre o parasito e o hospedeiro, desencadeando respostas favoraveis ao sucesso da
vida do parasito, ou seja, contribui ao estilo de vida da L. (L.) amazonensis. Desta
forma, saber como se organiza a estrutura deste polipeptidio pode ser util na
descoberta de fun¢des ainda néo descritas.

Porém nédo é trivial a tarefa de se obter a estrutura tridimensional de uma
proteina. As técnicas experimentais como a cristalografia de raios-X e ressonancia
magnética nuclear (NMR) possuem limitagBes, como qualidade necesséaria dos
cristais obtidos para o trabalho experimental, e a obtencdo de amostras em
guantidade suficiente para os ensaios, respectivamente. Ainda, o sequenciamento de
peptideos caminha em passos mais largos que a resolucéo tridimensional de suas
estruturas correspondentes, o que gera uma grande defasagem no que diz respeito
ao conhecimento sequéncia-estrutura-funcao (Santos Filho and Alencastro 2003).

Em consequéncia, foram desenvolvidos outros métodos de elucidacdo de
estruturas tridimensionais de proteinas baseados em metodologias in silico como
modelagem comparativa, threading e métodos de novo. Recentes avancos em
algoritmos computacionais para prever a estrutura e funcdo de proteinas tém
abrandado o problema, e fornecem informacfes valiosas sobre as proteinas de

interesse.
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As proteinas possuem propriedades conformacionais peculiares que lhes
permitem enovelar e desenovelar em sua conformacao tridimensional nativa. Essas
propriedades ndo sdo aleatdrias, pois existe uma estreita relacéo entre a funcéo e a
estrutura, ou seja, uma proteina so6 ira exercer sua funcao eficientemente se estiver
em sua estrutura tridimensional nativa, aquela que é alcancada em condi¢cdes
fisiolégicas apropriadas (Hegyi and Gerstein 1999). Isto posto, o desenho
experimental assumido nesse trabalho — predicdo da estrutura secundaria consenso
e de ligacao dissulfeto; seguida de modelagem comparativa, threading e métodos de
novo; e dinamica molecular — foi oportuno para verificar a tendéncia da estrutura
tridimensional dessa proteina.

Desta forma, técnicas in silico para predizer conformacdes estruturais para
cyspep foram empregadas no presente estudo e os resultados sugeriram que a
proteina € formada preferencialmente pela estrutura secundéaria folha—@3. Essa
estrutura se manteve presente mesmo quando submetida a longas simulacdes de
dindmica molecular, da ordem de centenas de nanossegundos. O mesmo ndo pode
ser observado em relagcao as a—hélices que se desfizeram durante a simulacdo. Essas
caracteristicas estruturais podem ser explicadas com base nas propriedades fisico-
guimicas dos aminoacidos que formam a cyspep.

A a-hélice estd associada com um momento dipolo em que a regido amino-
terminal da hélice tem uma carga positiva enquanto a carboxi-terminal tem uma carga
negativa; assim, os residuos que sdo negativamente carregados na extremidade
amino e positivamente carregados na extremidade carboxi tendem a estabilizar a
a—hélice, ja os residuos com carga oposta tendem a desestabilizar a a—hélice (Schlick
2010).

Estudos mostraram que residuos com restricbes na conformacdo da cadeia
lateral, devido a grupamentos grandes ou volumosos, S40 mMenos propensos a
formarem a-hélice do que outros residuos. Por exemplo, glutamina, metionina, leucina
favorecem a formagao de a-hélice, ao passo que a valina, serina, 4cido aspartico,
asparagina, prolina e glicina tendem a desestabiliza-las (Schlick 2010). A prolina
guebra ou torciona a a-hélice devido ao fato de possuir uma estrutura quimicamente
coesa e rigida que nao pode doar uma ligacdo de hidrogénio e porque a sua cadeia
lateral interfere estericamente com a cadeia principal do residuo anterior, no entanto,
a prolina pode ser encontrada como o primeiro residuo de uma hélice. A glicina

também tende a perturbar hélices devido a sua elevada flexibilidade conformacional
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tornando-se entropicamente desfavoravel adotar uma estrutura helicoidal (Pace and
Scholtz 1998).

Os residuos desfavoraveis para formacao de a-hélice correspondem a 36,4% dos
aminoacidos da sequéncia da cyspep, enquanto os favoraveis correspondem apenas
12,5% desse total, 0 que ndo colabora para sua formacao e talvez seja a razao destas
se desfazerem e néo estabilizarem com as simula¢des de dindmica molecular, mesmo
sob a influéncia dos diferentes campos de forga.

Ja em relagao as folhas—f, o anel de prolina, como para a-hélices, ndo se adapta
bem, uma vez que nao pode participar da rede de liga¢cGes de hidrogénio entre strand.
Os aminoacidos valina, isoleucina e fenilalanina sdo propensos a formar folha—3
(Schlick 2010). Na cyspep, as cinco prolinas existentes foram preditas como regides
de coil pelo servidor de predicdo de estrutura secundaria consenso e na grande
maioria dos modelos criados, as prolinas, também compdem regides de coil. J& os
aminoacidos com propenséao a folha—3 compdem a predicado de estrutura secundaria
consenso e estdo presentes em grande parte dos modelos propostos. A dinamica
molecular do modelo IT1 sob a influéncia de diferentes campos de forca também
corrobora a predominéancia desse elemento estrutural.

Apesar da cyspep demonstrar ser um polipeptideo all-8, ou seja, uma classe
de dominios estruturais em que a estrutura secundaria é composta inteiramente
por folhas—-f com apenas voltas e loops interligando strands adjacentes, nao
apresenta padrdes de dobras consenso entre diferentes modelos. De acordo com o
banco de dados de classificacdo estrutural de proteinas (SCOP - Structural
Classification of Proteins) (Lo Conte, Ailey et al. 2000), existem 174 tipos de dobras
com apenas conformacgdes de folhas—[3 (http://scop.berkeley.edu/sunid=48724).

A construgéo in silico da estrutura tridimensional da CTE de L. (L.) mexicana foi
proposta no ano de 2001 (Alves, Figueiredo et al. 2001). Essa proteina possui
identidade sequencial de 92% com cyspep. A abordagem metodoldgica e a estrutura
gerada foram diferentes do utilizado nesse trabalho. A construgéo do primeiro modelo
foi por meio da modelagem comparativa, porém assim como para cyspep, nao foram
encontrados moldes com identidade sequencial suficiente para aplicacéo da técnica.

Por meio da sequéncia de aminoacidos da CTE de L. (L.) mexicana nenhum
molde foi encontrado mediante aplicagdo da ferramenta computacional BLAST; ja com
o da cyspep, 25 potenciais moldes foram achados, porém apresentaram baixa
identidade sequencial com a cyspep. Essa diferenca pode ser explicada pelo depésito

de 83500 novas estruturas no PDB nos ultimos 13 anos, o que poderia ter limitado na
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época a possibilidade de encontrar moldes mais proximos. Além disso, estruturas
tridimensionais determinadas experimentalmente das cisteino-proteases sdo sempre
obtidas em sua forma madura, ou seja, sem a CTE, isso explica a falta de homadlogos
com estrutura definida até a atualidade.

O problema da falta de moldes neste trabalho foi solucionado com o uso de outras
técnicas de predicao tridimensional de proteinas, threading e métodos de novo. Como
essas técnicas ndo estavam consolidadas em 2001, Alves e colaboradores
construiram uma quimera entre a proteina papaina, homéloga a CPB madura, e
acresceu a sequéncia de aminoacidos da CTE ao final dessa sequéncia. Essa
combinagao permitiu encontrar como molde uma glicosiltransferase que possui 37%
com quimera (Alves, Figueiredo et al. 2001).

A estrutura final foi composta por trés regibes de a-hélices (a-hélice 1,
CFDKNCTQGC; a-hélice 2, ANECHKNGGGASM e a—hélice 3,
SPQKVTMCTYSNEFCV), duas pequenas regides de strain (PAP e LIK) e o restante
foram regibes sem estrutura secundaria definida. Essa estrutura¢éo nédo coincide com
nenhum dos 72 modelos criados neste trabalho. Ndo ha consenso nem com a
estrutura Fugue, que também é formada por a—hélice, as hélices sdo menores e
encontram-se distribuidas em regides diferentes da proteina em relagédo ao primeiro
modelo hipotético proposto (Alves, Figueiredo et al. 2001).

Estes 72 modelos da cyspep obtidos no presente estudo devem-se a riqueza de
informacdes disponiveis nos bancos de dados e a praticidade da existéncia de
diversos servidores online para predicao de estruturas tridimensionais de proteinas, o
que ndao foi possivel ha 13 anos atras.

Quanto a presenca de ligacBes dissulfeto, a cyspep possui nove cisteinas que
tém o potencial de formar até quatro dessas ligagcdes. Como essa proteina ja foi
observada no meio extracelular e no citoplasma de células hospedeiras (Alves, Corte-
Real et al. 2005), fortalece a hipétese da presenca de ligacdes dissulfeto na cyspep.
A maioria das proteinas que tem sua fung¢do bioldgica no meio extracelular contém
ligagbes dissulfeto (Hogg 2003). Essas ligagbes influenciam na termodinédmica de
enovelamento de proteinas, estabilizam a conformacéo nativa, mantém a integridade
da proteina frente a agentes oxidantes e enzimas proteoliticas no ambiente
extracelular. Ou seja, ao estabilizar a estrutura da proteina, liga¢des dissulfeto podem
proteger as proteinas contra danos e aumentar sua meia-vida (Hogg 2003).

Anteriormente, as ligagbes dissulfeto presentes em proteinas maduras foram

pensadas para serem inertes, ou seja, uma vez formadas permanecem inalteradas
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durante a vida da proteina (Hogg 2003). No entanto, parece que issO ndo &
necessariamente o caso. Liga¢cfes dissulfeto sdo clivadas em proteinas maduras e,
quando isso acontece, tem importantes consequéncias para a funcdo da proteina
(Hogg 2003). Por exemplo, a reducao de liga¢gdes dissulfeto é um passo fundamental
no processamento de antigeno, tanto para permitir o desdobramento de antigenos de
proteinas, aumentando o acesso das enzimas proteoliticas de processamento, quanto
para expor residuos de cisteinas livres dentro de epitopos peptidicos lineares
reconhecidos por linfécitos T (Collins, Unanue et al. 1991, Fairlie, Stanton et al. 1996,
Haque, Hawes et al. 2001).

Nesse aspecto, a cyspep foi verificada quanto a acéo de seus peptideos derivados
na modulagcédo da resposta imune do hospedeiro vertebrado (Souza-Silva, Pereira et
al. 2014), e relacionando com as ligacdes dissulfeto, foi analisado que essas ligactes
podem regular o processamento de antigenos, influenciando assim a selecdo de
epitopos por moléculas de MHC de classe Il. A mutagénese de ligacdes dissulfeto
especificas dentro do antigeno kll de imunoglobulina G demonstrou influenciar a
eficiéncia de apresentacédo de epitopo por moléculas de MHC de classe Il. Este estudo
demonstrou que a clivagem de ligacdes dissulfeto dentro de um antigeno de um
epitopo especifico pode regular a apresentacéo e selecao de epitopo (Li, Haque et al.
2002).

Interessantemente, o epitopo P6 (FCLGGGLCL) da cyspep, que foi testado e
demostrou ter interacdo no sistema imune de camundongos (Silva-Almeida, Pereira
et al. 2012, Souza-Silva, Pereira et al. 2014), apresenta cisteinas em sua composic¢ao.
O P6 é exclusivo de L. (L.) amazonensis e as cisteinas Cys59-Cys65 formam uma
ligacdo dissulfeto em um dos modelos gerados pelo método de novo, Q5.

Porém, ndo podemos afirmar se a cyspep apresenta ligacdes dissulfeto, ja que
nao houve consenso dos servidores de predicdo dessas ligacdes e em relacdo aos
modelos criados, ndo apresentaram uma ligacdo predominante e nem formagdes
adicionais nas simulacdes de dindmica molecular, na escala de tempo observada.
Para afirmar a sua presenca ou auséncia e em quais residuos se encontram serao
necessarias analises experimentais, como ensaios de espectrometria de massas
(Gorman, Wallis et al. 2002).

Assim como para ligacdes dissulfeto, ndo podemos afirmar qual modelo/servidor
propds uma melhor estrutura tridimensional para a cyspep. E sabido que a modelagem
baseada em modelo torna-se cada vez mais poderosa, pois as dobras de estruturas

mais populares, adotadas por varias sequéncias, sado conhecidas (Dai and Zhou
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2011). No entanto, o reconhecimento de dobras de estrutura semelhantes na auséncia
de similaridade sequencial, como no caso da cyspep, € um desafio.

Com o intuito de estimular avancos na area, a Avaliagdo Critica de Técnicas de
Predicdo de Estrutura de Proteinas (CASP - Critical Assessment of Techniques for
Protein Structure Prediction) é realizada bienalmente. O principal objetivo dessa
avaliacdo é verificar a qualidade e eficiéncia dos métodos de predi¢cdo de estruturas
existentes. Sao disponibilizadas diversas sequéncias proteicas alvo e ao final uma
classificacéo é divulgada com o desempenho dos grupos participantes (Moult, Fidelis
et al. 2014).

CASP possui duas areas de competicdo: predicdo baseada em estrutura e
primeiros principios. J& foi mostrado que as predicdes de estrutura baseadas em
homologia tinham grande destaque na producdo de modelos razoaveis nos casos em
gue se possuia uma estrutura homéloga disponivel (Moult, Hubbard et al. 1999), o que
nao € o caso da cyspep. Nos ultimos anos, a metodologia de predicdo de novo
apresentou-se bem classificada no CASP, tanto que a mesma se mostrou como
metodologia provavelmente mais promissora (Moult 2005), em se enquadram 0s
servidores QUARK (Xu and Zhang 2012) e ROBETTA (Chivian, Kim et al. 2005).

Experimentos CASP também demonstraram vantagens significativas de
abordagens compostas na previsdo da estrutura de proteinas, que combinam técnicas
como threading, métodos de novo e refinamento estrutural. O servidor |-Tasser (Roy,
Kucukural et al. 2010) € um exemplo de abordagem composta e foi classificado como
o melhor método para a previsédo da estrutura de proteinas automatizado no CASP no
anos de 2007 e 2009 (Battey, Kopp et al. 2007, Cozzetto, Kryshtafovych et al. 2009).
Uma andlise da qualidade no alinhamento de sequéncias para a predicdo de
estruturas demonstrou uma vantagem dominante de algoritmos de alinhamentos
baseados em perfil-perfil (Yan, Xu et al. 2013), o mesmo utilizado pelo servidor
MUSTER (Wu and Zhang 2008).

Em relacdo a estrutura tridimensional de proteinas, € cada vez mais reconhecido
gue as relagdes entre estrutura e fungdo nem sempre sao simples, muitas dobras de
proteinas/familias sdo conhecidas por serem funcionalmente promiscuas (Roy,
Srinivasan et al. 2009), e enovelamentos diferentes podem desempenhar a mesma
funcédo (Bork, Sander et al. 1993).

De tal modo, ndo podemos estipular uma relagcéo estrutura-funcéo para a cyspep
no momento. Para isso Sao necessarias investigacdes experimentais para confirmar

alguns padrdes estruturais da cyspep, como o dicroismo circular para quantificar o

95



conteudo de estrutura secundaria em diferentes condicbes fisiologicas, e
espectrometria de massas para verificar possiveis ligacdes dissulfeto.

A combinacéo de métodos experimentais e in silico tem demostrado ser de grande
valia. O hibridismo da espectrometria de massas com a modelagem comparativa
(Kamal, Benchaar et al. 2007) e métodos de novo (Nili, Mukherjee et al. 2012) foram
empregados na modelagem estrutural da proteina cofilina e de seis proteinas
ligadoras do fator de crescimento similar a insulina (IGFBPSs), respectivamente. O
dicroismo circular também foi utilizado para validar o modelo criado
computacionalmente, como um modelo de peptidase CHAPk gerado pelo servidor I-
Tasser que corroborou com os resultados do dicroismo circular (Fenton, Cooney et al.
2011).
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6 CONCLUSOES

A associacdo do uso de servidores online que utilizam as abordagens de
modelagem comparativa, threading e métodos de novo para predicdo
tridimensional de proteinas foi favoravel para a obtencdo de 72 modelos
tridimensionais da cyspep.

Das trés abordagens para predicdo da cyspep, a modelagem comparativa
apresentou os resultados menos satisfatérios, com apenas dois modelos, nao
concordantes com a predicao de estrutura secundaria consenso.

A abordagem de dinamica molecular classica aplicada neste trabalho foi pertinente
para validacdo dos 10 modelos tridimensionais propostos para cyspep que
demonstraram concordancia com a predi¢do de estrutura secundaria consenso.
Nossos resultados sugerem que cyspep pode adotar uma estruturacdo composta
principalmente de folha-f3. Com o uso dos métodos de predicdo de estrutura
seguidos de simulacdes de dinamica molecular, sob a influéncia de diferentes
campos de forca, foi possivel verificar a estabilidade do elemento folha—3,
enqguanto o teor helicoidal foi rapidamente interrompido.

Ndo obstante a estabilidade das estruturas em folha-f apds simulacbes de
dindmica molecular, ndo foi possivel observar padrées de dobras consenso entre
diferentes modelos.

Embora a sequéncia linear da cyspep possua nove residuos de cisteina, néo

houve consenso quanto a predi¢cédo de ligacdes dissulfeto.
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ANEXO A — ARQUIVOS DE ENTRADA PARA SIMULACOES DE
DINAMICA MOLECULAR

define = -DFLEXIBLE ;Define a flexibilidade/ mobilidade do solvente, agui livre
constraints = none Estabelece guaisquer restrigies utilizadas no modelo
integrator = steep  ,Tipo de integrador, aqui o “steepest descent”

dt =0.002; ps! ;Nado ¢ necessdrio para a minimizagdo. S0 é necessdrio para integradores dindamicas (como
i)

nsteps = 1000 ;Niimero de passos.

nstlist = 10 sFrequéncia de atnalizacio da lista de vizinhos, em passos (atualiza a lista a cada 10
passos)

ns_type = grid sTipo de “WNeighbor searching”

rlist = 1.0 ;Raio de corte para vizinhos de baixo alcance

coulombtype = PME ; Informa ao gromacs a eletrostatica do modelo, aqui escolhemos a “Fast Particle-
Mesh Ewald”

rcoulomb = 1.0 sRaio de corte Coulomb

vdwtype = cut-off [ Tipo de energia Van der Waals, aqui “cut-off”

rvdw = 1.4 ;Raio de corte para Lennard-Jones ou Potencial de Buckinghanm

optimize_fft =yes ;Calula o plano FFT ideal para a grid de partida

b
;Energy minimizing stuff

b

emtol = 1000.0 Ja minimigagdo converge quando a forca mdxima € menor do que este valor, em kJ.Mol-
1.nm-1.
emstep = 0.01 spasso inicial, em nm.

Figura 1: Arquivo de entrada para minimizagao.
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define = -DPOSRES s Define restricoes de posicao

constraints = all-bonds s Constrices em todas as ligacies

integrator = md s Tipo de integrador, aqui o “md” (outra opcao é"'sd" para a dindmica
estocdstica).

dt =0.002; ps! s “Lime-Step” (intervalo de tempo), para integragao, em ps

nsteps = 50000 ; total 100 ps. s Niimero de passos: nsteps X dt = Tempo da simulacao em ps
nstcomm = 10 s Frequéncia para o centro de remocio de movimento de massa
nstxout = 500 ; collect data every 1.0 ps  ; Frequéncia a escrever a trajetoria em arquivo

nstxtcout = 500 s Erequéncia para escrever coordenadas para trajetdria xtc
nstvout = 5000 s Erequéncia a escrever as velocidades em arquivo

nstfout = 0 s Frequéncia para escrever forgas para a trajetiria de saida.

nstlog =10 s Frequéncia para escrever energias no arquivo de log, as siltimas energias sao
semipre escritas

nstenergy = 50 s Frequéncia a escrever as energias em arquivo

nstlist = 10 s Frequéncia de atnalizacao da lista de vizinhos, em passos

ns_type = grid s Tipo de “Nezghbor searching”

rlist = 1.0 ; Raio de corte para vizinhos de baixo alcance)

coulombtype = PME ;Calenla interagies eletrostdticas entre os datomos., escolhemos a “Fast Particle
Mesh Ewald”

rcoulomb = 1.0 s Raio de corte Coulomb, em nm

vdwtype = cut-off s Tipo de energia Van der Waals, aqui “cut-off”

rvdw = 1.4 ; Raio de corte para Lennard-Jones

pme_order = 4 ; Ordem de interpolagao para PME

ewald_rtol = 1e-5

optimize_fft = yes s Calenla o plano FET ideal para a grid de partida

DispCorr = no s Nao aplicar qualguer correcio

; Berendsen temperature coupling is on
Tcoupl = v-rescale ;Tipo de temperatura de acoplamento onde a velocidade ¢ redimensionada nsando um termo
estocdstico

tau_t = 0.10.1 s Constante de tempo para a temperatura

tc-grps = protein non-protein s Grupos separados ao banho de temperatura

ref_t = 300 300 s Temperatura da proteina e do resto do sistema - em Kelvin

; Pressure coupling is off

Pcoupl = no s Nenbum acoplamento de pressao ¢ selecionado para esta corrida
Pcoupltype = isotropic s Acoplamento pressao isotripica com o tempo constante tan-p (ps)

tau_p = 1.0 ; Constante de tempo de acoplamento (em ps). Valor de Tau, no termostato de Berendsen, quando
ligado
compressibility = 4.5e-5  ; Compressibilidade da dgua a 1 ATM e 300k, unidade em bar-2

ref p=1.0 s (Referencial para o barostato

; Generate velocites is on at 300 K.

gen_vel = yes ; Gerar velocidades iniciais por distribuicio de Maxwell

gen_temp = 300.0 s Temperatura inicial, em Kelvin

gen_seed = -1 s Usado para inicializar o gerador aleatdrio para velocidades aleatorias

Figura 2: Arquivo de entrada para dindmica de restrigéo.
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define = -DFLEXIBLE ; Define a flexibilidade/ mobilidade do solvente, agui livre

constraints = all-bonds s Constrices em todas as ligacies

integrator = md sTipo de integrador, agui o “md”

dt =0.002; ps! s “Time-Step” (intervalo de tempo), para integragao, em ps

nsteps = 100000000 ; total 200000 ps. ; Nzimero de passos: nsteps X dt = Tempo da simulagao em ps
nstcomm = 10 ; Frequéncia para o centro de remocio de movimento de massa
nstxout = 5000 ; collect data every 10 ps , Frequéncia a escrever a trajetoria em arquivo

nstxtcout = ( s Frequéncia para escrever coordenadas para trajetiria xte

nstenergy = 100 s Frequéncia a escrever as energias em arquivo

nstvout = 0 s Erequéncia a escrever as velocidades em arquivo

nstfout = 0 s Frequéncia para escrever forgas para a trajetiria de saida.

nstlist = 10 s Frequéncia de atnalizacao da lista de vizinhos, em passos

ns_type = grid ; Tipo de “Neighbor searching”

;elist = 1.0 ; Raio de corte para vizinhos de baixo alcance

coulombtype = PME s calcula interacoes eletrostiticas entre os dtomos., escolhemos a “Fast Particle
Mesh Ewald”

; rcoulomb = 1.0  Raio de corte Coulomb, em nm

vdwtype = cut-off  ; Tipo de energia Van der Waals, aqui “cut-off”

srvdw = 1.4 ; Raio de corte para Lennard-Jones

pme_order = 4 ; Ordem de interpolagao para PME

ewald_rtol = 1le-5
optimize_fft =yes ; Caleula o plano FFT ideal para a grid de partida

DispCorr = no s Nado aplicar qualguer correcao

; Berendsen temperature coupling is on

Tcoupl = v-rescale  ; Tipo de temperatura de acoplamento onde a velocidade ¢ redimensionada usando um
termo estocdstico

tau_t =0.10.1 ; Constante de tempo para a temperatura

tc-grps = protein non-protein s Grupos separados ao banho de temperatura

ref_t = 300 300 s Temperatura da proteina e do resto do sistema - em Kelvin

; Pressure coupling is on

Pcoupl = parrinello-rahman

Pcoupltype = isotropic s Acoplamento pressao isotripica com o tempo constante tan-p (ps)
tau_p = 1.0 | constante de tempo de acoplamento (em ps). 1V alor de Tau, no termostato de Berendsen, guando
ligado

compressibility = 4.5e-5 s Compressibilidade da agua a 1 ATM e 300k, unidade em bar-2
ref p=1.0 s Referencial para o barostato

; Generate velocites is on at 300 K.

; gen_vel = yes s Gerar velocidades iniciais por distribuicao de Maxowell

; gen_temp = 300.0 s Temperatura inicial, em Kelvin

; gen_seed = -1 ;s Usado para inicializar o gerador aleatdrio para velocidades aleatorias
; Neighbor Searching Parameters

cutoff-scheme = Verlet

verlet-buffer-drift = 0.005

Figura 3: Arquivo de entrada para dindmica molecular.
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ANEXO B — TABELAS COM DISTANCIA ENTRE CISTEINAS DAS
ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS PREDITAS

Tabela I: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados por modelagem
comparativa e servidor Fugue

Posicdo DIANNA Scratch Comp Fugue

17—21 713 9.2

17—31 18,08 24,7
17 — 44 15,19 20,79
17 —52 13,69 15,05
17 — 59 21,72 33,65
17 —65 24,46 30,29
17—73 37,41 20,39
17—85 24,29 9,97
21—31 14,09 17,66
21— 44 B 255 1219
21—52 1031 8,97
21— 59 20,58 24,88
21— 65 19,78 24,13
21—73 33,02 14,37
21—85 19,94 11,68
31— 44 88 18,63
31 —52 B i1 2257
31—59 11,16 15,92
31— 65 7,65 1542
31—73 21,38 9,35
31—85 109 26,95
44 — 52 548 9,95
44 — 59 8,72 18,67
44 — 65 11,56 25,23
44 — 73 22,69 18,66
44 — 85 9,96 20,43
52 — 59 11,05 23,72
52 — 65 10,94 25,23
52 — 73 24,22 18,25
52 — 85 11,93 11,22
59 — 65 11,98 14,82
59 — 73 B 051 1731
59 — 85 11,55 31,51
65 — 73 13,98 10,72
65 — 85 B -2 o258
73—85 13,43 20,1

A unidade de distancia entre os pares de cisteinas é dada em angstrom (A).

Em cinza, predicdo de possivel ligacédo dissulfeto do servidor DIANNA.

Em preto, predicdo de possivel ligacao dissulfeto da predi¢éo do servidor SCRATCH.
Em amarelo, distancia que pode formar ligagéo dissulfeto.

Em azul, distancia de até 5,5A.
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Tabela II: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor I-Tasser

Posicdo D S IT1 IT2 IT3 IT4 ITS

17 —21 319 7,16 34 10,16 10,79
17 —31 1541 20,49 19,13 25,18 23,62
17 — 44 14,27 9,65 12,25 6,92 8,58
17 — 52 20,87 20,65 20,21 23,89 23,57
17 — 59 23,26 22,32 20,61 26,03 24,13
17 — 65 23,46 21,76 16,07 23,24 24,24
17 —73 6,19 992 32 7,89 648
17 — 85 15,21 12,68 20,57 18,68 17,1
21 —31 13,91 18,67 16,98 21,99 22,83
21 — 44 -15,62 16,43 11,31 14,07 18,05
21 —52 20,37 22,41 19,41 23,67 27,61
21 — 59 22,12 21,22 18,9 23,45 2526
21 — 65 23,47 24,46 16,52 2529 29,39
21 —73 8,89 14,94 6,51 1507 14,98
21 —85 13,99 13,48 19,81 17,78 19,03
31— 44 14,28 23,83 17,51 21,86 23,65
31—52 - 8,72 13,79 9,45 8,29 13,07
31—59 946 7,98 347 537 6,85
31— 65 13,51 18,96 13,73 14,23 18,36
31—73 17,12 26,57 21,4 2519 2457
31—85 361 10,23 1514 8,26 10,2
44 — 52 15,16 21,25 16,96 19,88 21,83
44 — 59 19,96 25,68 18,61 23,05 23,91
44 — 65 16,9 21,72 17,81 19,02 22,87
44 — 73 13,06 12,88 130 9,63 11,06
44 — 85 14,82 15,99 11,76 1552 18,27
52 — 59 543 888 6,79 579 7,21
52 — 65 511 538 855 6,05 5,84
52 —73 20,0 21,4 21,23 21,55 21,41
52 — 85 74 918 981 589 9,01
59 — 65 855 13,5 12,14 11,37 12,14
59 — 73 -23,18 25,48 22,51 24,44 23,25
59 — 85 8,13 998 1412 7,6 7,55
65 — 73 21,28 19,99 16,37 19,25 20,59
65 — 85 -11,48 12,46 14,98 9,01 11,69
73— 85 15,91 16,68 21,12 17,29 15,89
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Tabela lll: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor
LOMETS

Posicdo D S L1 L2 L3 L4 LS L6 L7 L8 L9 L10

17 — 21 10,02 10,74 5,87 1391 7,0 587 587 135 10,14 4,05
17 — 31 23,81 25,44 22,81 30,38 2,03 22,81 22,81 37,32 22,67 17,46
17 — 44 74 31,04 51 5246 23,08 51 51 35,34 6,33 32,07
17 —52 22,99 39,47 20,89 72,02 10,54 20,89 20,89 46,71 21,91 34,71
17 —59 2491 28,3 24,19 54,0 18,73 24,19 24,19 67,15 24,02 37,34
17 —65 21,59 29,38 20,96 60,85 31,45 20,96 20,96 50,43 23,07 24,31
17 —173 8,24 33,48 597 61,13 3581 597 597 5542 7,1 4,76
17 —85 16,03 35,64 15,12 59,94 47,87 15,12 15,12 40,72 15,1 18,33
21—31 22,39 16,68 18,13 34,75 7,53 18,13 18,13 25,84 21,07 16,31
21 —44 .15,62 23,88 9,12 58,06 21,94 9,12 9,12 23,84 15,47 34,43
21 —52 2457 32,73 17,93 77,29 8,77 17,93 17,93 34,08 24,88 34,3
21 —59 23,22 27,26 19,75 59,54 17,64 19,75 19,75 55,51 22,86 35,68
21 —65 255 28,04 19,83 67,3 34,03 19,83 19,83 39,39 27,35 22,97
21 —173 15,74 29,2 10,38 64,71 38,12 10,38 10,38 43,67 13,68 7,46
21 —85 16,02 28,63 11,38 61,06 48,06 11,38 11,38 32,92 155 175
31— 44 23,72 8,48 23,52 24,15 21,34 23,52 23,52 2,03 23,62 27,57
31 —52 . 8,84 18,01 8,08 42,6 10,23 8,08 8,08 11,12 10,77 23,8
31—59 2,04 21,14 2,03 2588 19,48 2,03 2,03 30,26 2,02 22,73
31 —65 13,43 22,6 14,72 34,47 32,12 14,72 14,72 14,34 16,09 14,3
31—73 24,68 21,23 23,96 30,92 37,24 23,96 23,96 19,8 22,33 18,23
31—285 8,0 22,25 8,29 30,23 49,41 8,29 8,29 16,42 7,93 14,65
44 — 52 22,75 10,64 20,09 21,8 17,91 20,09 20,09 12,61 21,15 256
44 — 59 2522 17,18 24,71 2,03 28,56 24,71 24,71 32,27 24,76 35,05
44 — 65 20,26 18,64 18,98 11,23 41,87 18,98 18,98 16,29 22,37 28,6
44 — 73 12,09 17,38 6,72 13,1 52,55 6,72 6,72 21,66 10,75 29,36
44 — 85 16,78 22,51 15,88 20,93 62,7 15,88 15,88 16,95 16,39 27,41
52 — 59 8,69 2142 7,63 21,29 12,34 763 7,63 23,12 9,88 13,17
52 — 65 572 19,27 6,69 20,84 286 6,69 6,69 1242 6,04 1281
52 —173 20,98 14,16 20,57 5,26 36,07 20,57 20,57 13,84 19,67 32,13
52 —85 9,0 20,57 7,44 2524 4594 7,44 7,44 2387 9,72 17,8
59 — 65 13,83 10,47 14,19 9,53 19,55 14,19 14,19 17,01 15,16 14,24
59 — 73 .25,35 19,89 24,94 297 26,32 24,94 24,94 12,92 23,27 36,26
59 — 85 895 322 93 21,17 34,23 93 93 31,91 9,03 21,93
65 — 73 18,72 11,4 19,13 85 16,27 19,13 19,13 7,97 19,19 22,6
65 — 85 .11,22 25,26 11,46 28,24 27,68 11,46 11,46 16,36 13,59 7,69
73— 85 16,82 15,05 15,68 11,41 17,05 15,68 15,68 22,54 14,49 15,84

117



Tabela IV: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor

MUSTER
Posicao D § M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9  M10
17—21 587 13,41 9,01 9,04 3,01 12,44 16,15 1,82 13,82 3,86
17 —31 22,81 2191 16,79 2,02 8,04 80 17,47 2,03 22,86 4,74
17 — 44 51 17,79 18,5 18,12 20,65 2,03 16,68 18,34 22,56 7,73
17 —52 20,89 19,75 20,8 15,06 17,01 1587 4,71 20,31 22,49 15,45
17 —59 24,19 21,48 18,2 17,34 19,85 28,22 12,49 17,31 22,75 26,1
17 — 65 20,96 17,11 27,73 26,98 22,82 31,38 9,18 28,0 29,35 20,77
17 —173 597 2,02 24,22 36,25 35,16 27,82 32,99 26,31 28,53 24,6
17— 85 15,12 25,06 21,55 28,15 30,29 22,99 12,68 24,63 36,76 30,05
21—31 18,13 24,3 16,99 10,33 12,14 7,42 15,77 10,64 13,43 2,03
21 —44 - 912 244 13,06 955 7,93 13,05 519 10,61 18,58 5,01
21 — 52 17,93 26,69 11,96 10,52 10,22 16,04 15,09 13,21 16,31 12,05
21 —59 19,75 2455 11,51 9,19 7,16 17,4 27,29 109 22,12 22,64
21 —65 19,83 26,76 22,59 21,72 12,74 21,44 11,88 24,82 27,36 17,19
21 —173 10,38 13,48 19,82 27,86 23,72 16,56 24,85 17,98 28,13 21,1
21 —85 11,38 26,0 18,7 20,22 18,08 10,91 13,99 20,27 39,72 26,58
31— 44 23,52 14,92 16,04 19,19 17,88 7,53 12,45 17,52 9,33 3,15
31 —52 8,08 8,37 22,28 16,46 20,32 14,18 13,65 20,32 12,77 10,99
31 —59 203 202 13,3 18,23 17,69 21,74 24,81 16,55 158 21,53
31 —65 14,72 14,18 15,51 276 21,7 27,48 9,48 27,83 19,4 16,18
31—73 23,96 19,9 12,15 37,42 35,81 21,14 16,66 25,63 21,22 20,09
31—285 8,29 11,02 8,08 29,53 29,99 16,16 13,55 24,67 33,59 25,72
44 — 52 20,09 12,34 11,19 10,59 14,38 16,15 14,17 11,65 12,08 8,88
44 — 59 24771 15,52 8,89 204 202 2856 281 203 7,17 19,06
44 — 65 18,98 14,68 14,68 15,46 9,96 32,49 11,44 15,0 11,71 13,82
44 — 73 6,72 16,44 17,36 18,59 19,86 28,12 20,53 8,19 12,88 17,78
44 — 85 15,88 12,07 17,26 12,21 13,81 23,25 15,39 11,44 2454 23,6
52 — 59 763 73 9,64 10,66 1293 20,6 15,33 12,61 12,44 10,69
52 — 65 6,69 6,65 187 150 1498 24,11 7,25 21,14 13,82 5,66
52 —173 20,57 17,84 19,0 23,77 19,21 21,34 28,84 13,74 15,38 9,17
52 —85 7,44 153 20,46 14,83 16,08 21,1 12,86 13,34 27,9 14,78
59 — 65 14,19 12,78 11,4 14,87 8,35 12,95 17,62 14,14 7,24 57
59 —-73 -24,94 19,46 10,21 19,66 19,24 2,02 4143 939 6,83 2,02
59 — 85 93 12,88 10,98 13,59 13,81 9,16 17,62 11,18 18,19 5,69
65— 73 19,13 15,49 8,53 17,84 18,73 13,68 2524 1295 3,27 4,28
65 — 85 11,46 21,05 10,91 14,18 16,97 17,15 6,69 8,39 15,56 10,23
73— 85 15,68 23,38 4,43 958 85 7,47 2847 9,72 12,96 6,08
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Tabela V: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor

SPARKS-X
Posicdlo D S SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 SP6 SP7 SP8 SP9 SP10
17—21 4,74 12,39 5,39 7,03 7,58 12,72 11,86 14,54 4,23 6,17
17 —31 22,8 22,53 23,68 29,35 2,03 12,19 16,22 23,8 26,76 29,72
17 — 44 8,6 19,51 26,73 23,59 14,92 24,46 14,35 14,68 24,56 31,48
17 —52 21,96 22,98 21,77 22,51 9,29 23,08 13,73 28,67 35,32 18,06
17 —59 22,81 22,48 6,51 28,87 17,3 27,58 30,48 46,74 49,56 9,58
17 — 65 21,46 21,91 25,92 2557 16,3 15,34 10,32 45,55 38,42 25,46
17 —173 704 204 21,59 16,0 21,91 21,58 14,73 47,89 27,88 29,37
17 —85 16,26 29,45 20,55 25,5 18,88 21,7 31,73 30,48 30,62 7,69
21—31 19,64 24,59 18,46 26,92 8,42 5,88 1591 10,34 23,16 24,22
21 — 44 -11,94 27,17 21,96 19,44 8,06 14,14 17,22 2,03 21,45 27,83
21 — 52 20,93 29,02 17,52 20,52 11,57 14,64 6,33 14,2 31,59 13,73
21 —59 20,0 25,54 4,27 28,4 10,63 23,47 18,65 33,58 45,81 6,02
21 —65 21,46 29,75 22,78 22,8 9,53 7,16 3,19 32,74 35,21 21,94
21 —173 98 14,17 17,88 13,12 17,59 9,63 19,23 36,14 24,97 28,86
21 —85 14,41 33,35 17,56 24,41 11,98 17,05 20,03 19,04 27,13 3,73
31— 44 2547 16,11 14,44 9,73 16,19 12,34 17,89 9,35 14,6 18,9
31 —52 11,07 9,18 14,14 795 10,96 11,35 12,76 7,31 154 13,3
31 —59 202 202 18,27 8,82 18,19 18,25 27,48 26,53 2551 23,37
31 —65 15,37 12,77 20,67 10,35 17,56 3,18 17,81 27,93 20,81 12,76
31—73 22,03 21,82 20,42 22,59 23,7 10,5 23,17 30,24 6,88 28,9
31—285 8,64 15,83 20,99 6,48 19,83 15,2 31,46 16,87 5,87 22,62
44 — 52 21,14 997 7,83 7,55 1516 4,22 13,62 14,18 12,67 16,63
44 — 59 2492 1499 22,8 16,27 6,3 14,78 31,88 33,59 26,89 30,77
44 — 65 195 10,52 14,11 109 2,02 9,17 16,5 33,28 13,89 19,49
44 — 73 10,55 18,34 12,33 15,54 11,97 6,31 28,92 36,16 15,75 17,74
44 — 85 18,84 12,48 11,86 11,97 6,32 15,6 32,79 19,56 20,38 27,79
52 — 59 917 7,34 17,24 11,58 20,05 11,38 19,19 21,31 14,91 14,87
52 — 65 4,72 5,03 8,18 1249 16,78 8,32 8,24 2169 83 9,96
52 —173 19,34 21,68 14,4 15,2 16,37 8,88 23,73 2597 18,32 20,23
52 —85 8,79 1247 8,22 7,37 20,94 13,22 21,26 13,49 19,03 12,3
59 — 65 13,53 10,84 21,42 11,96 4,98 16,32 20,91 8,87 159 21,02
59 —-73 21,62 21,61 20,72 26,17 17,13 20,06 34,01 7,92 27,09 31,61
59 — 85 7,93 15,29 18,28 455 202 194 6,2 17,7 26,13 3,88
65— 73 17,88 20,3 20,98 23,93 12,33 8,12 18,57 11,58 21,28 20,17
65 — 85 10,76 16,59 11,1 95 4,69 14,23 21,52 15,69 24,74 19,31
73— 85 13,89 28,69 11,29 21,93 16,34 15,17 358 18,3 9,08 28,03
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Tabela VI: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor QUARK

Posicdlo D S Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 Q10

17—21 12,81 581 432 345 547 799 389 10,29 7,02 82
17 —31 12,36 16,23 18,42 16,74 17,02 23,08 19,33 13,31 16,1 14,05
17 — 44 16,35 14,84 13,23 24,76 28,32 13,54 15,42 11,69 19,14 9,03
17 — 52 13,78 10,2 21,11 16,35 18,9 20,73 13,86 13,55 6,75 18,64
17 —59 18,36 13,7 2541 7,54 16,93 15,99 28,34 19,34 11,25 24,02
17 — 65 20,1 11,79 20,28 11,43 18,34 13,12 18,51 16,71 8,61 156
17 —73 21,42 11,27 20,79 13,63 22,51 11,08 18,99 17,51 7,94 13,97
17 — 85 24,77 15,28 23,83 10,42 23,7 13,65 23,07 25,79 13,02 9,2
21—31 16,29 19,98 14,65 17,4 15,38 19,52 18,11 16,95 14,78 7,98
21 — 44 - 8,54 15,29 11,89 26,27 26,43 14,32 14,2 11,94 12,82 10,66
21 —52 15,49 15,28 17,55 18,45 17,62 20,57 11,33 11,5 3,31 14,64
21 —59 20,63 19,1 21,32 10,49 13,92 15,86 2546 17,9 14,11 17,18
21 —65 20,41 17,12 16,92 14,04 15,7 13,76 15,04 13,46 11,42 9,16
21 —173 21,17 16,51 17,7 15,46 19,99 12,24 153 14,86 11,83 6,88
21 —85 25,0 18,78 20,96 12,17 21,25 14,84 19,22 23,12 17,49 3,67
31 —44 12,78 12,33 12,75 15,63 12,31 14,81 13,8 13,55 15,39 10,8
31 —52 -11,41 794 942 798 9,05 952 883 845 11,72 8,14
31 —59 13,45 10,51 17,24 14,03 14,26 13,86 16,94 11,34 9,04 10,03
31 —65 16,24 13,37 15,11 11,32 15,17 14,17 14,47 10,75 9,82 2,05
31—73 17,69 14,67 16,2 14,59 16,8 15,37 16,24 10,22 12,01 3,74
31—285 21,62 24,31 20,38 17,7 20,78 20,38 22,88 16,28 13,32 6,82
44 — 52 12,66 13,45 12,71 15,42 11,36 12,99 12,82 13,29 13,05 11,39
44 — 59 16,38 19,49 25,75 22,25 18,72 15,54 25,88 20,49 21,14 19,49
44 — 65 16,18 16,87 16,07 15,19 18,42 12,77 17,42 16,1 18,7 1191
44 — 73 16,88 17,28 15,78 12,5 16,84 12,17 17,15 11,95 19,93 13,09
44 — 85 21,09 23,61 19,95 17,98 21,28 19,16 22,62 18,26 24,88 10,87
52 — 59 543 6,73 17,19 10556 9,57 9,36 1527 7,45 11,05 10,05
52 — 65 638 63 829 7,28 921 947 735 336 885 7,31
52 —73 7,74 734 86 134 952 11,07 904 6,82 9,72 11,82
52 —85 115 16,84 12,68 16,65 13,5 16,36 15,46 14,96 14,95 14,26
59 — 65 393 996 14,73 7,21 206 33 116 546 5,02 8,44
59 — 73 - 537 10,99 16,78 13,23 6,21 51 13,37 114 6,53 11,36
59 — 85 8,43 19,94 17,6 1251 7,93 7,28 16,23 16,58 5,98 16,27
65— 73 155 156 209 7,47 443 205 2,78 7,36 223 4,83
65 — 85 - 552 11,42 533 9,66 6,18 7,48 8,67 1429 6,44 854
73— 85 434 993 45 554 451 7,13 6,69 8,68 6,18 5,15
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Tabela VII: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor
QUARK com restricdo de distancia da predicdo do DIANNA

Posicdo D S D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

17 —21 10,65 9,01 6,27 4,22 14,71 15,15 10,63 6,59 8,97 7,4
17 —31 542 6,35 3,13 579 492 724 201 527 833 553
17 — 44 16,05 14,14 19,12 12,67 13,97 12,83 17,92 17,09 17,13 14,81
17 — 52 16,05 9,69 8,49 4,07 1252 148 1555 9,7 8,9 11,14
17 — 59 15,96 12,69 13,89 11,35 10,93 13,92 12,41 16,76 17,07 13,35
17 — 65 17,53 10,9 13,02 14,21 12,32 13,52 14,05 10,94 16,05 21,66
17 —73 17,15 12,08 12,8 14,39 12,6 11,5 11,87 12,78 1501 24,31
17 — 85 15,25 10,96 16,58 15,37 10,66 3,78 15,43 17,14 10,65 27,05
21 —31 657 7,79 46 9,37 13,17 12,26 11,32 3,47 556 10,76
21 — 44 -11,98 16,65 13,83 14,7 13,1 1455 921 12,17 11,0 10,09
21 —52 6,7 628 234 348 492 30 734 46 21 495
21 — 59 14,74 11,02 8,22 11,2 1584 17,16 10,14 10,75 13,38 10,06
21 — 65 852 1347 7,57 16,3 10,95 1857 8,68 4,66 12,55 18,28
21 —73 8,04 16,94 8722 16,41 12,55 19,57 8,06 7,29 14,34 20,58
21 —85 8,48 16,99 13,89 17,46 1514 15,76 13,92 10,78 12,52 22,56
31 — 44 12,1 16,99 16,21 8,32 13,0 12,71 17,9 11,83 11,2 16,08
31—52 -11,06 868 6,85 7,04 972 10,99 16,46 65 4,47 145
31 —59 11,83 13,74 11,25 10,54 9,33 11,9 11,44 12,04 12,1 16,09
31—65 12,42 964 11,38 9,71 7,91 10,24 13,66 7,87 8,45 19,84
31—73 12,25 9,97 11,35 9,71 7,87 7,76 11,97 10,67 8,97 22,27
31—85 11,13 10,17 15,74 10,92 594 579 1546 13,54 7,08 2554
44 — 52 13,54 11,66 12,55 11,77 13,561 12,73 13,43 11,79 9,43 13,12
44 — 59 11,01 7,33 583 742 662 586 94 664 487 5,98
44 — 65 14,1 10,93 12,7 1,65 11,19 10,27 557 11,93 9,68 11,7
44 — 73 15,04 17,05 14,35 2,3 12,63 1584 8,5 14,82 1544 14,98
44 — 85 17,57 16,11 19,97 10,3 16,07 11,23 12,87 12,45 15,536 16,09
52 — 59 13,9 578 6,77 9,08 14,14 14,72 16,33 112 11,4 13,66
52 — 65 1,89 869 651 1341 7,28 16,09 150 56 10,94 20,63
52 — 73 1,63 1435 7,8 1327 85 17,75 1524 6,22 13,14 2219
52 — 85 533 14,53 1411 14,12 1052 14,68 210 839 11,25 23,73
59 — 65 13,7 10,29 852 8,47 941 501 438 831 95 17,27
59 — 73 -14,71 17,2 10,37 9,02 9,98 12,23 7,33 11,22 14,86 20,8
59 — 85 15,38 16,98 16,8 14,95 11,95 10,91 11,51 9,01 14,17 22,0
65 — 73 156 7,36 242 21 188 7,9 495 403 6734 417
65 — 85 -5,85 771 9,01 10,95 6,66 987 958 7,01 859 6,62
73 —85 469 243 6,74 906 53 833 609 586 515 3,01
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Tabela VIII: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor
QUARK com restricdo de distancia da predicdo do Scratch

Posicdlo D S S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9  S10

17 — 21 347 75 661 809 816 7,9 804 7,46 7,39 6,95
17 —31 18,57 19,67 18,49 11,54 18,88 22,4 20,25 13,15 10,06 12,77
17 — 44 13,28 21,26 20,03 23,45 20,91 19,79 23,31 15,12 12,62 14,14
17 — 52 12,12 18,42 20,2 13,16 9,96 20,32 12,41 18,65 16,19 3,79
17 — 59 15,96 27,18 12,89 8,97 14,82 28,76 22,16 19,93 17,82 11,14
17 — 65 12,05 19,13 15,13 15,8 15,65 17,38 24,56 18,23 18,67 16,9
17 —73 11,23 18,28 14,38 17,83 17,13 19,59 24,94 18,78 20,28 17,79
17 — 85 15,0 17,31 11,08 19,79 25,539 21,36 26,75 23,06 24,79 17,58
21 —31 17,97 18,95 14,05 10,56 21,67 24,16 14,03 12,07 14,56 12,68
21 — 44 -13,88 17,24 19,79 20,34 21,05 17,83 15,32 17,7 18,29 8,28
21 —52 12,26 15,97 16,38 12,74 12,64 1951 5,33 1556 19,62 3,77
21 — 59 17,55 26,12 8,79 13,94 15,02 31,64 19,63 1542 18,66 13,95
21 — 65 14,0 17,42 13,52 19,08 12,63 19,08 20,36 15,99 20,04 14,5
21 —73 13,51 18,42 13,86 20,8 14,04 18,29 19,82 16,17 21,24 14,79
21 —85 18,23 16,95 12,18 23,37 20,91 17,11 19,57 20,54 2514 13,58
31 — 44 12,41 11,77 13,91 13,68 12,21 13,03 13,76 14,39 13,3 11,38
31—52 - 863 7,74 858 959 929 983 873 992 89 1155
31 —59 14,68 1544 13,34 12,71 11,59 9,95 11,47 9,06 10,06 5,75
31—65 152 6,68 14,43 14,13 13,63 593 8,67 6,8 12,25 6,08
31 —73 16,4 4,12 16,09 15,73 13,68 10,94 6,69 8,73 17,06 7,28
31—85 2562 2,63 18,9 18,88 19,66 18,27 7,49 16,31 19,74 8,83
44 — 52 12,53 13,22 12,0 12,42 13,48 12,26 12,7 13,73 12,83 10,7
44 — 59 17,32 23,95 17,68 26,29 18,3 22,81 24,64 20,73 20,98 15,6
44 — 65 15,19 14,2 12,61 17,23 12,1 12,38 21,9 14,22 17,09 9,59
44 — 73 15,17 15,06 12,6 17,21 12,16 11,64 19,36 13,72 1583 8,97
44 — 85 2125 11,38 16,27 20,19 16,06 13,58 12,26 14,1 21,46 6,81
52 — 59 828 11,71 10,77 188 82 1561 158 9,08 10,15 11,75
52 — 65 754 213 90 841 937 68 156 461 566 1451
52 — 73 868 6,94 11,16 9,39 1042 1,58 14,71 2,19 10,01 15,26
52 — 85 18,05 8,27 1555 12,31 18,8 9,17 14,46 6,93 12,16 14,81
59 — 65 418 1054 7,15 19,81 988 12,82 526 7,51 855 11,82
59 — 73 - 565 13,08 853 21,91 10,13 17,15 8,18 8,47 1592 12,97
59 — 85 13,68 17,05 9,14 23,97 16,81 24,69 17,33 1553 152 14,18
65 — 73 167 532 243 212 155 7,53 3,19 259 7,77 20
65 — 85 -10,99 758 6,96 4,79 989 14,84 12,85 10,7 7,68 4,98
73 — 85 951 454 52 332 853 7,76 972 821 641 3,27
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Tabela XIX: Distancia entre os pares de cisteinas dos modelos gerados pelo servidor
ROBETTA

Posicdo D S R1 R2 R3 R4 R5

17 — 21 866 7,09 7,75 7,52 13,22
17 — 31 2741 27,47 27,1 13,23 40,04
17 — 44 17,09 19,26 7,99 1543 17,21
17 — 52 2156 27,12 25,63 4,94 21,75
17 — 59 31,19 29,2 26,73 9,61 33,8
17 — 65 30,39 26,26 24,58 4,87 18,45
17 —73 21,37 11,09 8,49 12,05 20,52
17 — 85 15,57 27,04 19,36 10,21 26,35
21 —31 18,85 22,36 19,92 8,37 28,6
21 — 44 - 10,06 17,95 8,84 9,87 7,17
21 —52 14,07 23,26 21,0 12,29 9,34
21 —59 24,04 23,71 20,39 14,77 22,4
21 — 65 23,46 23,43 215 10,93 11,66
21 —73 13,43 11,71 10,82 18,38 11,98
21 —85 8,85 21,97 13,3 9,19 13,63
31 — 44 15,92 15,18 23,62 4,16 24,13
31 —52 - 11,0 9,15 12,62 17,7 21,64
31 —59 119 6,03 54 2224 2156
31 —65 14,38 13,39 17,51 14,02 23,58
31 —73 951 24,12 253 19,79 20,71
31—85 16,76 3,73 9,42 12,15 18,66
44 — 52 11,2 10,99 21,43 20,19 10,78
44 — 59 253 17,14 22,8 24,15 23,92
44 — 65 20,66 9,16 19,84 16,92 11,44
44 — 73 10,11 13,66 10,85 22,3 5,7
44 — 85 202 14,16 16,47 1571 13,83
52 — 59 17,3 8,09 7,38 7,46 13,47
52 — 65 986 46 559 508 10,75
52 — 73 202 20,36 20,56 10,1 12,84
52 — 85 10,84 6,32 8,76 12,41 4,65
59 — 65 16,4 12,44 12,56 12,26 20,56
59 — 73 - 16,9 24,15 23,45 17,01 24,57
59 — 85 2543 345 7,63 1564 10,43
65 — 73 11,11 18,27 18,95 8,08 10,24
65 — 85 - 20,44 10,71 11,87 10,67 14,08
73 —85 10,03 22,34 16,13 18,26 15,06
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