
i 
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 

 CAMPUS JATAÍ 

 PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS APLICADAS 

À SAÚDE 

 

 

 

Raisa Melo Lima 

 

 

 

 

 

Busca de peptídeos com potencial modulador da enzima 

malato sintase, a partir de estudos de interação proteína-

proteína 

 

 

 

 

 

JATAÍ, 2016 

  

 



ii 
 

 

 

 

 

 



iii 
 

 

Raisa Melo Lima 

 

 

 

 

 

 

Busca de peptídeos com potencial modulador da enzima 

malato sintase, a partir de estudos de interação proteína-

proteína 

 

 

 

Dissertação apresentada como 

parte dos requisitos para obtenção 

do título de Mestre, no Programa 

de Pós-graduação em Ciências 

Aplicadas à Saúde da 

Universidade Federal de Goiás 

 

Orientador: Prof. Dr. Roosevelt 

Alves da Silva  

         

 

 

JATAÍ, 2016 

 
 



iv 
 

 

 

 

 

  



v 
 

 



vi 
 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À minha família, em especial meus pais Raimundo e Maria Virgínia, que sempre 
me proporcionaram boa educação, e estiveram ao meu lado em todos os 
momentos. 

Às minhas filhas, Júlia e Sophia, minha afilhada-irmã Ana Clara, e meu irmão 
Renan, que são minhas razões de querer algo melhor, foi por elas todo o 
sacrifício desprendido, e será por elas que seguirei os meus objetivos. 

Ao meu marido, Amaro Vinícius, pelo companheirismo e paciência durante essa 
fase tão turbulenta em nossas vidas.  

À minha sogra Fátima, meus cunhados Hugo e Franciny, pelo carinho e 
paciência, principalmente nos últimos momentos, que foram de tanta correria. 

Ao meu orientador, Dr.º Roosevelt, pelos ensinamentos, e por me acolher como 
sua aluna, mesmo com as minhas dificuldades, sendo sempre atento e 
prestativo. Muito bom ter feito parte do seu time! Isso não é uma despedida! 
Serei sempre a primeira dama do NCBios, certo?! 

Aos meus amigos e colegas do NCBios, Uessiley, Ricardo e Fausto, e às novatas 
Mirla, Diva, Gabriela, e em especial a Lu Sussuchi, que se tornou uma grande 
amiga de todas as horas, de estudo, de conselhos, de desesperos, de 
comilanças e bebedeiras, KKK. Você é demais Sushi!! 

À professora Dr.ª Maristela Pereira pela sua parceria e oportunidades oferecidas 
a nós alunos. 

Às agências de fomento pelo financiamento desta pesquisa.  

À todos que fizeram parte dessa história de alguma maneira, meu muito 
obrigada.  

E a Deus, claro, pois tudo só é possível com a permissão Dele.  

 

 

 

 

 

 

 



vii 
 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

Acetil-CoA Acetil coenzima A   

AIDS Acquired immunodeficiency syndrome 

CASP Critical Assessment of Protein Structure  

cDNA DNA complementar 

DM Dinâmica Molecular 

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

FDA Food and Drug Administration 

FFT Transformadas de Fourier 

HIV Human Immunodeficiency vírus 

ID 
IPP 
PI 

Ensaio de Imunodifusão 
Interface Proteína-proteína 
Proteínas Ligantes 

MAPT Proteína associada a microtúbulo 

MEC Matriz Extracelular 

MLS Malato sintase 

MS Espectrometria de massas 

OMS Organização Mundial da Saúde 

pb Pares de bases 

PbMLS Malato sintase de Paracoccidioides brasiliensis 

PCM Paracoccidioidomicose 

PCR Reação em Cadeia da polimerase 

PDB Protein Databank 

PPI Interação proteína-proteina 

RMN Ressonância Magnética Nuclear 

RMSD Root mean square deviation 

SNC Sistema nervoso central 

3D Tridimensional 
 

 

 

 

 



viii 
 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1. Comparativo dos preditores de hotspots………………………….......20 

Tabela 2. Aspectos gerais das proteínas envolvidas no estudo………………..35 

Tabela 3.  Combinações realizadas no molecular docking ...............................40 

Tabela 4. Regiões da MLS observadas com maior frequência nas interações 

proteína-proteína ..............................................................................................45 

Tabela 5. Peptídeos selecionados para interação com o modo 1 da MLS, e 

comparação das suas estruturas com os modelados ab initio..........................47 

Tabela 6.  Peptídeos selecionados para interação com o modo 2 da MLS, e 

comparação das suas estruturas com os modelados ab initio..........................47 

Tabela 7. Peptídeos selecionados para interação com o modo 3 da MLS, e 

comparação das suas estruturas com os modelados ab initio..........................48 

 

  



ix 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

 

Figura 1. Amostra de tecido com leveduras de Paracoocidioides spp. ............................. 3 

Figura 2. Mapa epidemiológico. ............................................................................................... 5 

Figura 3.  Ciclo biológico de Paracoccidioides spp. .............................................................. 6 

Figura 4. Tecido epitelial. .......................................................................................................... 8 

Figura 5. Ciclo do Glioxilato, ciclo do ácido cítrico e gliconeogênese. ............................ 10 

Figura 6. Princípio do sistema duplo-híbrido em levedura. ............................................... 12 

Figura 7. Esquema do ensaio de pull-down in vitro. ........................................................... 13 

Figura 8. Etapas essenciais no desenvolvimento de um fármaco. .................................. 14 

Figura 9. Emprego de peptídeos na terapêutica. ................................................................ 21 

Figura 10. Rede de interações de MLS. ............................................................................... 30 

Figura 11. Rede de interações de malato desidrogenase. ................................................ 30 

Figura 12. Rede de interações de Enolase. ......................................................................... 31 

Figura 13. Rede de interações de Triosefosfato isomerase..........................................31 

Figura 14. Rede de interações de Ubiquitina.................................................................32 

Figura 15. Rede de interações de GPD. ............................................................................... 32 

Figura 16. Rede de interações das proteínas envolvidas no estudo. .............................. 33 

Figura 17. Gráfico de clusters da MLS .................................................................................. 36 

Figura 18. Gráfico de RMSD e estrutura tridimensional da MLS. ..................................... 36 

Figura 19. Diagrama de Ramachandran da Malato sintase antes e depois da DM. ..... 37 

Figura 20. Alinhamento dos modelos da MLS. .................................................................... 38 

Figura 21. Modelos 3D dos complexos Malato sintase e Enolase ................................... 41 

Figura 22. Representação tridimensional do complexo MLS e Malato Desidrogenase 41 

Figura 23. Representação tridimensional do complexo MLS e Gama actina. ................ 42 

Figura 24. Representação tridimensional do complexo MLS e Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase. ......................................................................................................................... 42 

Figura 25. Representação tridimensional do complexo MLS e Enolase. ........................ 43 

Figura 26. Representação tridimensional do complexo MLS e TFI. ................................ 43 

Figura 27. Representação tridimensional do complexo MLS e Ubiquitina. ..................... 44 

Figura 28. Regiões frequentes de interação da MLS. ........................................................ 45 

Figura 29. Gráfico das regiões frequentes de interação da MLS. .................................... 46 

Figura 30. Peptídeo 3 ancorado à superfície da MLS caracterizada quanto a sua 

hidrofobicidade. ......................................................................................................................... 50 

Figura 31. Peptídeo 3 ancorado à superfície da MLS, evidenciando suas interações 

intermoleculares. ...................................................................................................................... 51 

Figura 32. Peptídeo 4 em contato com a superfície da MLS, caracterizada quanto a 

sua hidrofobicidade. ................................................................................................................. 52 

Figura 33. Peptídeo 4 ancorado à superfície da MLS, evidenciando suas interações 

intermoleculares. ...................................................................................................................... 52 

Figura 34. Peptídeo 7 ancorado à superfície hidrofóbica da MLS. .................................. 53 

Figura 35. Peptídeo 7 ancorado à superfície da MLS, evidenciando suas interações 

intermoleculares. ...................................................................................................................... 54 

file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409827
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409828
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409830
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409831
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409832
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409832
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409833
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409834
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409835
file:///C:/Users/raisa/Desktop/DISSERTAÇÃO_VALENDO.docx%23_Toc462409836


x 
 

Figura 36. Peptídeo 10 ancorado a superfície da MLS evidenciando as interações 

intermoleculares. ...................................................................................................................... 55 

Figura 37. Peptídeo 14 ancorado à superfície da MLS, evidenciando a superfície 

hidrofóbica de contato. ............................................................................................................ 55 

Figura 38. Peptídeo 14 ancorado à superfície da MLS ...................................................... 56 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 
 

RESUMO 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica endêmica no Brasil, 

onde são registrados cerca de 80% dos casos mundiais, e possui como agente 

etiológico o fungo Paracoccidioides spp. A Malato sintase (MLS) é uma 

importante enzima relacionada ao metabolismo fúngico, uma vez que é essencial 

no ciclo do glioxilato, uma via metabólica importante de produção de glicose para 

parede celular, sendo exclusiva de micro-organismos e plantas. Sua ausência 

em humanos a torna um alvo interessante de estudo, principalmente, no desenho 

racional de fármacos. A partir de recentes estudos in vitro,  várias proteínas que 

interagem com a PbMLS (receptor) foram classificadas, porém os modos de 

interação e as regiões chaves envolvidas nas interfaces proteína-proteína 

(IPP’s), não foram ainda descritas. Neste trabalho, 6 (seis) proteínas ligantes 

(PL) foram selecionadas para verificar suas interações com PbMLS. As 

estruturas tridimensionais dessas proteínas, bem como de PbMLS, foram 

preditas por homologia, usando o servidor I-TASSER.  Simulações de dinâmica 

molecular (DM) foram realizadas pelo programa GROMACS, e os modos das 

conformações mais representativas de cada proteína foram determinados 

baseando-se nas análises de agrupamentos a partir das trajetórias geradas por 

DM. Simulações de ancoragem molecular com GRAMM-X foram então 

realizadas entre os modos conformacionais de PbMLS contra os obtidos de PL’s, 

resultando num total de 36 complexos.  Baseado na frequência maior de alguns 

pequenos fragmentos de proteínas, observados nas IPP’s, 57 peptídeos de 

tamanhos entre 5 e 20 resíduos de aminoácidos, foram inicialmente 

selecionados a partir de 5 regiões da PbMLS consideradas mais frequentes na 

interação proteína-proteína. Simulações com FlexPepDock foram realizadas 

para otimizar as coordenadas atômicas dos peptídeos complexados com MLS e, 

concomitantemente, simulações com PepFOLD foram realizadas para avaliar a 

estabilidade de cada peptídeo em solução. Com base nos mais baixos scores de 

energia dos peptídeos ligados a MLS bem como na estabilidade de suas 

estruturas não ligadas em solução , 5 peptídeos foram selecionados como 

promissores ligantes ao modo 1 de MLS. A estabilidade e os padrões de 

interações destes peptídeos são avaliados em detalhes. 

 

 

Palavras-chaves: desenho de peptídeos, dinâmica molecular, interação 

proteína-proteína, malato sintase, molecular docking e Paracoccidioides spp.   
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ABSTRACT 

 

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis endemic in Brazil, where 

are recorded about 80% of cases worldwide, and has Paracoccidioides sp. as the 

etiologic agent. Malate synthase (MLS) is an important enzyme related to the 

fungal metabolism, once it is essential in the glyoxylate cycle, a secondary 

metabolic pathway of the citric acid cycle exclusive to microorganisms and plants. 

Its absence in humans makes this enzyme an interesting subject to study, mainly 

in rational drug design. From recent in vitro studies, several interacting proteins 

of MLS (receiver) were classified, but the modes of interaction and key regions 

involved in protein-protein interfaces (PPIs) have not yet been described. In this 

work, six (6) binding proteins (BPs) were selected to describe the IP's of MLS. 

Their tridimensonal structures, as well as MLS, were predicted by homology 

modeling using I-TASSER server, and subsequent molecular dynamics 

simulations (MD). The most common conformational modes of each protein were 

obtained by cluster analysis of the trajectories generated by MD. Molecular 

docking simulations using Gramm-X were then performed for the conformational 

modes of MLS against the BP's, resulting in a total of 36 complexes. Based on 

the higher frequency of some small fragments of proteins observed in the IPP's, 

57 peptides with sizes between 5 and 20 residues, were initially selected from 5 

regions of MLS which are considered more frequent in protein-protein interaction. 

FlexPepDock simulations were performed to optimize the atomic coordinates of 

the peptide complexed with MLS, and concomitantly, PepFOLD simulations were 

performed to evaluate the stability of each peptide in solution. Based on the lower 

energy score of peptides linked to MLS, and the stability of their structures in 

solution (MLS-free), 6 peptides were selected as promising ligands to MLS mode 

1. The stability and patterns of interactions of these peptides were evaluated in 

detail. 

 

 

 

 

Keywords: malate synthase, molecular docking, molecular dynamics,  
Paracoccidioides sp, peptide design and protein-protein interaction.
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1. INTRODUÇÃO 

 1.1. A paracoccidioidomicose (PCM) 

A PCM é uma micose sistêmica causada pelo fungo Paracoccidioides 

spp., sendo endêmica e importante na América Latina (BRUMMER et al., 1993). 

Estes fungos são termo-dimórficos e foram descritos primeiramente pelo médico 

Adolpho Lutz em 1908, que isolou estes microorganismos a partir de pacientes 

que apresentavam lesões na mucosa oral (LUTZ, 1908; STURME et al., 2011). 

De acordo com Prado et al. (2009), a PCM foi responsável por mais de 50% dos 

casos de micose sistêmica no Brasil, entre 1996 e 2006. 

Os fungos Paracoccidioides spp. podem se apresentar de duas formas, 

dependendo da temperatura do ambiente onde estão. Vivendo de forma 

sapróbia no solo (temperatura abaixo de 25° C) encontram-se como micélio, esta 

é composta por hifas finas e septadas com poucos clamidósporos e vários 

núcleos. Nos tecidos humanos (temperatura acima de 35°C) assumem a forma 

de levedura (BAGAGLI et al, 2006), apresentando uma estrutura multinuclear 

com muitos brotamentos (FRANCO et al, 1987; STURME et al, 2011), como 

mostrado na Figura 1.   

 

Figura 1. Amostra de tecido com leveduras de Paracoocidioides spp. Observar os 

brotamentos em aspecto de roda de leme. Fonte: GÓES et al., 2014. 

 

Até o ano de 2006 o gênero Paracoccidioides incluía apenas uma espécie, 

P brasiliensis. Porém, estudos mais recentes de Matute et al. (2006) avaliaram 

polimorfismos genéticos, e observaram a existência de 3 espécies 

filogeneticamente distintas. Em 2009, estudos de Teixeira et al, identificaram 

uma nova espécie, distinta das 3 anteriores, endêmica na região centro-oeste do 

Brasil, sendo classificada como Pb01. Esta nova espécie vem sendo 
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denominada para Paracoccidioides lutzii, desde meados de 2009 nos trabalhos 

de Teixeira et al., em homenagem ao micologista Adolpho Lutz (BOCCA, et al 

2013). 

1.1.1. Epidemiologia 

A PCM é uma doença fúngica que geralmente é adquirida em países 

latino-americanos, com maior prevalência na América do Sul. A PCM tem um 

grande impacto social e médico nas áreas endêmicas, não apenas pelo número 

de casos, mas também pela cronicidade da doença, com longos períodos de 

tratamento, que geralmente limita o paciente a realizar atividades rotineiras, visto 

que pode desencadear insuficiência respiratória a partir de uma fibrose pulmonar 

semelhante à tuberculose (MARTINEZ,2015). A abordagem da epidemiologia da 

doença é complicada, embora em alguns estados brasileiros a PCM integre o rol 

de doenças de notificação compulsória, isso ainda não é uma regra. de difícil 

diagnóstico laboratorial, principalmente na fase precoce da doença (MARTINEZ, 

2010).  

De acordo com a OMS, o Brasil é o país com maior incidência de PCM no 

mundo, sendo considerada endêmica nas regiões Sudeste e Centro-Oeste, 

como se pode observar na Figura 2 (MARQUES, 2013). A letalidade da PCM 

varia de 2 a 23%, podendo chegar a 30% dos casos associados com AIDS. 

Cerca de 80% da incidência ocorre no Brasil e os outros 20% na Venezuela, 

Colômbia e Argentina. Por se tratar de uma doença de clima subtropical, a região 

Nordeste possui baixa endemia da doença. Outro fator que pode diminuir a 

estatística desta região, pode ser o fato da maior dificuldade de notificação e 

diagnóstico específico nos serviços de saúde da região (MATOS et al., 2012; 

VIEIRA et al., 2014).  

A PCM acomete mais trabalhadores rurais, do sexo masculino, 

provavelmente devido ao maior contato destes com o solo e a vegetação, que 

são habitats naturais destes fungos (MARQUES et al., 1983; RAMOS & 

SARAIVA, 2008). Outro motivo provável para a maior incidência em homens, 

seria a presença de receptores de estrógeno no citoplasma do fungo, sendo que 

este hormônio seria capaz de bloquear a transformação de micélio para levedura 

infectante (ARISTIZABAL et al., 2002). 
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Figura 2. Mapa epidemiológico. Distribuição geográfica da PCM de acordo com o Ministério 

da Saúde. Fonte: GÓES et al., 2014. 

  

 

1.1.2. Patogênese 

Através da inalação de propágulos de micélio ou conídeos presente no 

ambiente, principalmente no solo, o hospedeiro adquire o fungo, que no 

parênquima pulmonar se diferencia em levedura. A partir daí, o fungo inicia sua 

reprodução assexuada, podendo se disseminar para vários órgãos via linfática e 

hematogênica, causando a micose sistêmica (BRUMMER et al, 1993; BAGAGLI 

et al., 2006). Em alguns casos o fungo pode se instalar via traumática na pele e 

mucosas (CASTRO et al., 1975). Alguns estudos, como o de Zanetti et al. (2011), 

apontam que o tatu pode ser um transmissor do fungo, como observado na 

Figura 3, quando utilizado como alimento pelo ser humano.   

Para o sucesso da infecção, fungo Paracoccidioides sp. tem habilidade 

em aderir a componentes da matriz extracelular (MEC) através de moléculas 

adesinas. Algumas destas já foram descritas, como a glicoproteína de 43 kDa 

(gp43), a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, a triosefosfato isomerase, a 

malato sintase e a enolase (BERNARD & MENDES-GIANNINI, 2009; 

ZAMBUZZI-CARVALHO et al., 2009). 
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Figura 3.  Ciclo biológico de Paracoccidioides spp. Os indivíduos ou mamíferos como tatus 
e cães inalam propágulos do fungo presentes no solo, que chegam ao sistema pulmonar e 
diferenciam em leveduras. Essas formas se multiplicam por brotamento no interior das células 
do hospedeiro, até que estas se rompem e as leveduras estão livres para se instalar em outras 
células. O fungo retorna ao solo com a morte do hospedeiro, transformando-se em micélio.  
Adaptado de (ELETRÔNICAS et al., 2014). 

 

1.1.3. Aspectos clínicos 

A doença tem duas apresentações clínicas importantes: aguda/subaguda 

e crônica. A forma crônica granulomatosa é a mais comum (cerca de 90% dos 

casos) e afeta indivíduos entre 30 e 60 anos, tendo um grande período de 

latência (BOCCA et al., 2013). Na maior parte dos casos, inicia-se nos pulmões 

e quando progride é de forma lenta e geralmente para pele e mucosas 

(MARQUES et al., 2007). 

A forma aguda/subaguda é menos frequente, porém é rápida e mais 

grave, acometendo jovens e crianças (BOCCA et al, 2013; BARROZO et al, 

2009). Desenvolve-se a partir de uma lesão primária pulmonar que progride e se 

dissemina via linfática e hematogênica para órgãos como baço, fígado, medula 

óssea, ossos e linfonodos.  Neste caso, observam-se altos níveis de anticorpos 

específicos e uma depressão da imunidade celular, sendo a forma mais ligada à 

letalidade da doença (FRANCO et al, 1987). 

Quando apenas um órgão ou sistema é acometido, tem-se o estado 

unifocal, o tipo multifocal está relacionado com o envolvimento de mais de um 

órgão, sendo os sítios mais acometidos os pulmões, mucosa e pele. A doença 

pode seguir para um período de remissão, ausente de sintomas e sinais clínicos, 
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porém os granulomas podem apresentar fungos viáveis, o que justificaria o 

reaparecimento da doença em alguns casos de deficiência imune. (SHIKANAI-

YASUDA et al, 2006). 

O estabelecimento da doença, sua gravidade e disseminação dependem 

de vários fatores, como a virulência da cepa, de fatores ambientais e condições 

do hospedeiro, como estado nutricional, e imunológico (BENARD, 2008; 

MENDES-GIANNINI et al, 2008). No caso de pacientes imunodeprimidos, como 

pacientes com AIDS, em tratamento quimioterápico e tuberculose, muitas vezes 

apresentam formas mais graves da doença (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). 

 

1.1.4. Imunopatologia da PCM 

O fungo Paracoccidioides spp. produz antígenos que interagem com o 

sistema imune provocando uma resposta imunológica complexa (BERNARD, 

2008). Este patógeno apresenta uma complexa estrutura antigênica, sendo que 

o principal antígeno relacionado à patogenicidade é uma glicoproteína estrutural 

da parede do fungo (gp43). Tal antígeno está associado ao escape ao sistema 

imunológico, sendo este o principal fator de virulência por evadir os mecanismos 

de defesa do hospedeiro, possibilitando sua instalação nos tecidos. Para que 

isso ocorra, a glicoproteína gp43, componente da superfície celular que é 

liberada pelo fungo em sua fase exponencial de crescimento, possui ação lítica 

(proteinase) sobre proteínas de matriz extracelular, como colágeno, elastina e 

fibronectina, o que favorece esta instalação (VICENTINI et al., 1994; MENDES-

GIANINI et al., 1990, 2008). 

O contato inicial gera uma inflamação ao redor do fungo, com a formação 

de edema, congestão vascular e predomínio de polimorfonucleados, como 

podemos observar na Figura 4. Posteriormente, surgem as células 

mononucleares e linfócitos que começam a estimulação de uma resposta 

específica, com formação de granuloma com células gigantes multinucleadas, 

células epitelióides e necrose caseosa (MOREIRA, 2008; PALMEIRO, 

CHERUBINI, YURGEL, 2005). 
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Figura 4. Tecido epitelial. Pode-se observar reação inflamatória crônica granulomatosa, com 
células gigantes, macrófagos, com fungos em seu interior. Coloração por HE, aumento de 200x. 
Fonte: FORTES et al., 2011. 

 

1.1.5. Diagnóstico 

O diagnóstico da PCM baseia-se na identificação direta do fungo, exame 

histopatológico, ou cultura do fungo, sendo estes considerados “padrão-ouro” 

para essa doença. O exame micológico direto é realizado a partir de amostras 

das lesões que se suspeitam estarem contaminadas, podendo ser realizado com 

material a fresco, ou após cultivo (MARTINEZ, 2010). A secreção ganglionar 

geralmente é rica em células do Paracoccidioides spp., e a biopsia do linfonodo 

é especialmente importante no diganóstico da PCM em crianças e adolescentes, 

devido a linfoadenomegalia observada nesta faixa etária (PEREIRA et al, 2004). 

O diagnóstico sorológico também é muito útil em pacientes com suspeita 

de PCM, visto que estes produzem anticorpos específicos que podem ser 

detectados por ELISA, Imunodifusão dupla (ID) e Western blotting. A ID é o teste 

mais utilizado entre estes, por apresentar sensibilidade de cerca de 90% e 

especificidade de 99 a 100%. Podem ocorrer reações cruzadas com outros 

fungos, além disso, pacientes imunocomprometidos podem apresentar baixos 

níveis de anticorpos circulantes, o que dificulta a detecção pelo teste (SHIKANAI-

YASUDA et al, 2006; BERNARD & MENDES-GIANNINI, 2009). 

A PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) e outras técnicas moleculares, 

são essenciais para identificar o genótipo circulante nos pacientes, ou em uma 

determinada região de estudo. Apesar de se restringirem ao âmbito da pesquisa, 

o diagnóstico molecular tem demonstrado sucesso na detecção do fungo, 

quando as outras técnicas são insatisfatórias (MARQUES, 2013). 
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De acordo com Ambrósio et al (2014), todos os métodos diagnósticos 

possuem limitações, seja por baixa sensibilidade ou especificidade, seja por 

reações cruzadas com outras doenças fúngicas e bacterianas, ou até mesmo 

por falta de padronização ou custo elevado. Desta maneira, é importante a 

reunião de evidências clínicas com diferentes métodos laboratoriais para 

obtenção de um diagnóstico seguro (AMBROSIO et al, 2014). 

 

1.2. Importância da PbMLS  

Dentre as vias metabólicas relacionadas aos micro-organismos 

patogênicos destaca-se o ciclo do glioxilato. Este ciclo permite a utilização de 

acetil-CoA oriunda da beta-oxidação de lipídeos, para sintetizar compostos que 

serão usados na síntese de carboidratos (gliconeogênese), uma vez que 

macrófagos, células que fagocitam o fungo, são deficientes em carboidratos e 

ricos em ácidos graxos (COZZONE, 1998).  

As enzimas exclusivas do ciclo do glioxilato, isocitrato liase e malato 

sintase, tem como objetivo a conversão de duas moléculas de acetil-coA em  

succinato e malato. Da clivagem de isocitrato, pela enzima isocitrato liase, temos 

succinato e glioxalato, este é convertido em malato, pela enzima MLS, que 

depois será convertido em oxaloacetato , que pela gliconeogênese será 

convertido em glicose (Figura 5) (LENHINGER et al, 2000; LORENZ & FINK, 

2001; ANDRADE, 2006). 

 



10 
 

 

Figura 5. Ciclo do Glioxilato, ciclo do ácido cítrico e gliconeogênese. Neste esquema estão 
evidenciados os principais passos enzimáticos no ciclo do ácido cítrico (linhas finas), o qual é 
comum para todos os organismos. Os passos no ciclo do glioxilato que é um ciclo comum para 
micro-organismos e plantas, estão representados pelas linhas tracejadas. Já os passos 
compartilhados pelos dois ciclos estão representados por linhas grossas, e a reação inicial de 
gliconeogênese por linhas pontilhadas. Adaptado de Lorenz e Fink (2002). 

 

O ciclo do glioxilato geralmente ocorre nos peroxissomos, onde a enzima 

MLS está localizada, principalmente, de acordo com todos os estudos recentes 

em organismos eucariotos (NETO et al., 2009). A reação de condensação 

catalisada pela MLS é altamente específica e necessita de Mg2+ como cofator 

(NOGALES et al., 2004). 

O gene PbMLS do Paracoccidioides spp., foi clonado por Zaambuzzi-

Carvalho et al. (2009). O cDNA possui 1882 pb (pares de bases) e a sequência 

traduzida da proteína possui 539 resíduos de aminoácidos e massa molecular 

de 60 kDa. A proteína faz parte da família das MLS, apresentando resíduos 

característicos de atividade catalítica e localização peroxissomal e glioxissomal 

(ZAMBUZZI-CARVALHO et al., 2009).  

As proteínas reguladoras do ciclo do glioxilato (malato sintase e isocitrato 

liase) são consideradas promissores alvos de fármacos, uma vez que esta via é 
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essencial para crescimento do patógeno e não está presente nos animais, o que 

poderia minimizar o risco de reações adversas (LORENZ & FINK, 2001; 

SELTRENNIKOFF & NAKATA, 2003).  

Estudos demonstraram que ocorre, in vitro, super expressão dos genes 

que codificam as duas proteínas: malato sintase e a isocitrato liase em condições 

de escassez de carboidrato. Provavelmente, estes genes se comportam como 

fatores de virulência para favorecer a sobrevivência do fungo neste ambiente. 

Estudos de Derengowski (2006), confirmaram um aumento significativo na 

expressão desses genes quando cultivados em meio ausente em glicose e rico 

em acetato, simulando o ambiente do interior da célula fagocitária (FINLAY & 

FALCOW, 1997; TAVARES et al., 2005). 

Acredita-se que a proteína PbMLS, além de desempenhar função 

enzimática no ciclo do glioxilato, possua várias outras funções. De acordo com 

Silva Neto et al. (2013), a proteína também possui a função de adesina, estando 

presente na superfície do fungo, sendo ligante de fibronectina e colágeno I e IV 

e participando no processo de adesão. Outro estudo demonstrou que ela 

interage com proteínas de diferentes categorias (transportadoras, metabólicas, 

transdutoras de sinais), o que sugere outros papéis na célula fúngica (OLIVEIRA 

et al., 2013).  

1.2.1. Rede de interações proteicas  

A maioria dos processos biológicos essenciais tem o envolvimento de 

interações entre duas ou mais proteínas; comunicação celular, expressão gênica 

e resposta imunológica, são alguns exemplos. A partir dessas interações 

podemos inferir a função biológica da proteína, conhecendo a rede de proteínas 

que ela interage, além de facilitar a descoberta de novos alvos para fármacos 

(SKRABANEK et al., 2008; AUERBACH et al, 2002).  

De acordo com Oliveira et al (2013), no sistema de duplo híbrido,  ocorre 

a fusão de duas proteínas de interesse a domínios complementares de 

transcrição, é uma metodologia usada para verificar a interação ou não destas 

proteínas. Uma vez havendo a interação ocorre a expressão dos genes 

responsivos a este fator de transcrição. Uma desvantagem dessa técnica é que 

como os domínios BD e AD (genes que codificam proteínas conhecidas) são 

ligados à porção N-terminal das proteínas de interesse, eventuais interações 
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entre elas nessa região podem ser prejudicadas. Na Figura 6, temos o esquema 

representativo desta técnica.  

 

 

Figura 6. Princípio do sistema duplo-híbrido em levedura. Após a construção dos híbridos 
da isca, os plasmídeos são inseridos em uma mesma linhagem de levedura. Somente se as 
proteínas X e Y interagirem fisicamente, os domínios BD e AD ficarão próximos, reconstituindo 
o fator de transcrição ativo funcionalmente. Fonte: de Oliveira et al., 2013. 

 

Além dessa metodologia apresentada, técnicas de purificação por 

afinidade podem trazer bons resultados na detecção de interação proteína-

proteína (PPI). O ensaio in vitro pull down, consiste na fusão da proteína de 

interesse (PbMLS) à uma glutationa, geralmente a GST em uma resina. Desta 

forma, as proteínas que se deseja analisar, “iscas”, são incubadas com essa 

resina ligada à proteína “presa” (PbMLS). Os complexos são analisados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, e as proteínas podem ser 

identificadas por espectrometria de massas (MS), como esquematizado na 

Figura 7 (CAUSIER et al., 2004; CHO et al., 2004). 
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Figura 7. Esquema do ensaio de pull-down in vitro. A proteína isca é expressa fusionada a 
uma proteína adjuvante (GST) no processo de purificação por afinidade. O extrato celular (presa) 
é incubado com a proteína de fusão purificada. O complexo proteico é submetido à SDS-PAGE 
e cada proteína é identificada por MS. Fonte: de Oliveira et al., 2013. 

 

 A partir das técnicas de pull down e duplo-híbrido nas duas fases do 

fungo, Oliveira et al (2013) identificaram possíveis proteínas que interagem in 

vitro com a PbMLS. Tais informações são importantes para descrever os 

mecanismos e a função destas interações, assim como a descrição dos 

principais pontos de interação de MLS para uma possível prospecção de 

moléculas inibidoras de PbMLS e suas interações. 

 

1.3. Aplicação da bioinformática na busca de alvos para fármacos 

A bioinformática surge como uma ferramenta que tem a finalidade de 

diminuir os custos com as pesquisas, direcionando com maior rapidez um 

caminho a seguir. Essa ferramenta é aplicável na pesquisa inicial, de 

sequenciamento genético de um organismo, bem como, na predição de estrutura 

de uma molécula proveniente de sua sequência traduzida, e também em fases 

avançadas, como na aplicação de metodologias para o design de fármacos. Na 

figura 8, temos uma síntese destas etapas importantes para o desenho racional 

de fármacos (SILVA, 2012). 
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Existem dois princípios fundamentais para a validação de um possível 

alvo terapêutico para descobertas de novos fármacos: 1) o alvo deve possuir 

propriedades drogáveis e, 2) ao ter a sua atividade modulada por pequenas 

moléculas, apresentar um resultado terapêutico (FISHMAN e PORTER, 2005; 

RUSS e LAMPEL, 2005). 

Uma maneira de se predizer se um alvo (proteína) é drogável, ou seja, 

responsivo a uma modulação, se baseia na família à qual ele pertence. Se esta 

família for conhecidamente alvo de drogas, esta provavelmente será, embora 

não seja regra absoluta (HOPKINS e GROOM, 2002; OWENS, 2007). Outra 

maneira é baseada na análise da superfície do alvo, ou seja, a partir da 

identificação de possíveis sítios de interação com ligantes e das características 

físico-químicas dessa superfície (CHENG et al., 2007). Na Figura 8 temos um 

esquema representativos das principais fases no desenvolvimento de um 

fármaco.  

Já para o estudo de novos fármacos, a regra de 5 de Lipinski foi e ainda 

é útil, e parte do princípio de que uma molécula para apresentar uma boa 

biodisponibilidade via oral deve possuir algumas características físico-químicas 

especificas (LIPINSKI et al., 1997). Porém, apenas metade dos medicamentos 

aprovados pela FDA (Food and Drugs Administration) se encaixam nos 

parâmetros da regra dos 5, uma vez que esta não é válida para moléculas 

derivadas de extratos naturais, e nem moléculas biológicas (anticorpos, e outras 

macromoléculas), se fazendo necessária a adaptação de alguns parâmetros a 

fim de atualizar esse “postulado” (ZHANG e WILKINSON, 2007, WALTERS, 

2012). 

 

 

Figura 8. Etapas essenciais no desenvolvimento de um fármaco. Adaptado de (SILVA, 
2012). 
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1.4. Metodologias computacionais 

 

1.4.1. Modelagem molecular de proteínas 

Nesta era pós-Genômica um dos maiores desafios é a atribuição de 

função aos produtos gênicos (proteínas). Como a quantidade de sequencias 

proteicas conhecidas é muito maior que as estruturas de proteínas depositadas 

em banco de dados, instituições de todo o mundo vem se esforçando para 

resolver o maior número de estruturas (HEINEMANN, 2000; YANG et al., 2015).  

A obtenção de amostras para cristalografia de raios X, ressonância 

magnética nuclear (RMN) e difração de elétrons é complicada. De acordo com 

Maggio e Ramnarayan (2001), a cada 20 proteínas, apenas uma produz 

resultados satisfatórios para estudo com RMN. Assim, as abordagens 

computacionais de predição de estrutura e função de proteínas vêm ganhando 

espaço e resultando em estudos bastante relevantes (NORWELL e MACHALEK, 

2000).  

A metodologia da modelagem molecular ab initio, também conhecida 

como modelagem por primeiros princípios, é baseado na estrutura primária da 

proteína. Este método utiliza-se das propriedades físico-químicas de cada 

aminoácido a fim de construir funções de energias que são minimizadas por 

algoritmos representando as conformações prováveis da proteína (PETSKO & 

RINGE, 2004). Este método não é totalmente preciso, pois os processos de 

enovelamento e empacotamento proteicos ainda não são perfeitamente 

conhecidos. Porém, alguns estudos demonstram bons resultados para pequenas 

proteínas, de até 100 aminoácidos (SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO, 

2003).  

A modelagem por homologia, ou modelagem comparativa é considerada 

a ferramenta mais bem-sucedida, e mais utilizada para predição de estruturas 

de proteínas (SANTOS FILHO, 2000). Neste caso a estrutura 3D de outra 

proteína de referência é usada como molde, sendo que esta já possui dados 

experimentais armazenados em banco de dados (SALI & BLUNDELL, 1993; 

DUTRA et al., 2014).  

Na modelagem por homologia alguns critérios observados no processo 

de evolução biológica são considerados: 1º) quando há homologia entre 

sequencias de aminoácidos, pode-se inferir que há semelhança estrutural e 
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funcional; 2º) quando as proteínas são homólogas elas apresentam as regiões 

internas conservadas; 3º) as maiores diferenças entre proteínas homólogas 

estão em regiões mais externas, geralmente alças; 4º) proteínas membros de 

uma mesma família provavelmente podem ser resolvidas por homologia 

(SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO, 2003). 

A metodologia básica da modelagem por homologia se resume em 

quatro passos principais: identificação e seleção do molde; alinhamento das 

sequencias; construção das coordenadas do modelo e validação (YANG et al., 

2015). Pode-se destacar, dentro deste contexto, o servidor I-TASSER  que 

apresenta boa reputação frente as suas participações no CASP7, CASP8, 

CASP9 e CASP10. O CASP é uma competição dos servidores de predição de 

estruturas de proteínas do mundo todo, que ocorre a cada 2 anos, e objetiva 

avaliar a qualidade destes métodos (ZHANG, 2011; YANG et al., 2015). 

 

1.4.2. Dinâmica molecular (DM) 

Simulações de dinâmica molecular são aplicadas em estudo de 

biomoléculas a fim de se estudar propriedades físicas das moléculas – 

flexibilidade, torções e estabilização - envolvidas em um sistema que simula a 

realidade biológica. Esse processo é importante para o relaxamento da estrutura 

tridimensional da molécula e para alcançar uma conformação com melhor 

resolução. Através da DM é possível também descrever os modos normais de 

vibração das proteínas e entender quais são as principais conformações 

envolvidas em torno da estrutura nativa predita. São justamente estas 

conformações que muitas vezes fornecem informações a cerca da flexibilidade 

de segmentos da proteína, podendo indicar importantes mecanismos de 

interação a partir da estabilidade ou instabilidade destas regiões. Todas estas 

informações são importantes para selecionar as principais conformações e 

identificar os pontos de interação mais prováveis para a ligação com outras 

moléculas, sejam elas outras proteínas ou ligantes (PRONK et al., 2013). 

Fundamentada nos princípios de mecânica clássica, a simulação de 

dinâmica molecular fornece informações do comportamento atômico do sistema 

em função do tempo. Por meio de cálculos estatísticos, algumas propriedades 

podem ser analisadas, como temperatura, pressão, volume, entropia e energia 

livre, por exemplo (PRONK et al., 2013; CSERMELY et al., 2013). 
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Baseada nos estudos Newtonianos, na DM as moléculas são formadas 

por átomos que se interagem por meio de vários potenciais, os quais, juntos, 

definem um particular campo de força. É a partir das derivações destes 

potenciais que as coordenadas atômicas do sistema são atualizadas para cada 

intervalo de tempo. Os termos de energias envolvidos num campo de força para 

DM levam em consideração ângulos de ligação, comprimentos de ligação, forças 

de van der Waals e eletrostáticas. Alguns servidores web oferecem passos de 

minimização de energia e refinamento automatizados, além dos cálculos de 

energia livre que fornecem estimativas para uma melhor interação (ZHANG et 

al., 2011). 

 

1.4.3. Molecular docking 

Ancoragem molecular é uma metodologia bastante utilizada para prever 

os melhores complexos de proteína-proteína e proteína-ligante (COLEMAN et 

al., 2013). A compreensão dessas interações bem como as características da 

interface de ligação são essências no estudo de interatoma. Muitos complexos 

proteína-proteína vem sendo caracterizados por cristalografia de raios X e os 

dados armazenados no PDB (protein data bank), porém esse número ainda é 

muito baixo comparado à importância e frequência desse tipo de interação. 

Dessa maneira, metodologias de docking vêm sendo uma saída para ajudar a 

elucidar estes complexos (PIERCE, HOURAI e WENG,2011). 

Existem 3 pontos importantes para a realização da ancoragem molecular: 

1) escolha da representação do sistema; 2) busca de espaço conformacional; e 

3) ranking de potenciais soluções. Sobre o ponto de vista de flexibilidade, os 

procedimentos de docking podem ser classificados como de corpo rígido, semi-

flexíveis e flexíveis. No primeiro caso, as duas proteínas são tratadas como dois 

corpos sólidos e rígidos (modelo simplista), nas metodologias semi-flexíveis, 

uma das moléculas, geralmente a menor, é considerada flexível. Já em métodos 

flexíveis, ambas as moléculas são tratadas como flexíveis, com flexibilidade 

limitada (HALPERIN et al., 2002).  

Existem servidores que são capazes de refinar os complexos por um 

rearranjo de cadeia lateral e pela otimização de corpo rígido. A flexibilidade da 

cadeia lateral é modelada por rotâmeros, a posição relativa dos complexos é 

refinada por minimização de Monte Carlo e classificados pelo score de ligação. 
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Esta pontuação inclui contatos atômicos, força de van der Waals e eletrostática, 

e energia livre de ligação (MASHIACH et al., 2008). 

Um dos métodos mais importantes de ancoragem molecular é o 

AutoDock, um algoritmo genético que utiliza de um modelo físico aproximado 

para avaliar as possíveis conformações proteína-ligante. Baseado nos princípios 

de evolução lamarckiana, o genótipo dos indivíduos é substituído pela melhor 

conformação obtida a cada passo. Nele, o ligante é flexível o que garante 

alteração da sua conformação ao longo da simulação, porém a proteína é rígida 

(TAVARES; MESMOUDI; TALBI, 2009). Chang et al. (2010), realizaram um 

estudo comparativo entre o Autodock e o Autodock Vina  para o rastreio virtual 

e seleção de compostos inbidores de protease do vírus HIV.  Eles observaram 

que, o AutoDock 4 e o AutoDock Vina foram capazes de classificar os melhores 

compostos, porém o Vina executa mais rapidamente e classifica de forma mais 

precisa moléculas maiores (CHANG et al., 2010).  

Ancoragem proteína-proteína exige algoritmos de encaixe de corpos 

rígidos, devido ao tamanho das moléculas e as possibilidades de conformações 

e graus de liberdade. Apesar desse tipo de docking não ser totalmente fiel ao 

estado nativo das proteínas, ele se faz necessário neste contexto, e tem 

demonstrados bons resultados (HALPERIN et al., 2002). Um servidor que 

podemos destacar que se encaixa nestes termos é o GRAMM-X 

(TOVCHIGRECHKO; VAKSER, 2006).  

Um trabalho realizado recentemente, buscou-se resíduos importantes na 

interação de proteínas que participam de vias de sinalização para o 

desenvolvimento do câncer de pulmão. Nele, os pesquisadores utilizaram o 

servidor I-TASSER  para a modelagem por homologia e o GRAMM-X para a 

ancoragem molecular (NAQSH E ZAHRA; KHATTAK; MIR, 2013).  

Jayapalan e  Natarajan avaliaram as interações de duas enzimas com a 

proteína associada a microtúbulos (MAPT) que quando hiperfosforilada resulta 

na doença de Alzheimer. Para isto, utilizaram  o servidor GRAMM-X para a etapa 

de ancoragem molecular (JAYAPALAN; NATARAJAN, 2013).  

 

1.4.4. Peptidologia 

A síntese de peptídeos de até 15 resíduos tem emergido como uma 

alternativa para interações proteicas, uma vez que as combinações de 20 
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aminoácidos primários garantem uma variedade de moléculas e funções, e a 

síntese de peptídeos deste tamanho é relativamente fácil e barata. Todavia, 

peptídeos muito pequenos normalmente não apresentam estabilidade, pois 

podem se ligar em várias regiões e modificar sua estrutura após a ligação na 

proteína alvo (alta flexibilidade). Para tentar minimizar esses problemas, alguns 

autores utilizam de informações de complexos proteína-proteína para selecionar 

possíveis arcabouços para o local de interação (HONG ENRIQUEZ et al., 2012).  

 As ferramentas de bioinformática e de modelagem molecular, podem ser 

muito úteis na projeção de peptídeos candidatos a uma função farmacológica, 

uma vez que permitem identificar peptídeos com alta afinidade a uma proteína 

alvo específica (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2013). Para a predição de peptídeos 

in silico, são necessários dados da interação proteína-proteína, de ontologia 

gênica (GO), cálculos físico-químicos, dados de interação, e informações de 

locais funcionais e resíduos “chave” (hotspots) (SHAMMEER et al., 2010).  

A escolha de uma sequência peptídica específica com afinidade a uma 

proteína alvo é uma tarefa complexa, partindo-se da ideia de que temos milhares 

de combinações com os 20 aminoácidos primários existentes. Dessa maneira, 

uma metodologia seletiva, rápida e eficiente se faz essencial. Pode-se destacar 

3 passos importantes no sucesso de uma interação peptídeo-proteína: 1) 

analisar a região da superfície da proteína, onde o peptídeo poderá se ligar; 2) 

confirmar essa interação; e 3) otimizar essa interação de forma a deixá-la mais 

estável e energeticamente viável (UNAL, GURSOY e ERMAN, 2009).  

Nos últimos anos vários métodos computacionais foram desenvolvidos 

para prever a interface e prováveis hotspots, alguns baseados em simulações 

de DM, enquanto outros são baseados em funções de energia. O servidor KFC2 

(ZHU; MITCHELL, 2011) identifica os aminoácidos envolvidos na interação, bem 

como os resíduos “chaves”.   

KFC2 é um método baseado em abordagem de aprendizado de 

máquinas (SVM), tais como KFC e Minerva, baseados em características 

geométricas e bioquímicas. Além disso, o ambiente estrutural no qual está 

localizado determinado resíduo é considerado, comparando-o com hotspots 

experimentalmente já comprovados (ZHU e  MITCHELL, 2011). 

A nova metodologia de KFC2 apresenta uma precisão de predição e 

velocidade de cálculos superiores, principalmente comparando-se com outros 
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métodos. Características relacionadas à area de superfície ao solvente e 

propriedades dos resíduos vizinhos, foram também adicionadas à nova 

metodologia KFC2 (CHO; KIM; LEE, 2009; ZHU e  MITCHELL, 2011; FALLIS, 

2013). Thakur et al. (2014) utilizaram o servidor KFC2 para identificar os resíduos 

chaves da interação de duas proteínas responsáveis pela manutenção da 

homeostase de ferro; ferroportina e hepcidina.  

Na Tabela 1, estão alguns resultados de uma pesquisa feita dentre os 

preditores de hotspots. Observa-se na Tabela 1.A, que KFC2a apresentou o 

maior número de hotspots verdadeiros positivos (51) e menor quantidade de 

falsos negativos comparando-se com os outros programas. Já para KFC2b, 

temos menor quantidade de falsos positivos comparando com KFC2a.  Na 

Tabela 1.B, observa-se que KF2a apresentou a maior sensibilidade e acurácia 

dentre os métodos, e KFC2b apresentou uma boa especificidade e acurácia.  

 

 

Tabela 1. Comparativo dos preditores de hotspots. Na tabela A, estão listados os servidores 
analisados para predição de interface e a quantidade de hotspots preditos por cada servidor.  
Na tabela B, temos os valores de sensibilidade, especificidade e acurácia destes métodos. TP: 
verdadeiros positivos, FP: falsos positivos, FN: falsos negativos e TN: verdadeiros negativos. 
FONTE: ZHU e MITCHELL, 2011.  

 

Tais abordagens sobre as informações de PPI são essenciais na busca 

de peptídeos que possam inibir tais interações. Para isto, a predição de 

peptídeos pode ser baseada em estrutura ou por metodologias ab initio/de novo. 

O primeiro, considera a estrutura tridimensional da sequência peptídica de 

escolha a partir de uma região da “proteína molde”. Já o segundo, baseia-se 

apenas na sequência peptídica, utilizando-se de uma abordagem sem uma 

estrutura tridimensional inicial (SHAMMEER et al., 2010). O software PEP-FOLD 

utiliza uma abordagem de novo para prever estruturas peptídicas 3D, a partir da 

A 

B 
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sequência de aminoácidos. Sua metodologia é baseada no alfabeto estrutural e 

utiliza um modelo Markoviano (MAUPETIT, DERREUMAUXe TUFFERY, 2009).  

A aplicação de peptídeos na terapia de doenças nos fornece várias 

vantagens; alta bioatividade, especificidade e afinidade de ligação ao seu alvo, 

e, além disso, toxicidade relativamente baixa. Apesar da investigação de 

peptídeos, ocorra desde os anos 40, apenas nas últimas décadas estes 

realmente foram empregados na terapia, como mostrado na Figura 9. Hoje, 

podemos encontrar vários peptídeos empregados como fármacos 

antiiinflamatórios, antitumorais, antimicrobianos, sinalizadores do SNC e 

imunomoduladores (REICHERT ,2010; CRAIK et al., 2013).  

 

 

Figura 9. Emprego de peptídeos na terapêutica. Dados do crescimento do emprego de 

peptídeos como fármacos a partir da década de 80 (FONTE: REICHERT, 2010). 

 

 No anexo 1, temos uma lista de alguns peptídeos utilizados atualmente 

pela indústria farmacêutica na terapêutica. Finalmente, os estudos de peptídeos 

como moléculas promissoras atuando como fármacos, despertam atenção de 

muitos grupos de pesquisadores devido a suas vantagens, já apresentadas. 

Dessa forma, pretendemos com este estudo apresentar subsídios interessantes 

para a síntese de peptídeos e possíveis testes in vitro.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A PCM é uma doença negligenciada, de alta letalidade (podendo chegar 

a 30%) principalmente em segmentos sociais específicos, como os 

trabalhadores rurais, representando um grave problema de saúde pública.   No 

Brasil, é responsável por 80% dos novos casos de micoses sistêmicas, sendo o 

país com maior incidência do mundo. Desta maneira, estudos relacionados à 

biologia do fungo Paracoccidioides spp., bem como seus mecanismos de 

adaptação são essenciais para o entendimento melhor da doença. 

Neste contexto, a enzima PbMLS, foco principal desta pesquisa, possui 

várias funções tanto no metabolismo energético quanto no processo de adesão 

do fungo à célula hospedeira. A PbMLS pode ser considerada um fator de 

virulência do Paracoccidioides spp., por favorecer a instalação da doença e pelo 

fato de ter sua expressão aumentada em condições de escassez de carboidrato 

in vitro. Estudar essa proteína, portanto, é interessante para descobrir possíveis 

novas funções e localizações, visto que esta pode ser um possível alvo de 

ligantes inibidores.  

O desenho de peptídeos tem sido cada vez mais explorado por se tratar 

de moléculas relativamente mais específicas e menos tóxicas, comparando-se 

com ligantes não peptídicos. Buscas in silico de prováveis alvos de fármacos 

tornou-se uma etapa importante para otimização de tempo, refinamento de 

dados e direcionamento de pesquisas. Com isso, o estudo das interações de 

PbMLS com outras proteínas de Paracoccidioides spp. e identificação dos 

resíduos chave dessas interações podem nos direcionar ao desenho de 

pequenas moléculas peptídicas com afinidade à PbMLS.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

Identificar os principais pontos de interação da proteína PbMLS de 

Paracoccidioides spp. e propor peptídeos capazes de modular a atuação desta 

enzima. 

  

3.2.    Objetivos específicos 

 

 Determinar as estruturas tridimensionais das proteínas que interagem 

com PbMLS e analisar a rede de interações de cada uma delas;  

 A partir dos experimentos de ancoragem molecular (docking) identificar 

os principais resíduos envolvidos e suas contribuições para a interação; 

 Propor peptídeos que poderão ter uma afinidade pela PbMLS em 

experimentos de DM ,  

 Apontar os peptídeos mais promissores à interação com MLS para 

posterior síntese e testes in vitro e in vitro. 
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

4.1. Obtenção das estruturas 3D 

 

Do total de 45 proteínas interagentes com a MLS, in vitro, apontadas por 

de Oliveira et al. (2013), foram selecionadas 6 para estudo in silico de interação, 

são elas: Enolase, Gama actina, Gliceraldeído - 3 fosfato desidrogenase (GPD), 

Malato desidrogenase, Triosefosfato isomerase e Ubiquitina.  Essas proteínas 

foram selecionadas por diversas justificativas; 1ª: No estudo de Oliveira et al. 

(2013) as proteínas enolase, triosefosfato isomerase e gama actina interagiram 

com PbMLS por Far Western- blot. 2ª: A proteína GPD é possivelmente 

regulador alostérico da via glicolítica, o que a torna interessante alvo de estudo 

com interações proteína-proteína. 3ª: A interação entre ubiquitina e PbMLS se 

tem registrada no software de interações OSPREY 

(https://osprey.thebiogrid.org/). 4ª: Já a proteína malato desidrogenase 

apresenta interação com a PbMLS de acordo com o servidor STRING 

(OLIVEIRA et al.,2013). 

Como as estruturas 3D das proteínas ainda não foram resolvidas 

experimentalmente, por cristalografia ou Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN), propomos modelos iniciais baseados em estruturas já conhecidas 

(homólogas) a partir do PDB (Protein DataBank). Todos esses modelos iniciais 

foram preditos pelo servidor I-TASSER, que baseia-se na sequência de 

aminoácidos da proteína, realizando uma predição da estrutura 3D e suas 

possíveis funções (YANG et al., 2015). Para a análise da qualidade dos modelos 

gerados, utilizamos o servidor MolProbity do qual extraímos os gráficos de 

Ramachandran, o score geral da molécula (score molProbity) e dos átomos 

sobrepostos (clashscore), sendo que quanto mais próximo de 0 esses scores, 

melhor é a estrutura predita. Com este servidor foi possível comparar a estrutura 

da proteína antes e depois da DM (CHEN et al., 2010). 

O servidor STRING foi utilizado para prever as interações já conhecidas 

ou possíveis das proteínas desse estudo, sejam elas associações físicas 

(diretas) ou funcionais (indiretas). Nele, os dados são provenientes de diversas 

fontes: conhecimentos experimentais extraídos de bancos de dados, estatísticas 

de interações proteína-proteína descritas na literatura, predições de novo por 

https://osprey.thebiogrid.org/
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algoritmos que utilizam de informações genômicas (co-expressão) e relações de 

ontologia gênica entre elas. Além disso, é possível adicionar várias proteínas 

como entrada e visualizar a rede de interações disponíveis para todas elas 

(SZKLARCZYK et al, 2014).  

O servidor 2struct foi utilizado para a análise do perfil de estrutura 

secundária das moléculas, a qual realiza a partir de comparações com várias 

informações de  estruturas secundárias conhecidas (KLOSE & JANES, 2010). 

 

4.2. Simulações de Dinâmica Molecular 

Cada proteína foi submetida a simulação com o software GROMACS 

4.5.5, usando o campo de força AMBER (ff99SB-ILDM), a fim de conseguir ums 

estabilidade estrutural do modelo, na presença de solvente (BERENDSEN et al, 

1995; LINDAHL et al, 2001; PRONK et al, 2013).  

A primeira etapa tem a função de remover os contatos conflituosos, a 

qual corresponde a uma rápida minimização de energia, sendo considerada 

completa apenas quando a tolerância de 1.000 kJ/mol não foi excedida. Para 

equilibração das variáveis termodinâmicas do sistema, este foi sujeito a uma 

simulação de 100 ps de NVT e NPT, tendo a proteína restringida em suas 

posições.  Na fase NVT, onde ocorre variação na pressão do sistema, a 

temperatura foi ajustada pelo termostato em 300 K (26,85°C), e as velocidades 

calculadas a partir de equações de Maxwell. Já na simulação NPT, onde o 

volume é permitido variar, a pressão foi mantida pelo barostato Parrinello-

Rahman (HUTTER, 2012; IANNUZZI et al, 2003). 

 Após estes passos as proteínas foram submetidas à simulação de 100 

ns, temperatura de 300 K, pressão de 1 atm e intervalo de tempo de 2 fs, sem 

restrição da conformação. Apenas para a PbMLS, nossa proteína alvo do estudo, 

foi utilizado um tempo de simulação de 200 ns para garantir maior estabilidade 

(PRONK et al, 2013).  

 A trajetória foi analisada por meio da Raiz do Desvio Quadrático Médio 

(RMSD) em relação à estrutura inicial, pelo algoritmo gromos, como descrito por 

Daura et al. (2009). O programa g_cluster (pacote GROMACS) foi utilizado para 

determinar as conformações que mais estiveram presentes ao longo da 

simulação, com cut-off de 0,3 nm para distinguir os conjuntos conformacionais 

com base no perfil RMSD. Com a análise de cluster e RMSD, observamos o 
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perfil de cada proteína ao longo da simulação, e assim, foram selecionados de 1 

a 3 modos para cada uma delas para os procedimentos de docking molecular.  

 

4.3. Ancoragem molecular 

O servidor de ancoragem proteína-proteína GRAMM-X (Tovchigrechk e 

Vakser, 2006) foi utilizado para a determinar as melhores conformações entre os 

complexos PbMLS-proteína ligante. Na etapa seguinte, um refinamento da 

interação e, consequentemente de energia, foi realizado pelo servidor FireDock 

(Mashiach et al., 2008). 

Com os complexos formados, a etapa seguinte foi identificar os 

aminoácidos envolvidos na interação. O servidor KFC2 (Zhu e Mitchell, 2011) 

reconhece todos os resíduos da interface de interação, tanto da cadeia A 

(PbMLS) quanto da cadeia B (proteínas ligantes).  

Uma vez conhecendo os resíduos da PbMLS mais frequentemente 

envolvidos nas interações, foi utilizado o servidor CoCoMAPS (Vangone et al., 

2011). Este fornece quais os resíduos das proteínas ligantes que interagem com 

as regiões de escolha da MLS, bem como classifica-os como hotspots ou não. 

Desta maneira, com as informações de resíduos interagentes, e com o auxílio 

de programas de visualização molecular (VMD, Pymol e Chimera), pudemos 

propor alguns peptídeos promissores, que pudessem apresentar 

complementaridade físico-química às regiões selecionadas como as mais 

frequentes envolvidas nas interações entre a PbMLS e as outras proteínas.  

 

4.4. Desenho e ancoragem dos peptídeos  

 

O dessenho de peptídeos foi realizado a partir das análises das regiões 

de interesse da MLS, selecionadas a partir da alta frequência em interações com 

outras proteínas. Dessa forma, foram selecionados peptídeos a partir do 

arcabouço tridimensional das proteínas ligantes. Os arquivos pdb (arquivos de 

texto com as coordenadas atômicas) dos complexos proteína-proteína foram 

recortados a fim de se ter apenas a proteína receptora (PbMLS) e a sequência 

delimitada ao peptídeo.   

Tais complexos, foram submetidos ao servidor FlexPepDock (LONDON 

et al., 2011), para o refinamento e modelagem dos mesmos (proteína-peptídeo). 



27 
 

Neste servidor é realizado um refinamento da interação em torno da região 

inicial, isto é, a partir do peptídeo no local de ligação, permitindo flexibilidade ao 

ligante tanto das cadeias laterais como da cadeia principal.  

Paralelamente, realizamos a predição da estrutura tridimensional dos 

peptídeos em solvente (modelagem de novo), a partir da sequência do peptídeo 

selecionado na etapa anterior. Para isto, utilizamos o PepFOLD (MAUPETIT, 

DERREUMAUX , TUFFÉRY, 2009). 

Os peptídeos que foram refinados no FlexPepDock, foram alinhados ao 

melhor peptídeo (modo conformacional) rankeado pelo PepFOLD e tiveram o 

valor de RMSD calculados. Desta maneira, o alinhamento foi feito para cada 

peptídeo proposto inicialmente, com a finalidade de escolher o de menor RMSD, 

levando em consideração o menor valor de score de energia (mais próximo ao 

modelado no solvente) 

Os peptídeos de menor score de energia foram selecionados para 

análises de interações hidrofóbicas, eletrostáticas e interações de hidrogênio. As 

interações desfavoráveis também foram avaliadas, e aqueles peptídeos com 

muitas destas foram excluídos das etapas seguintes. Tais análises foram feitas 

através do programa Discovery Studios. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1.  Modelos estruturais das proteínas  

5.1.1.  Malato sintase (PbMLS) 

O principal modelo de PbMLS definido pelo servidor I-TASSER, foi 

basedo na estrutura da Malato sintase de Escherichia coli, resolvida por difração 

de raio X e depositado no PDB (ID:3CV1A). Esta estrutura apresentou   41% de 

identidade e 98% de cobertura com PbMLS, de acordo com alinhamento do 

servidor BLAST. Através da análise no servidor 2Struct, observamos que mais 

de 50% do modelo da MLS corresponde a alças.  

Estas análises foram realizadas para todas as proteínas, como 

mostrado na Tabela 2. Nesta tabela temos informações da estrutura inicial, o 

percentual de estrutura secundária, scores de qualidade da estrutura tanto antes 

da DM quanto depois, e a quantidade de modos conformacionais selecionados 

para o molecular docking. Informações gerais, de cada uma das proteínas do 

estudo, bem como suas funções estão inseridos no Apêndice 1.  

 

5.2. Rede de interações de proteínas 

 

Apresentamos nesta subseção os resultados obtidos pelo servidor 

STRING-DB, no qual foram selecionadas interações com alta confiança (score 

de 0,9) e interações baseadas em banco de dados e experimentos. Temos as 

redes de interações de cada uma das proteínas separadamente (Figuras 10 a 

15) e ao final o mapa de interação provenientes dessa metodologia (Figura 16), 

para todas as proteínas juntas. Dessa forma, buscamos padrões que possam 

caracterizar a rede de proteínas da PbMLS.  

Na Figura 10, observam-se interações proteína-proteína que estão 

depositadas em banco de dados e oriundas de dados experimentais. Destaca-

se a MLS (círculo vermelho central) e as proteínas ICL e malato desidrogenase, 

que pertencem ao ciclo do glioxilato.  

Na Figura 11, temos a Malato desidrogenase no centro (círculo 

vermelho), as linhas cinza representam possíveis interações provenientes de 

bancos de dados. Já as linhas azuis indicam interações confirmadas por 

experimentos. 
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Na Figura 12, a Proteína enolase (círculo vermelho) realiza várias 

interações descritas em banco de dados, mas apenas as interações com a FBA1 

e PAAG 06104 são comprovadas experimentalmente.  

Na Figura 13, temos a rede da triosefosfato isomerase observam-se 

duas proteínas ilustradas com círculos maiores, que indicam a presença de 

estruturas 3D de proteínas homólogas a estas (alta identidade). As linhas cinzas 

e azuis indicam o mesmo que as figuras anteriores. Na rede de interações da 

ubiquitina (Figura 14), observa-se proteínas de vários grupos funcionais, e 

portanto não apenas interações diretas (linhas em azul). As linhas rosas indicam 

interação com modificação pós traducional, as pretas indicam reações químicas 

e as linhas roxas indicam catálise. As pontas arredondadas nas linhas indicam 

que o efeito de uma proteína sobre a outra ainda não é conhecido.  

Na Figura 15, temos a rede de interações da GPD, onde destacam-se  

algumas interações comprovadas experimentalmente (linhas azuis) que inclui a 

TPI1, mesmo que indiretamente. Por fim, na Figura 16, temos a rede das 

interações preditas pelo servidor STRING para as proteínas envolvidas no 

estudo (exceto a gama actina que corresponde à sequência de Mus musculus).  

As linhas em cinza representam as interações possíveis de acordo com análise 

de banco de dados, já as linhas em azul indicam interações com comprovação 

experimental. A ubiquitina apresenta a maior rede de interação, e juntamente 

com a GPD apresentam estruturas altamente homólogas já cristalizadas. A MLS 

não apresentou interações significativas por esta metodologia 
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Figura 10. Rede de interações de PbMLS. As linhas azuis indicam interações oriundas de 
banco de dados, e as linhas rosas indicam interações confirmadas por experimentos. Legenda: 
PAAG_04542-PbMLS; 02653: CoA acetato ligase; 04549: metil-isocitrato liase; 07725: 
hidroxioxidase peroxissomal; 07537: enzima málica; 00053: malato desidrogenase (domínio 
beta); 08449: malato desidrogenase (domínio Ldh); ICL: isocitrato liase. 

 

 

Figura 11. Rede de interações de malato desidrogenase. Legenda: PAAG_04550: 2-
metilcitrato sintase; 08075: citrato sintase; 00588: fumarato hidratase; 00726: piruvato 
carboxylase ; 08203: phosphoenolpyruvate carboxykinase; 04542: malate synthase ; 05151: 
ATP-citrate-lyase; 02603: aspartate aminotransferase ; 06506:aspartate aminotransferase . 
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Figura 12. Rede de interações de Enolase. Legenda: PAAG_07410: 2,3-bisphosphoglycerate-
independent phosphoglycerate mutase; 04516: phosphoglycerate mutase family protein ; 08203: 
phosphoenolpyruvate carboxykinase ; FBA1:  fructose-bisphosphate aldolase ; 06104: 
fructose-bisphosphate aldolase ; 06526:glucose-6-phosphate isomerase; 00633: glucose-6-
phosphate 1-dehydrogenase; 04166:transaldolase; 04444: transketolase. 

 

Figura 13. Rede de interações de Triosefosfato isomerase.  Legenda: FBA1: fructose-
bisphosphate aldolase; PAAG_06104 fructose-bisphosphate aldolase; GPD: glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; 07080  ubiquitin; 06526: glucose-6-phosphate isomerase; 
04444 transketolase ; 00633 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase; 04166 transaldolase ; 
05940 deoxyribose-phosphate aldolase; 00557 mannose-6-phosphate isomerase.  
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Figura 14. Rede de interações de Ubiquitina. Legenda: PAAG_00204: ubiquitin-conjugating 
enzyme ; 00202: ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase ; 01260: vacuolar protein sorting-
associated protein ; 01047: DUF814 domain-containing protein ; 01036:negative regulator of 
cdc42 ; 00923: proliferating cell nuclear antigen ; 01706: 26S proteasome regulatory subunit 
RPN10 ; 01525: fatty acid synthase subunit alpha reductase ; 01472: ubiquitin-conjugating 
enzyme ; 02130: heat shock protein HSP98. 

 

 

Figura 15. Rede de interações de GPD. Legenda: 02869: phosphoglycerate kinase ; FBA1: 
fructose-bisphosphate aldolase ; 06104: fructose-bisphosphate aldolase; TPI1:  triosephosphate 
isomerase; 06460 triosephosphate isomerase; 04444: transketolase.  
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Figura 16. Rede de interações das proteínas envolvidas no estudo. Legenda: GPD: 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; 07080: ubiquitin; 04542: malate synthase; TPI1 : 
triosephosphate isomerase; 00771: enolase; 00053: malate dehydrogenase. 

 

5.3. Dinâmica Molecular e Qualidade dos modelos 

5.3.1. Análise dos modos da MLS  

Recentemente, Costa et al. (2015) realizou a modelagem de  PbMLS 

numa simulação de DM de 200 ns. A partir das trajetórias destas simulações, foi 

realizadas análises de agrupamento, onde observaram-se 14 clusters (grupos) 

conformacionais, porém os que se mantiveram por maior tempo foram os 

clusters 1 e 2 (Figura 17). 

O cluster 1 ocorre justamente a partir do momento de maior  estabilidade 

estrutural, aproximadamente 80 ns, como mostrado no gráfico de RMSD  (Figura 

18). O cluster 2 foi o segundo que permaneceu por mais tempo durante a 

simulação. Porém, foram selecionados os clusters 1, 2 e 6 para o estudo de 

interações com as outras proteínas, uma vez que o cluster 6 surgiu nos 

momentos finais da DM, que poderia representar um modelo conformacional 

estável alcançado. Os 3 modelos selecionados e o modelo inicial (anterior à DM) 

estão alinhados na Figura 20. 
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Tabela 2. Aspectos gerais das proteínas envolvidas no estudo 

Proteínas PbMLS Enolase 
Gama- 
actina 

TPI Ubiquitina GAPDH 
Malato 

desidrogenase 

PDB template -I-Tasser 3CV1A 1P43  3U4L_A  1YPI_A  4KSL_A  1U8F_O 2DFD_A  

Identidade 41% 61% 99% 100% 91% 71% 56% 

Cobertura 98% 98% 100% 99% 99% 97% 94% 

Nº resíduos 539 404 375 249 156 388 340 

Estrutura 
secundária ** 

% hélice 38,4 36,4 39,5 34,1 13,6 26,6 39,1 

% fita beta 10,8 17,6 18,1 12,2 15,6 15,1 8,2 

% outros 50,8 46 42,4 53,7 70,8 58,3 52,6 

Antes da DM * 

MolProbity score  3,74 (5%) 
2,48 

(48%) 
2,13(68%) 2,32 (58%) 3,14 (18%) 2,78 (32%) 3,12 (19%) 

Clashscore 149 (0%) 
4,81 

(94%) 
2,4 (99%) 3,1 (98%) 9,45 (74%) 6,44 (89%) 12,21 (61%) 

Ramachandran 90% 96% 96,50% 96,90% 90% 90% 88,50% 

Após a DM * 

MolProbity score 1,86 (86%) 
1,50 

(95%) 
1,12 (99%) 1,36 (98%) 1,17 (99%) 1,62 (92%) 1,27 (99%) 

Clashscore 0 (100%) 0 (100%) 0(100%) 0 (100%) 0 (100%) 0(100%) 0 (100%) 

Ramachandran 94% 99,30% 98,90% 98,20% 98,70% 97,30% 95% 

  
Clusters 

selecionados 
3 (14) 1 (1) 1 (1) 3 (18) 3 (19) 2 (8) 2 (7) 

*Análises do servidor MolProbity, relacionadas à qualidade do modelo gerado antes e depois das simulações de Dinâmica Molecular. **Análises realizadas 

pelo servidor 2Struct, relacionadas à estrutura secundária. 
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Figura 17. Gráfico de clusters da MLS. Observam-se 14 conjuntos de conformações ao longo 

da trajetória de DM. Cut-off: 0,3 angstrom. Fonte: Costa et al., 2015. 

 

 

Figura 18. Gráfico de RMSD e estrutura tridimensional da MLS. Evolução do RMSD (raiz do 
desvio quadrático médio) ao longo de 200 ns de simulação de Dinâmica Molecular. As estruturas 
sobrepostas representam o modelo gerado por homologia (laranja) e o modelo final (model 1) da 

DM (verde). Fonte: Costa et al., 2015. 

 

No Molprobity score da estrutura total observamos uma melhora de 3,74 

para 1,86, e o clashscore que antes era 149 chegou a 0, após a DM, 

demonstrando a redução acentuada do score que indica a quantidade de átomos 

estruturalmente sobrepostos no modelo principal da Malato sintase. Na Figura 
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19, temos o mapa de Ramachandran do modelo gerado pelo I-TASSER, em A, 

94% dos resíduos encontram-se em regiões permitidas, com relação aos 

ângulos phi e psi. Já na Figura 19.B, há uma notória diminuição da quantidade 

de resíduos em regiões proibidas (de 6 % para 2%).  O comportamento das 

demais proteínas durante a DM, e as análises de cluster e RMSD, estão 

inseridas no Apêndice 1.  

 

 

 

 

De uma maneira geral, observamos uma melhora significativa do modelo 

inicial, com a utilização da DM, como pode ser observado na Tabela 2 .Uma vez 

que no Mapa de Ramachandran (Figura 19) os resíduos que possuíam átomos 

conflituosos, ou seja, átomos em posições angulares não favoráveis à estrutura 

da molécula, diminuíram nitidamente. Os 31 resíduos que estavam em uma 

angulação não permitida , após a DM eram apenas 8. Além disso, todos os 

scores de avaliação da qualidade chegaram a valores de 86.º e 100.º de 

percentil, o que corresponde a valores de proteínas de alta resolução. 

 

Figura 19. Diagrama de Ramachandran da Malato sintase antes e depois da DM. Em A temos 
o diagrama da MLS antes da DM (modelo gerado pelo I-TASSER ), com 94% dos resíduos da 
proteína em regiões favoráveis (dentro dos espaços delimitados pela linha azul escuro). Em B, 
temos 97% dos resíduos em regiões permitidas, sendo possível notar um menor número de 
resíduos fora das regiões delimitadas pela linha azul escuro.  

 

A B 
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5.3.2. Características gerais das proteínas ligantes à PbMLS 

 

Observa-se que todas as proteínas ligantes à PbMLS apresentaram alta 

cobertura (acima de 94%) com relação ao modelo homólogo principal utilizado 

pelo I-TASSER. Isso significa que, o modelo estrutural usado como molde para 

modelagem da proteína de interesse, cobre 94% da sequência total. A identidade 

corresponde a porcentagem de resíduos de aminoácidos iguais em posições 

iguais, entre a sequência de interesse, e a proteína estruturalmente resolvida, 

utilizada como molde principal.  Vale destacar que, as proteínas Gama-actina e 

TPI (Triosefosfato Isomerase) apresentaram identidade e cobertura de quase 

100%. que corresponde a praticamente a mesma sequência de aminoácidos.  

Com relação à estrutura secundária, a proteína Ubiquitina apresenta 

mais de 70% de alças em sua estrutura. Sabe-se que esse tipo de região é 

altamente flexível, comparado a regiões de alfa-hélice e fita-beta.  A Ubiquitina 

é uma molécula muito flexível, o que provavelmente dificultou a mesma atingir 

um estado de maior estabilidade, confirmado pelos números de clusters (grupos) 

obtidos durante a simulação de DM. Essa relação entre a porcentagem de alças 

da molécula e o número de clusters durante a simulação, também pode ser 

observada para as proteínas PbMLS, TPI, GPDH e MD.  

Figura 20. Alinhamento dos modelos da MLS. Em azul o modelo predito pelo servido I-Tasser 
(antes da DM), em vermelho temos o modo 1 selecionado após a DM (cluster mais frequente 
durante a simulação de DM. Em cinza, temos o modo 2, e em laranja o modo 3 após a DM. 
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Com relação a qualidade dos modelos, todos tiveram um score 

melhorado após a aplicação da DM. Esse fato está relacionado à sobreposição 

de átomos, Ramachandran e ângulos da molécula em posições favoráveis. Na 

tabela 2, observa-se que após a simulação de DM, as proteínas atingiram um 

clashscore de 0, com percentil de 100. Isso demonstra a importância da 

aplicação da DM para buscar modelos de maior qualidade e estabilidade 

estrutural. 

Para cada proteína foram selecionados uma quantidade específica de 

modos (clusters) obtidos na DM, para prosseguir com os estudos de docking. No 

caso da PbMLS, nossa proteína alvo, foram extraídos 3 modos que foram 

considerados representativos, já para Enolase, por exemplo, foi extraído 1 modo 

confomacional devido a sua estabilidade durante a DM. Essa metodologia foi 

realizada para todas as outras proteínas, sendo selecionado no mínimo 1 e no 

máximo 3 modos conformacionais. A ideia principal foi cruzar os modos da 

PbMLS com todos os outros, que resultou em 36 complexos proteína-proteína.  

 

5.4. Complexos formados e interface de interação 
 

A partir dos modelos obtidos na DM, os principais modos 

conformacionais de cada proteína foram submetidas ao molecular docking com 

os 3 modos da PbMLS no GRAMM-X. Na Tabela 3, são apresentados os 

complexos formados e a nomenclatura para cada um deles.  

Para observarmos os resíduos da interação entre uma proteína e outra, 

utilizamos o servidor KFC-2 que fornece a região de interface e os resíduos 

hotspots. As interações dos complexos entre os modos 1 estão exemplificadas 

nas Figuras 22 a 27 .  
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Tabela 3. Combinações realizadas no molecular docking. 

Modos conformacionais 

das proteínas 

MLS 

Modo 1 Modo 2 Modo 3 

Enolase Modo 1 1.1 2.1 3.1 

GA 

Modo 1 1.1 2.1 3.1 

Modo 2 1.2 2.2 3.2 

TFI 

Modo 1  1.1 2.1 3.1 

Modo 2 1.2 2.2 3.2 

Modo3 1.3 2.3 3.3 

GFD 

Modo 1 1.1 2.1 3.1 

Modo 2 1.2 2.2 3.2 

Ubiquitina 

Modo 1 1.1 2.1 3.1 

Modo 2 1.2 2.2 3.2 

Modo 3 1.3 2.3 3.3 

MD 

Modo 1 1.1 2.1 3.1 

Modo 2  1.2 2.2 3.2 

Legenda: GA- Gama actina; TFI-Triosefosfato Isomerase; GFI –Gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase; MD-Malato desidrogenase. 
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Figura 21. Modelos 3D dos complexos PbMLS e enolase. Em laranja temos a PbMLS em 
seus diferentes modelos provenientes da DM e em verde temos o modelo 1 da Enolase. A região 
em azul representa a região de interface da interação.  Na face frontal da PbMLS, em todas as 

imagens, está representado a cavidade do sítio ativo desta enzima.  

 

 

 

Desidrogenase 

Figura 22. Representação tridimensional do complexo PbMLS e malato desidrogenase. 
Em amarelo temos a MLS, em vermelho formato newcartoon, temos o modo 1 da malato 
desidrogenase, e a região sombreada corresponde à interface de interação entre elas, predita 
pelo servidor KFC-2. 
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Figura 23. Representação tridimensional do complexo PbMLS e gama actina. Em 
amarelo temos a PbMLS, em azul (newcartoon), temos gama actina, e a região sombreada 
corresponde à interface de interação entre elas, predita pelo servidor KFC-2. 

Figura 24. Representação tridimensional do complexo MLS e Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase. Em amarelo temos a MLS, em verde (newcartoon), temos a GAPDH, e a 
região sombreada corresponde à interface de interação entre elas, predita pelo servidor KFC-
2 
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Figura 25. Representação tridimensional do complexo PbMLS e enolase. Em amarelo temos 
a PbMLS, em laranja (newcartoon), temos a enolase, e a região sombreada corresponde à 
interface de interação entre elas, predita pelo servidor KFC-2. 

 

Figura 26. Figura 26. Representação tridimensional do complexo PbMLS e TFI. Em amarelo 
temos a MLS, em azul claro (newcartoon), temos a TPI, e a região sombreada corresponde à 
interface de interação entre elas, predita pelo servidor KFC2. 
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5.5. Análises das regiões mais interagentes de MLS 

 

Entre todos os complexos analisados, 5 regiões definem as principais 

IPP’s observadas em no mínimo 15 complexos do total de 36. A região mais 

frequente (R4), esteve presente em 22 complexos. Tais regiões estão 

registradas na Tabela 4. Na Figura 28 temos a representação molecular e na 

Figura 29 a representação gráfica dessas regiões da PbMLS. 

Com o auxílio do servidor CoCoMAPS, foi possível identificar os resíduos 

das proteínas ligantes que interagiram nestas 5 regiões definidas como as mais 

frequentemente envolvidas nas interações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Representação tridimensional do complexo PbMLS e Ubiquitina. Em amarelo 
temos a PbMLS, em roxo (newcartoon), temos a Ubiquitina, e a região sombreada corresponde à 
interface de interação entre elas, predita pelo servidor KFC-2. 
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Tabela 4. Regiões da MLS observadas com maior frequência nas interações proteína-proteína 

 RESÍDUOS ENVOLVIDOS Quantidade de complexos 

R1 ALA85, PRO86, GLY87 e TYR88 22 

R2 ARG160 e LYS161 23 

R3 
VAL205, GLY208, ALA209, GLY210, 

PRO 211 e TYR212 
22 

R4 
ASP236, PRO241, ARG242, GLY243, 

THR244, ARG246 
26 

R5 PHE393 e VAL394 20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Regiões frequentes de interação da PbMLS. Malato sintase evidenciando as 5 
regiões mais frequentes de interação proteína-proteína. R1 (amarelo), R2 (azul), R3 (roxo), R4 
(verde) e R5 (rosa). 



46 
 

 

Figura 29. Gráfico das regiões frequentes de interação da MLS. As barras correspondem aos 
resíduos da IPP, que estão plotados em função das regiões determinadas como importantes da 
MLS e a quantidade de complexos que apresentam tais regiões envolvidas nas IPP’s. Podemos 
observar que a região 4 (R4) apresentou a maior frequência, presentes em 26 IPP’s. 

 

 
5.6.  Design de peptídeos 

 

5.6.1.  Aspectos gerais dos peptídeos 

Uma vez conhecendo tais regiões da proteína alvo (MLS) pudemos 

desenhar e propor alguns peptídeos a partir das proteínas ligantes, para 

interagirem com esses resíduos da MLS. Os peptídeos propostos, foram 

montados a partir da estrutura tridimensional do arcabouço das interações 

proteína-proteína. Paralelamente, os peptídeos foram modelados no solvente 

(PepFOLD), a partir da sequência dos selecionados da forma já citada.  

 Todos estes foram submetidos ao FlexPepDock. Nas Tabelas 5, 6 e 7 

temos a comparação das estruturas dos peptídeos modelados no solvente 

(PepFOLD) com os provenientes do arcabouço proteína-proteína e com os de 

menor energia oriundo do FlexPepDock, para os 3 modos da MLS.  
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Tabela 5. Peptídeos selecionados para interação com o modo 1 da MLS, e comparação das suas 

estruturas com os modelados ab initio. 

Peptídeos 
Sequência 
Peptídica 

RMSD – PepFOLD 
X Arcabouço 

RMSD - PepFOLD 
X FlexPepDock 

Enegia * 

Pep 1 VPTANV 1,459 0,872 -220,045 

Pep 2 LVSTDL 0,450 0,317 -222,366 

Pep 3 LKGIL 0,675 0,58 -229,044 

Pep 4 LDLIAYIAK 0,479 0,223 -223,944 

Pep 5 MAPPEYPL 0,439 0,243 -222,256 

Pep 6 ASRFISQVKGTD 1,323 0,676 -234,059 

Pep 7 TLSMAM 0,314 0,122 -209,539 

Pep 8 AASEGE 0,375 0,208 -217,988 

Pep 9 EGELY 0,198 0,158 -222,618 

Pep 10 MAPPE 0,45 0,07 -221,193 

Pep 11 TSEDA 0,684 0,811 -217,654 

Pep 12 MAGAG 0,252 0,422 -213,12 

Pep 13 VPSYAP 1,319 1,324 -217,43 

Pep 14 LESVPSYAPVVF 0,491 0,634 -229,522 

*Score de energia do laboratório Rosetta 

 

 

Tabela 6. Peptídeos selecionados para interação com o modo 2 da MLS, e comparação das suas 

estruturas com os modelados ab initio. 

Peptídeos Sequência Peptídica 
RMSD – 

PepFOLD X 
Arcabouço 

RMSD-Pep-FOLD Energia  

Pep 1 LDFEQ 0,298 0,354 -250,07 

Pep 2 FQPSFLGMQ 1,042 0,723 -258,362 

Pep 3 RMQKEITAL 0,462 0,277 -256,662 

Pep 4 AGIAL 0,378 0,28 -247,076 

Pep 5 DQIKA 0,158 0,123 -247,598 

Pep 6 VSAPQ 0,565 0,65 -252,171 

Pep 7 LLMKLSPRV 0,713 0,35 -253,319 

Pep 8 PIRIKK 0,540 0,48 -247,998 

Pep 9 GTPNK 0,417 0,407 -246,214 

Pep 10 GQHEA 1,156 0,354 -246,143 

Pep 12 PSSTGAAKA 0,275 0,191 -255,944 

Pep 13 LDFEQEMATAASSSSLE 0,858 0,708 -273,249 

Pep 14 DALVSTD 1,247 0,953 -253,134 

Pep 15 ADLSHI 0,860 0,315 -250,471 

Pep 18 ARGWHLD 1,378 0,684 -250,682 

Pep 23 AEDDWEAGSYY 0,986 0,432 -255,07 

Pep 25 AVGKV 1,010 0,432 -255,294 

Pep 30 MAMRVPTANVSV 0,891 1,289 -254,563 

Pep 36 ECGAGV 1,365 0,645 -248,041 
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Tabela 7. Peptídeos selecionados para interação com o modo 3 da MLS, e comparação das suas 

estruturas com os modelados ab initio. 

Peptídeos Sequência Peptídica 
RMSD – 

PepFOLD X 
Arcabouço 

RMSD-Pep-FOLD Energia 

Pep 1 ELPDGQV 0,488 0,472 -247,468 

Pep 2 SYTATQKTV 1,389 0,983 -246,183 

Pep 3 INTNSTV 1,015 0,129 -237,100 

Pep 4 VPSYAPVV 1,207 0,297 -246,575 

Pep 5 KESTLH 0,242 0,170 -231,214 

Pep 6 MKILTERGYSF 0,694 0,512 -251,009 

Pep 7 IRGGPGVAA 0,653 0,610 -246,805 

Pep 8 ASTGQHE 1,191 0,440 -234,273 

Pep 9 SPSCLKD 0,484 0,267 -234,812 

Pep 10 ELPPDGQV 0,486 0,679 -242,495 

Pep 11 RTAAQNI 1,233 0,831 -244,755 

Pep 12 AASEGELK 0,310 0,244 -236,933 

Pep 13 ADLSHINT 0,745 0,659 -241,804 

Pep 14 FAEDDW 0,680 0,5 -224,714 

Pep 17 KTLTGKT 0,685 0,858 -241,951 

Pep 18 ESSDTIDN 1,375 1,076 -243,300 

Pep 19 SLLMKL 0,460 0,211 -247,131 

Pep 20 AEDDWEAGSYY 0,721 0,444 -252,886 

Pep 21 QNNQRQ 1,111 0,764 -238,285 

Pep 22 AAVSVH 0,587 0,184 -234,678 

Pep 23 TITLE 0,828 0,795 -236,789 

Pep 24 QSKRGI 0,390 0,324 -238,579 

Pep 25 SEDALV 0,539 0,572 -233,761 

Pep 26 LESVPSYAPVVF 1,462 1,058 -248,023 
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5.7. Avaliação das interações proteína-peptídeo 

 

Para seleção dos melhores peptídeos para cada modelo da MLS, foram 

analisados o score de energia livre de interação, o menor RMSD comparado ao 

peptídeo correspondente modelado no solvente (PepFOLD), e, as 

características dos contatos (interações eletrostáticas, de hidrogênio e 

hidrofóbicas). Tais aspectos de contato foram analisados com o auxílio do 

programa DiscoveryStudios. Inicialmente, podemos destacar 6 peptídeos para 

cada modo da PbMLS que apresentaram os menores scores de energia*, e 

menores RMSDs comparado ao PepFOLD.  

As análises de interação permitiram a identificação de interações 

favoráveis e desfavoráveis. Dentre as favoráveis, destacamos as hidrofóbicas 

classificadas de acordo com o grupo funcional envolvido na interação com 

grupos alquil, pi-alquil e pi-hidrofóbica. A interação pi envolve anel aromático, 

sendo pi-alquil quando este interage com o grupo alquila (C-H).  As interações 

hidrofóbicas são essenciais para o reconhecimento intermolecular, uma vez que 

estão envolvidas nas etapas iniciais de ligação a outras moléculas. Dessa forma, 

uma superfície hidrofóbica otimiza o processo de interação (GARDE, 2015).  

 Além disso, temos as interações de hidrogênio clássicas que envolvem 

C-H e não clássicas onde outros átomos, diferentes de C, interagem com o H. 

Com relação a interação eletrostática, temos as interações carga-pi, a qual 

envolve um átomo carregado com um anel aromático, e as do tipo pi, onde o anel 

aromático interage com o H de outro resíduo (HUDSON et al, 2015). 

 Uma outra interação observada ocorre entre o anel aromático e o 

enxofre, sendo classificada como pi-sulfur. A respeito das interações não 

favoráveis, foram observados choques estéricos, repulsão de carga e repulsão 

de doadores e aceptores de H.  

 

5.7.1. Peptídeos promissores ancorados ao Modo 1 da PbMLS 

Para o modo 1 da PbMLS, o peptídeo 3 apresenta 5 resíduos, sendo as 

duas extremidades apolares, e carga total líquida de +1 (apenas a LYS como 

resíduo carregado positivamente). Na Figura 30, temos a superfície de contato 

com a PbMLS e a sua caracterização quanto à hidrofobicidade.



50 
 

 A respeito das interações hidrofóbicas, podemos destacar 4 interações 

do tipo Alquil, na qual temos interação de resíduos hidrofóbicos e seus grupos 

funcionais alquil, e uma interação do tipo pi-alquil na qual o grupo alquil de um 

resíduo hidrofóbico interage com um anel de outro resíduo hidrofóbico. No 

primeiro caso, temos a LEU 270 como principal resíduo interagente, pois interage 

com os resíduos ILE273 (4,39 Å), LEU274 (4,98 Å), que são do próprio peptídeo, 

e PRO211 (4,9 Å) da MLS. Além disso, a ILE273 realiza interação alquil com a 

VAL89 (5,04 Å) da MLS. No segundo caso, temos o grupo alquil da ILE273 

interagindo com o fenol da TYR113 da MLS. 

Na Figura 31, temos as principais interações destacadas entre os 

resíduos do peptídeo com os resíduos da MLS. Destacamos 3 interações de 

hidrogênio, sendo que a LEU270 realiza duas interações deste tipo, uma com o 

resíduo ILE273 e outra com o resíduo LEU274 do próprio peptídeo, essas com 

cerca de 2 Å de comprimento. Observamos uma interação de atração de cargas 

(eletrostática) entre os resíduos ARG246 (MLS) e o resíduo LEU274 (peptídeo) 

de 4,11 Å.  

Tais interações são favoráveis entre o peptídeo e a proteína, 

destacamos as interações hidrofóbicas estiveram bastante presentes neste 

caso, e são essenciais para o contato inicial do peptídeo na região desejada da 

proteína, mesmo em solvente.  

 

Figura 30.  Peptídeo 3 ancorado à superfície da MLS caracterizada quanto a sua hidrofobicidade. 
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Figura 31. Peptídeo 3 ancorado à superfície da MLS, evidenciando suas interações 

intermoleculares. 

 

 

O peptídeo 4 apresenta 9 resíduos, sendo a maioria de caráter apolar, e 

carga total líquida nula, uma vez que temos um resíduo carregado positivamente 

(LYS) e outro negativamente (ASP). De acordo com a Figura 32, observamos 

uma região hidrofóbica na superfície da MLS que não interage diretamente com 

resíduos hidrofóbicos do peptídeo. 

 Em especial pode-se destacar o resíduo 241 da MLS realizando 3 

interações com o peptídeo: duas interações do tipo Carbono-Hidrogênio 

(interação de H não clássica) com a TYR330 e a LEU325 do peptídeo, a uma 

distância inferior a 3Å, e a terceira interação corresponde a uma interação 

hidrofóbica do tipo pi-alquil com a TYR330. O resíduo ARG242 realiza duas 

interações hidrofóbicas com ALA e LEU do peptídeo. Dentro do próprio peptídeo, 

podemos destacar uma interação eletrostática de atração da LEU325 com o 

ASP326, além de outras interações de hidrogênio clássicas ou não, como 

observamos na Figura 33.  

 

 

----- Interações de H 

----- Interação eletrostática 

(atração) 

----- Interações hidrofóbicas 
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Figura 32. Peptídeo 4 em contato com a superfície da MLS, caracterizada quanto a sua 

hidrofobicidade. 

 

 

 

 

 

Figura 33. Peptídeo 4 ancorado à superfície da MLS, evidenciando suas interações 
intermoleculares. 

 

----- Interações de H 
----- Interação eletrostática (atração) 
----- Interações hidrofóbicas 
----- Interações C-H 
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Outro peptídeo que podemos destacar é o de número 7, que apresentou 

estrutura próxima ao seu correspondente modelado no solvente. Nele, temos 6 

resíduos dos quais 4 possuem caráter apolar (MET, ALA e LEU), o que é 

complementar à estrutura da MLS como observado na Figura 34.  

 

 

Figura 34. Peptídeo 7 ancorado à superfície hidrofóbica da MLS. Observa-se a 

complementaridade apolar entre o peptídeo e a proteína neste caso. 

 

 

O peptídeo 7 realiza além das interações hidrofóbicas do tipo alquil e pi-

alquil (entre proteína e peptídeo) e das interações de hidrogênio clássicas (entre 

resíduos do peptídeo), como observado para os peptídeo anteriores, nota-se 

também uma interação do tipo pi-sulfur. Tal interação ocorre entre o enxofre (S) 

a MET250 com o anel aromático da PHE393 da MLS, destacadas na Figura 35.  
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Figura 35. Peptídeo 7 ancorado à superfície da MLS, evidenciando suas interações 

intermoleculares. 

 

 

O peptídeo 10 possui 5 resíduos, sendo em sua maioria de caráter apolar, 

e carga total líquida -1. A respeito de suas interações podemos destacar várias 

interações de caráter hidrofóbico, na Figura 36, com todos os resíduos apolares 

do peptídeo 10. Observam-se duas interações do tipo pi-alquil com o resíduo 

TYR113 da MLS, uma interação de hidrogênio entre o enxofre (S) da MET1 com 

a ARG246 da MLS. Além disso, pode-se observar 3 interações eletrostáticas, 

sendo 2 pontes salinas e 1 interação com cargas atrativas.  

 

----- Interações de H 
----- Interação pi-sulfur 
----- Interações hidrofóbicas 
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Figura 36. Peptídeo 10 ancorado a superfície da MLS evidenciando as interações 

intermoleculares. 

 

O peptídeo 14 é interessante pois apresentou baixo score de energia, e 

corresponde a uma estrutura com 12 aminoácidos com carga total líquida -1. A 

superfície de contato da MLS apresenta uma complementaridade hidrofóbica 

interessante com o peptídeo, como pode-se observar na Figura 37.  

 

 

Figura 37. Peptídeo 14 ancorado à superfície da MLS, evidenciando a superfície hidrofóbica de 

contato. 

----- Interações de H 
----- Interação eletrostática 
(atração) 
----- Interações hidrofóbicas 
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Na Figura 38, observamos com maior detalhe as interações 

envolvidas. Temos várias interações do tipo hidrofóbica, o que confirma a 

complementaridade observada na Figura 37. Várias estruturas de anéis 

aromáticos estão envolvidas na interação, tanto no peptídeo quanto na 

proteína, o que permite a realização de 3 interações do tipo pi. Dessas, 

uma delas envolve os resíduos LEU192 e PHE193 e é caracterizada como 

uma interação pi-sigma, dentro do próprio peptídeo. Além disso, temos 

algumas interações de hidrogênio dentro do próprio peptídeo e algumas 

entre proteína e peptídeo.  

 

 

 

Figura 38. Peptídeo 14 ancorado à superfície da MLS, evidenciando as interações 
intermoleculares. Nota-se grande complementaridade hidrofóbica, com muitas interações do tipo 
pi. 

 

 

 

 

 

----- Interações de H 
----- Interação de H não 
clássica 
----- Interações hidrofóbicas 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS   

6.1. Conclusões 

 

As conclusões deste trabalho são promissoras, porém parciais em torno 

do objetivo final. A respeito dos objetivos propostos inicialmente, todos foram 

cumpridos, como por exemplo, a modelagem das proteínas, ancoragem 

proteína-proteína e determinação de regiões mais frequentes envolvidas nas 

interações. Além disso, foram propostos 5 peptídeos promissores para interação 

com a PbMLS.  

As análises realizadas, juntamente com os peptídeos para os Modos 2 

e 3 da PbMLS, que serão realizados em breve, servirão como um afunilamento 

para a etapa de mutações aleatórias, onde iremos observar a qualidade dessas 

interações e possivelmente encontrar outros peptídeos com boa estabilidade.  

Outra etapa importante será a DM com os complexos proteína-peptídeo, a fim 

de verificar quão estável são essas interações e encontrar modos 

conformacionais mais promissores. 

Os 5 peptídeos pré-selecionados nos resultados, com o modo 1 da MLS, 

apresentaram interações interessantes do ponto de vista físico-químico, as quais 

servirão como passo inicial de análise dos mesmos. As análises de afinidade do 

complexo proteína-peptídeo são iniciais, visto que para inferirmos moléculas 

para testes in vitro, são necessárias análises mais detalhadas com DM dos 

complexos e montagem de peptídeos com possibilidade de síntese.   

 

6.2. Perspectivas 

As interações proteína-proteína são essenciais para a homeostase do 

sistema, uma vez que as formações de complexos são importantes em várias 

vias metabólicas, na interação parasito-hospedeiro e no processo de resposta 

celular. Assim, o estudo das interações in silico de algumas proteínas 

importantes para a sobrevivência do fungo Paracoccidioides sp. nos permitiu 

observar os aminoácidos mais envolvidos nas interações.  

Conhecendo os resíduos mais importantes da PbMLS pudemos propor 

peptídeos que possam apresentar afinidade às regiões. As análises das 

interações, do score de energia e da flexibilidade desses peptídeos foram 
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importantes para selecionar os mais promissores para validação. Esta, será 

realizada por meio de mutações aleatórias e pontuais e dinâmica molecular dos 

complexos proteína-peptídeo, que serão realizadas em breve. 

 A partir desses resultados poderão ser apresentados complexos 

interessantes para testes in vitro e in vivo, com a intenção de modulação por 

interação com a PbMLS. Esta modulação pode ser a partir da alteração da 

conformação funcional da proteína, ou até mesmo do bloqueio de interações 

essenciais com outras proteínas. 

Sabe-se que a proteína no sistema vivo, pode variar sua conformação 

de acordo com a situação em que está envolvida, porém os estudos in silico 

servem como uma ferramenta inicial de estudo com a finalidade de direcionar a 

pesquisas e diminuir assim gastos financeiros e tempo.  
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ANEXO 1 – Alguns peptídeos usados na terapêutica atualmente 
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APÊNDICE 1 

 

 1. Características gerais das proteínas ligantes de MLS 

1.1. Enolase (EC 4.2.1.11) 

 

Pertencente à família das liases, a enolase de Paracoccidioides sp. possui  

404 resíduos de aminoácidos e entre 40 e 50kDa. Está envolvida no processo 

de degradação do RNA, fazendo parte de um complexo degradassomo 

composto pela RNA helicase e a PNPase (software KEGG). De acordo com o 

banco de dados NCBI, a enolase é uma enzima homodimérica que catalisa a 

desidratação de 2- fosfo-D-glicerato em fosfoenolpiruvato, participando das vias 

glicolítica e gliconeogênica, com participação de um co-fator, geralmente Mg2+.  

Estudos recentes de Donofrio e colaboradores (2009) e  Nogueira et al., 

2010, mostraram que na presença da enolase recombinante, o fungo aumentou 

sua capacidade de associação com células epiteliais e fagocíticas. Por 

imunofluorescência, foi detectada no citoplasma e na superfície da célula 

fúngica, e acredita-se que ela se ligue a fibronectina da MEC. Além disso, a 

enolase foi relacionada a conversão de plasminogênio em plasmina, sendo 

essencial para a ligação de plasminogênio na superfície fúngica. 

 O modelo representativo de código PDB 1P43 de S. cerevisae, 

apresentou query cover de 98%, identidade de 61%.  De acordo com servidor 

MolProbity, 96% dos resíduos se encontram em regiões favoráveis antes da DM.  

Além disso, temos um score da estrutura de 2.48 , com um Clashscore de 4.81 

antes da DM. Após a DM, a porcentagem de resíduos em regiões favoráveis foi 

aumentada para 99,3% , e os scores também foram melhorados (score 1.50 e 

clashscore de 0). 
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Figura 1-A. Diagrama de Ramachandran da Enolase. Em A, temos o diagrama antes da 
simulação de DM, com 96% dos resíduos em regiões favoráveis. E, em B temos a análise após 
a DM, com 99,3% dos resíduos em regiões favoráveis, evidenciando uma melhora na qualidade 
da estrutura desta proteína com a DM. 

 

  

 

 

FIgura 2-A. Gráficos de RMSD e clusters da Enolase. Observa-se que a proteína antigiu 
“estabilidade” estrutural a partir dos 40 ns, aproximadamente. De acordo com o algoritmo 
g_cluster do pacote GROMACS, a proteína Enolase apresentou apenas 1 conjunto de 
conformações estruturais (cluster) muito próximas, durante a simulação de DM de 100 ns, que 
foi o modelo selecionado para as etapas molecular docking. 

 

 1.2. Ubiquitina (PAAG_07080) 

 

A ubiquitina é uma importante proteína para degradação seletiva, pois 

“marca” proteínas que deverão ser destruídas pelo complexo proteossoma, em 

resposta a um estresse celular. O modelo utilizado para a modelagem 3D foi o 

de ID 4KSL_D (156 resíduos) de Homo sapiens, com e-value de 6e-100, 

identidade de 96% e query cover de 99%.  
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O Molprobity score teve uma melhora de 3,14 (antes da DM) para 1,17 

(após a DM) e o clashscore de 9,45 (antes da DM) para 0 (após a DM). A seguir, 

temos os mapas de Ramachandran evidenciando as regiões que estão 

localizados os resíduos.  

 

  

FIgura 3-A. Diagramas de Ramachandran da Ubiquitina. Em A temos o mapa de localização 
dos resíduos, antes da DM 90% dos resíduos se localizavam em regiões favoráveis. Já em B 
(após a DM) 98,7% dos resíduos estão em regiões favoráveis. 

 

 

Ubiquitina, ao passar pela simulação de DM, apresentou 16 modelos 

conformacionais, envidenciados na figura 3- A. Pode-se observar que o modelo 

1 se manteve por mais tempo, porém nos momentos finais da simulação os 

modelos 2 e 8 também estiveram presentes, semelhante ao ocorrido com a 

Malato sintase.  

 No gráfico de RMSD (Figura 4-A) podemos observar uma maior 

estabilidade no desvio quadrático médio a partir de 25 ns aproximadamente, com 

uma pequena flutuação nos momentos finais, coincidindo com os dados de 

clusters.  Deste modo, para a realização das próximas etapas, os modelos 1, 2 

e 8 foram selecionados.  
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Figura 4-A. Gráficos de Clusters e RMSD da Ubiquitina. O cluster 1 se manteve bastante 
estável durante a DM, porém foram selecionados outros 2 clusters para as etapas de ancoragem, 
que estiveram presentes ao final da simulação, a fim de aumentar a variabilidade de complexos.  

 

1.3. Triosefosfato isomerase (PAAG_02585 EC- 5.3.1.1) 

 

É uma enzima homodimérica glicolítica, com 249 resíduos, presente em 

bactérias e eucariotos, que catalisa a síntese de gliceraldeído-3 fosfato a partir 

de glicerona fosfato, na via oxidativa das pentoses fosfato. Por ser uma reação 

muito eficiente, não necessita de co-fatores ou íons metálicos (NCBI; UniprotKB).  

Além disso, já foi descrito por Pereira e colaboradores (2007) que esta é 

preferencialmente expressa na fase leveduriforme do Pb01, talvez pela sua 

função de adesina se ligando a fibronectina e laminina (importante no 

estabelecimento do patógeno). O modelo utilizado para a modelagem foi o de 

ID: 1YPI_A com query cover 99%, e-value de 0 e identidade 100%, do organismo 

S. cerevisae.  

Os valores de Molprobity score passaram de 2,32 para 1,36 e de 

clashscore de 3,1 para 0, após o procedimento de DM. Os resíduos que estavam 

em regiões favoráveis representavam 96,9% antes da DM. Após a simulação de 

DM essa porcentagem aumentou para 98,2%, como pode-se observar nos 

diagramas da Figura 5-A.  
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Figura 5-A. Ramachandran da triosefosfato isomerase. Em A, temos o diagrama antes da 
DM, e em B após a DM. 

 

 

A proteína triosefosfato isomerase apresentou vários modelos estruturais 

ao logo da simulação de DM (18 clusters), alcançando maior estabilidade 

estrutural a partir de 50 ns, aproximadamente, como mostrado no gráfico de 

RMSD. Portanto, para as etapas seguintes foram selecionados os modelos 1 e 

3, por serem os modelos de maior frequência ao longo da trajetória, 

principalmente a partir de 50 ns,  como mostrado na figura 6-A. 

 

 

Figura 6-A. Gráficos de RMSD e Clusters da Triosefosfato Isomerase. De acordo com o 

gráfico de RMSD a proteína TFI alcançou certa estabilidade apenas em 50 ns aproximadamente, 

e, portanto, foram selecionados os clusters 1 e 3 para as etapas de ancoragem.  
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1.4. Gamma-actina 

 

Gamma actina é uma proteína com várias funções estruturais e de 

motilidade, sendo expressa em todas as células eucarióticas. Está envolvida no 

processo de adesão plaquetária, na organização dos sarcômeros que são 

unidades repetidas de miofibrilas nas células musculares, e constituição do 

citoesqueleto (UniProtKB – ID:P63260).  

A modelagem por homologia foi realizada utilizando como modelo 

principal a proteína cristalizada gamma-actina de Bos taurus (PDB ID: 3U4L_A) 

com 375 resíduos, que apresentou cobertura de 100%, identidade de 99%, e-

value 0. O molprobity score observado foi de 2,13 para 1,12, e o clashscore de 

2,9 para 0,  antes e após a DM, respectivamente. Na figura 7-A, temos os 

diagramas de ramachandran que nos mostra a qualidade do modelo gerado.  

 

  

Figura 7-A. Diagramas de Ramachandran de Gama actina. Em A (antes DM), 96,5% dos 

resíduos em regiões favoráveis, e em B (após a DM), 98,9%. 

 

De acordo com as análises pós DM, podemos inferir que esta proteína 

apresentou apenas um conjunto de conformações aproximadas, para um cut-off 

de 0,3 angstrom, o que coincide com a estrutura bastante estável no gráfico de 

RMSD, mostrados na Figura 8-A. 
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Figura 8-A. Gráficos de RMSD e Cluster da Gama actina. Semelhante ao observado para a 

proteína Enolase, a Gama actina apresentou apenas um cluster ao longo da DM, confirmado 

pela alta estabilidade no gráfico de RMSD. 

 

1.5. Malato desidrogenase  

 

Esta enzima com 340 resíduos, está envolvida com o ciclo do ácido cítrico 

e do glioxalato, estando presente em algumas bactérias e eucariotos, sendo que 

nestes últimos podem existir com várias isoformas (citoplasmáticas, 

mitocondriais e peroxissomais). No ciclo do ácido cítrico, esta enzima 

dependente de NAD, facilita a conversão de malato em oxaloacetato, e 

reabastece os níveis de oxaloacetato por carboxilação redutiva de piruvato 

(NCBI). 

 O modelo principal utilizado para a modelagem foi o 2DFD_A (estrutura 

cristalizada da malato desidrogenase de humano), com query cover de 94%, e-

value 3e-115 e identidade 56%.  De acordo com dados do banco PDB, o sítio de 

ligação à NAD corresponde à uma cavidade composta pelos resíduos: GLY17, 

ILE18, ASP39, PRO81, VAL84 e MET233 da cadeia A da proteína malato 

desidrogenase. 

Molprobity score antes da DM estava em 3,12 e atingiu 1,27 após a 

simulação de DM. Já o clashscore melhorou de 12,21 para 0. Na Figura 9-A, 

temos os mapas de Ramachandran para a os modelos antes e após a DM, e na 

Figura 10-A estão os gráficos de RMSD e Clusters provenientes da DM. 
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Figura 9-A Diagrama de Ramachandran da Malato desidrogenase. Em A, temos 88,5% dos 

resíduos em regiões favoráveis (antes da DM) e em B, temos 95% (após a DM). 

 

 

Figura 10-A. Gráficos de cluster e RMSD da Malato desidrogenase. Notam-se dois grandes 

grupos conformacionais ao longo da DM, e estes 2 foram selecionados para as etapas de 

ancoragem molecular.  

 

1.6. Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase  (EC- 1.2.1.12) 

 

Enzima com 388 resíduos de aminoácidos, da família das oxidurredutases 

com 75kDa, responsável principalmente pela síntese piruvato a partir de D-

gliceraldeído-3-fosfato da via glicolítica, dependente de NAD. O modelo 

cristalizado utilizado PDB (1U8F_O) derivado de placenta humana, apresentou 

cobertura de 97%, e-value de 3e-171 e identidade de 71% de acordo com o 

software BLAST. 
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De acordo com Barbosa et al. (2006), é encontrada em grande quantidade 

na parede celular de Paracoccidioides sp., provavelmente envolvida nos 

estágios iniciais da infecção (ligando a laminina, fibronectina e colágeno I). 

Dessa forma, acredita-se que diminuição ou inibição prejudique a infecção e 

adesão aos pneumócitos. 

O molprobity score estava em 2,78 antes da DM, e após esse score 

diminuiu para 1,62. Já o clashscore que estava em 6,44 antes da DM, atingiu o 

valor de 0 após a DM, demonstrando a melhora na qualidade geral da estrutura. 

Na Figura 11-A, temos os diagramas de Ramachandran, antes e após a 

simulação de DM. Já na Figura 12-A, temos as análises de DM, com os gráficos 

de RMSD e clusters.  

 

 

  

Figura 11-A. Diagramas de Ramachandran da Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase. Em 
A, temos 90% dos resíduos em regiões favoráveis (antes da DM). Em B, temos 97,3% dos 
resíduos em regiões favoráveis (após a DM). 
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Figura 12-A. Gráficos de Cluster e RMSD da Gliceraldeído-3 fosfato desidrogenase.   A 
estrutura tridimensional da proteína GPDH apresentou bastante instabilidade como observado 
no gráfico de RMSD, e os dois clusters mais representativos (1 e 3) foram selecionados para as 
etapas de ancoragem. 
 

 


